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Résumé :

L’objectif assigné a travers ce travail expérimental consiste a déterminer 1’effet antimicrobien
des composés phénoliques de Mentha piperita L sur le germe lactique Lactobacillus
bulgaricus spécifique du yaourt. Les composes phenoliques de la plante objet de 1’étude
récoltée dans la Wilaya de Ouargla ont été extraits par macération dans une solution aqueuse.
Les mesures de 1’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux riche en composés phénoliques
ont été réalisées in vitro en triple essais sur la souche bactérienne Lactobacillus bulgaricus et
ont concerné: les tests de croissance, le test des disques de diffusion sur geélose, la

concentration minimale inhibitrice et la concentration minimale bactéricide.

L extrait aqueux de Mentha piperita L., riche en composés phénoliques (45.41 mgeAG/mI) et
pauvre en flavonoides (0.43 mgEQ/mI) est doué d’une activité inhibitrice remarquable sur la
croissance du germe Lactobacillus bulgaricus. 1l semble exercer un effet inhibiteur de type
bactéricide sur la croissance de ce germe lactique. La CMI et la CMB chez Lactobacillus
bulgaricus ont été obtenues a des concentrations respectives de 40% et de 60% d’extrait

aqueux de la menthe poivreée.

Mots clé : Mentha piperita L., composés phénoliques, activité antibactérienne, Lactobacillus

bulgaricus.



Abstract:

The assigned objective to this experimental research work is to determine the antimicrobial
effect of phenolic compounds "Mentha piperita L" on the lactic acid germ "Lactobacillus
bulgaricus™ specific to yogurt. Moreover, the phenolic components of the studied plant were
collected and extracted (in the Wilaya of Quargla) by maceration in an aqueous solution.
Furthermore, the measurements of the antibacterial activity of the aqueous extract that is rich
of phenolic compounds were carried out in vitro triplicate tests on the bacterial strain
"Lactobacillus bulgaricus” that are concerned with the growth tests, the test of the diffusion

discs on agar, the concentration minimum inhibitory and minimum bactericidal concentration.

The aqueous extract of "Mentha piperita L" that is rich in phenolic compounds (45.41
mgEAG / ml) and poor in flavonoids (0.43 mgEQ / ml) results it a remarkable inhibitory
activity on the growth of the germ "Lactobacillus bulgaricus”. It seems to exert an inhibitory
effect of the bactericidal type on the growth of this lactic acid germ. MIC and CMB in
Lactobacillus bulgaricus were obtained at concentrations of 40% and 60%, of aqueous extract

of peppermint.

Keywords: phenolic compounds, Lactobacillus bulgaricus, in vitro, polyphenols, Mentha

piperita L.
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Introduction générale

Introduction :

Depuis la plus haute antiquité, les hommes se sont soignés avec les plantes qu’ils avaient a
leurs dispositions. Qu’est-ce qui les a guidés a employer une plante plutét qu’une autre ? le
hasard ? la religion ? la superstition ? L’expérience, certainement. Plusieurs théoriciens ont

entrepris d’expliquer 1’action des plantes sur 1’organisme (Iserin, 2001).

L’action de la phytothérapie sur I’organisme dépend de la composition des plantes. Depuis le
XVIIe siecle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et isoler les substances
chimiques qu’elles contiennent, on considére les plantes et leurs effets en fonction de leurs

principes actifs (Iserin, 2001).

En outre, chaque plante médicinale contient des centaines de composants. On sait que, parmi
Ceux-ci, certains jouent en role important dans I’activité thérapeutique et sont désignés comme
« métabolisme secondaire ». Parmi ces plantes on a la menthe poivrée (Rombi et Robert,

2015)

La menthe est I'une des plantes médicinales les plus célebres. Elle aurait des vertus
digestives, spasmolytiques, carminatives, antiseptiques, toniques et stimulantes. Elle
participerait a I’équilibre digestif et améliorerait le tonus général. La menthe poivrée est la
plus utilisée en phytothérapie, pour ses propriétés, connues de la tradition et étudiées

scientifiguement.

En dehors des glucides, lipides, protides et vitamines que 1’on retrouve chez tous les étres
vivants, les menthes contiennent de trées nombreux composés spécifiques comme les derives
phenoliques. De trés nombreuses activités ont été reconnues a ces composés (la plupart du
temps, les effets sont liés a une famille chimique déterminée et comme une méme plante

possede plusieurs de ces familles dans sa composition, elle est susceptible d’agir dans des
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domaines tres variés). Dans les effets les plus fréquemment retrouveés, on trouve des activités

antimicrobiennes.

L’objectif visé par cette présente étude est de déterminer I’effet antimicrobien in vitro des
composés phénoliques des feuilles de Mentha piperita L sur une bactérie lactique la plus

utilisée en yaourtiére a savoir Lactobacillus bulgaricus.

Ce manuscrit comporte trois parties dont la premiére constitue un recueil bibliographique
concernant I’espéce végétale (Mentha piperita L.), les composés phénoliques et les bactéries
lactiques dont Lactobacillus bulgaricus. La deuxieme partie présente le matériel et les
méthodes utilisées pour 1’appréciation de I’activité antibactérienne des composés phénoliques
contenus dans 1’extrait aqueux de la plante objet de 1’étude (menthe poivrée). La derniére
partie est une présentation des résultats obtenus ainsi que leur discussion et les perspectives de

recherche développement a entreprendre dans un future proche.
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Partie 01 : Etude Bibliographique Chapitre | : Présentation de I’espéce Mentha piperita L.

Chapitre | : Présentation de I'espéce Mentha piperita L.

1. Généralités :

Depuis la nuit des temps les hommes apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des
plantes. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont recours a leurs propriétés
curatives. A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales. Si certaines pratiques médicales paraissent étranges et
relevent de la magie. D’autres au contraire semblent plus fondées, plus efficaces. Pourtant,
toutes ont pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé des hommes (Iserin,

2001).

2. Déefinition :

La phytothérapie est ’art d’utiliser les plantes pour se soigner. Du grec « phyton » qui
signifie plante et «therapein » qui signifie soigner, il s’agit donc d’une thérapeutique
allopathique (c’est-a-dire soigner par des substances qui ont 1’effet inverse a la pathologie
dont souffre le patient) destinée a prévenir et traiter des troubles fonctionnels et des états
pathologiques bénins par des plantes médicinales dénuées de toxicité dans les conditions

normales d’utilisation. (Grenez, 2018).

3. Avantages de la phytothérapie :

La phytothérapie est trés certainement la meilleure approche d’une médecine de santé
tournée autant vers la prévention que vers les soins. Les plantes constituent une réponse de
choix pour fournir a 1’organisme les substances nécessaires pour maintenir son équilibre,
rester en bonne santé et le cas échéant corriger ses dysfonctionnements. L un de ses atouts est
le tres grand nombre de remedes et de préparations a base de plantes issus d’une utilisation
pluriséculaire sur une base purement empirique. Non seulement de trés nombreuses

préparations de médecine traditionnelle chinoise, indienne sud-américaine et africaine sont a
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notre disposition mais, en plus, prés des deux tiers des 300000 especes végétales connues

n’ont pas encore ¢té étudies (Rombi et Robert, 2015).

4. Les menthes :

Le genre Mentha est un groupe qui comprend de nombreuses espéces: plus de 25,
largement cultivées dans de nombreux pays, mais originaires de régions tempeérées et
subtropicales d’Europe et d’Afrique. Cette répartition fait de la menthe, aujourd’hui, la plante
probablement la plus répondue et la plus célébre de nos plantes médicinales et aromatiques.

(Carlier, 2015).

4.1. Origines historiques :

La plante était déja connue des Egyptiens. Il a été retrouvé des fragments de plante séchée
dans des tombeaux remontant aux Xlle et XVle siecles, elle était utilisée pour la conservation
des momies. Probablement en raison de son fort arome, la menthe était utilisée avec le myrte
et le romarin durant les cérémonies funéraires, afin de masquer 1’odeur de cadavres. (Carlier,

2015).

4.1. Menthe poivrée :

Le genre menthe (Mentha sp) fait partie de la famille des Lamiacées. Il existe plusieurs
espéces de menthes, elle mémes subdivisées en sous especes. On trouve par exemple :
e La menthe poivrée (Mentha piperita) : hybride de la menthe aquatique et de la menthe
verte.
e La menthe pouliot (Mentha pulgium).
e La menthe sylvestre (Mentha silvestris).
e Lamenthe aquatique (Mentha aquatica).

e La menthe verte (Mentha viridis ou Mentha spicata).
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e La menthe des champs (Mentha arvensis).

La plus connue et la plus cultivée dans le monde est la menthe poivrée, la piperita. Décrite
par Linné « comme une espéce distincte (M. piperita) dans la premiere édition du Species
plantarum, les botanistes modernes s’accordent a voir en elle un hybride issu du croisement

des M. viridis L. et aquatica L. qui aurait été fixe par la culture ». (Bois, 1934).

La menthe poivrée est cultivée en Europe (en France notamment), en Asie et en Amérique
du Nord. C’est une petite plante de 80 cm de haut, vivace par son rhizome, aux tiges de
section carrée. Les feuilles sont de couleurs sombres et ce sont les sommités fleuries qui sont

utilisées pour produire son HE. (Teruin, 2018).

4.2.1. Classification botanique :

La systématique proposée ci-dessous (Tableau 01) est en accord avec la classification

APG IV (Angiosperms Phylogeny Group quatrieme version datant de 2016).

Tableau 01. Classification botanique de Mentha piperita L. (Erceau et Pasquier, 2016).

Régne Plantae
Embranchement Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordres Lamiales

Famille Lamiaceae
Genre Mentha

Espéce Mentha x piperita
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Figure 01. Morphologie de la menthe poivrée. (Eberhard, 2005).
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4.3. Caractéristiques :

Ces herbacées vivaces peuvent s’élever jusqu’a 45 cm pour une envergure de 30 cm. Leurs
tiges et racines, robustes et solides, rampent sous la terre et établissent de nouveaux plants au
fur et a mesure de leur progression : une herbe, donc, difficile a éradiquer. Leurs petites fleurs
mauves bleuté, qui fleurissent a la fin de 1’été, sont portées en grappes ou sur des brins

tubulaires. (Callery, 1998).
4.3.1. Description botanique :

Des tiges quadrangulaires vertes ou violacées, des feuilles simples, opposeées décussées,
dentées, des fleurs faiblement bilabiées a corolle pourpre groupées en épis trés serrés
caractérisent cet hybride vivace se multipliant par stolons (M. aquatica x M. spicata L.).

(Rombi et Robert, 2015).
4.3.2. Pays d’origine :

La dénomination des différentes formes de cet hybride — apparu en Angleterre — est

souvent confuse : la forme officinalis rubescens (Mitcham) est la plus cultivée (Etats-Unis,
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Europe), la menthe blanche (formes palescens) est cultivée dans I’ex URSS et la menthe dite

Hongroise, (sylvestris rubescens) ¢a et 1a. (Rombi et Robert, 2015).
4.3.3. Principaux pays producteurs :

Mentha x piperita s'est naturalisée dans de nombreux pays d'Europe : Royaume-Uni,
Danemark, Irlande, Belgique, Pays-Bas, Allemagne, Autriche, Pologne, Ukraine, Bulgarie,
ex-Yougoslavie, Grece, Italie, Roumanie, France, Portugal, Espagne... Ainsi que dans les
Acores, en Sibérie (Russie), Australie, Nouvelle-Zélande, et aussi en Amérique du Nord

(Canada, Etats-Unis).

Les Etats-Unis sont les plus gros producteurs de menthe au niveau mondial. Mais il s'en
produit aussi en Chine, aux Indes, en Australie, dans quelques pays d'Europe (France, Italie)

et au Canada (Lachance, 2001).

En Afrique du Nord, I'espéce est retrouvée dans beaucoup de jardins et en culture pour des

buts culinaires. (Erceau et Pasquier, 2016).
4.3.4. Culture :

La menthe se multiplie par transplantation de boutures prélevées sur la tige d’une plante
¢tablie, a environ 5 cm de profondeur, dans un sol fertile et humide, & n’importe quel moment
de la saison de pousse ou presque. Les menthes doivent étre contenues dans un espace
réservé, ou, mieux encore étre cernées de briques ou de dalles, on peut aussi enfoncer des
piquets de plastique dans le sol pour mieux les cloisonner. La culture en conteneurs donne de
bons résultats a condition d’arroser régulierement -ou de ficher le conteneur dans la terre. On
peut cultiver toutes les menthes a I’intérieur, a I’exception de la menthe pomme. Pour qu’il

soit généreux, un parterre de menthe, dans un jardin aromatique, doit étre déplacé et recrée
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tous les trois ou quatre ans, afin de réduire les risques de maladies, principalement la rouille.

(Callery, 1998).

En hiver, on peut mettre en assortiment de plants de menthe en jardiniére ou en pot, et les
rentrer au chaud sous une véranda ou une serre, ce qui stimulera la croissance de pousses

fraiches, consommables alors au bout de trois ou quatre semaines.

4.3.4.1. Calendrier de culture :

Jan Fév. Mars | Avr. | Mai. | Juin. | Juil. | AoGt. | Sept. | Oct. | Nov. | Déc.

Semis en pleine terre.

Semis sous abri (en pot ou en pleine terre sous un tunnel).

Plantation en pleine terre.

Récolte.

4.3.5. Récolte :

Le moment de la récolte doit se faire a un moment bien particulier du cycle végétatif de la
plante. En effet, en fonction de son stade, la quantité d’essence dans les organes producteurs
sera plus ou moins importante. Dans le cas de la menthe poivrée, la récolte doit se faire avant

la floraison car passé ce stade, la part de cétones va augmenter.
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La récolte peut se faire tout au long de I’année surtout de juin & juillet. Elle se fait

manuellement avec une petite faucille, ou de facon automatisée. La coupe s’effectue au ras du

sol ou & quelques centimétres selon la hauteur de la tige. Les tiges feuillées sont récoltées

avant floraison. Deux a trois récoltes sont possibles par an, selon la température et la

luminosité. (Callery, 1998).

4.4. Conservation :

Fraiche : Peut étre conservée de quelques jours a une semaine au réfrigérateur. La
maniére la plus efficace de conserver les feuilles consiste a les envelopper dans un pa-

pier essuie-tout humide qu’on place ensuite dans un sachet de plastique.

Au congélateur : on peut également les congeler en les étalant sur une plaque avant
de les enfermer dans un sac de plastique. Ou, les hacher et les mettre dans un bac a

glacons avec de I’eau.

Séchée : On peut sécher les feuilles dans un contenant hermétique au frais, au sec et a
I’abri de la lumiére. On peut facilement faire sécher ses surplus de menthe fraiche en
débarrassant les tiges de leurs feuilles et en mettant ces derniéres sur une toile mousti-
quaire de nylon. Ne les réduire en poudre qu’au moment de s’en servir afin qu’elles
préservent leur arome plus longtemps. Une fois les plantes séches, les feuilles se déta-

chent facilement de la tige. Leur conservation est sans probleme.

Macérée : hacher les feuilles et les mettre dans de I’huile ou du vinaigre et laisser ma-

cerer. (Iserin, 2001).
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4.5. Composition chimique :
4.5.1. Parties actives :
Elle est constituée par la feuille séchée entiere ou coupée de M.x piperita. Entiére, elle doit

contenir au minimum 1,2% d’HE. (Rombi et Robert, 2015)

La feuille de menthe poivrée a une odeur caractéristique et pénétrante et une saveur
aromatique caractéristique ; la couleur est verte a vert-brun avec, dans certaines variétés, des

nervures violet-brun. Les pétioles sont verts a violet-brun. (Rombi et Robert, 2015).

La feuille a un limbe d’une longueur de 3 a 9 cm sur une largeur de 1 a 3 cm, ovale ou
lancéolé, acuminé au sommet, bordé de dents aigues, de base asymétrique. La nervation est
pennée, proéminente a la face inférieure. La face inférieure est 1égérement pubescente. Le

pétiole, d’une longueur de 0,5 a 1 cm, est sillonné. (Rombi et Robert, 2015).

La poudre est verte-brun, au microscope, présente des stomates diacytiques nombreux
surtout a la face inférieure ; des poils tecteurs coniques, courts, monocellulaires ou bicellulaire
et d’autres plus effilés, unisériés, de 3 a 8 cellules a cuticule striée ; des poils sécréteurs a pied
monocellulaire, arrondie, d’un diametre de 15 a 25 um et le second avec un téte renflée,
ovale, d’un diamétre de 55 a 70 um, composée de 8 cellules rayonnantes. (Rombi et Robert,

2015).

La CCM de I’extrait chlorométhylénique montre que le menthol donne «une bande
intense » avec d’autres bandes correspondant au cinéole, thymol et acétate de menthyle entre
autres. (Rombi et Robert, 2015). L’huile essentielle obtenue a partir des parties aériennes
fleuries est constituée de 2,8 a 10% d’acétate de menthyle, de 14 a 32% de menthone et de 30

a 55% de mentho. (Rombi et Robert, 2015).

10
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4.5.2. Constituants principaux de la plante :

A coté de I’huile essentielle qui est considérée comme 1’¢lément actif, la feuille renferme
également des triterpenes, des caroténoides et des flavonoides. Plusicurs d’entre eux sont des
flavones fortement oxygénées (gardenines B et D, xanthomicrol, 5-O-desméthylnobilétine,
5,6-dihydroxy-7, 8,3”,4’-tétraméthyoxyflavone...). Ce type de composés est identique a celui
qui caractérise certains chimiotypes du thym. D’autres flavonoides et composés
polyphénoliques sont présents : ériocitrine, lutéolol-7-O-rutinoside, diosmine, hespéridine,

narirutine, isorhoifoline, acide rosmarinique et caféique. (Rombi et Robert, 2015).

Les constituants majoritaires d’HE est toujours le (1R, 2S, 5R) -(-) -menthol (30 a 40%),
accompagné de (-) -menthone (15-25% chez la Mitcham, moitié moins chez la menthe
blanche) et d’acétate de (-)-menthyle (plus abondant chez la menthe blanche) et sont
également présents : (+)-isomen-thone, (+)-néomenthol, cinéole, menthofurane, germacrene D

et autres carbures.(Rombi et Robert, 2015).

Ces proportions varient selon les cultivars, ex : le (-) menthol peut dépasser 50%, le (+) -
menthofurane et la (+) -isommenthone semblent varier entre 0 et 10%. Fleurs et feuilles
fournissent une huile essentielle différente et de trés nombreux facteurs influencent la
composition : conditions culturales, variations climatiques, période de récolte mais aussi

procédé d’obtention. (Rombi et Robert, 2015).

4.5.3. Dosage :

A partir de I’analyse chromatographique, 27 composés volatils ont ét¢ détectés avec un
total de 99.51% de cette huile dont les composés majoritaires sont : le menthol (46.32%), le

menthofurane (13.18%), 1’acétate de menthyle (12.10%), le menthone (7.42%) ainsi que le

11
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1.8-cineole (6.06%) (Tableau 02). Par conséquent, il est clair que le menthol est le principal

composant majeur de cette huile essentielle.

Tableau 02. Composés chimiques d’HE de Mentha piperita. (Chraibi, 2018).

Constituants %

a-thujene 0.31
a-Pinene 0.32
verbenene 0.02
sabinenene 1.38
B-pinene 0.53
a-Phellandrene 0.01
P-cymene 0.03
Limenene 3.01
1.8-Cinéole 6.06
Cis- 0.24
Linalool 0.05
Chrysanthenone 0.42
Mentthone 7.42
Menthofuran 13.1
Neomenthol 4.79
Menthol 46.3
Terpinen-4-ol 0.04
a-terpineol 0.03
Carvone 1.02
Neomenthylacétate | 0.43
Menthyl acétate 12.1
Isomenthylacétate | 0.82
a-terpinylacetate 0.03
B-Bourbonene 0.37
a-Gurjunene 0.03
[-caryophylene 0.55
a-humulene 0.01
Total 99.5

5. Propriétés :

5.1. Données pharmacologiques :
La menthe jouit d’une solide réputation en particulier pour soulager les douleurs gastro-

intestinales. L’huile essentielle et divers extraits ont été étudies. C’est surtout 1’activité

spasmolytique de 1’huile essentielle qui a suscité 1’intérét des chercheurs. Celle-ci, est active

12
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sur I’iléon et, plus faiblement, sur la trachée de cobaye in vitro (EC50= 26 et 87 mg/l).
D’autres travaux confirment son action antispasmodique et montrent que le menthol est le
constituant le plus actif. Forster et al (1980) ont démontré I’action inhibitrice de la menthe sur

les contractions de 1’iléon de cobaye, induites par I’acétylcholine. (Rombi et Robert, 2015).

L’huile essentielle de menthe (3 mg/kg) est active sur le sphincter d’Oddi du cobaye : elle
léve la contraction induite par la morphine. Par ailleurs, le menthol, comme d’autres terpénes,
prévient la formation de plaques d’athérome chez le lapin soumis & un régime enrichi en
cholestérol, augmente le HDL-cholestérol mais, curieusement, inhibe la Iécithine cholestérol
acytltransféere (enzyme impliquée dans le processus de transport du cholestérol par les HDL).
Cet alcool, en mélange (32%) avec d’autres monoterpénes cycliques réduit I’activité de

I’HMG-CoA-réductase chez le rat (2 g/kg). (Rombi et Robert, 2015).

Une action radioprotectrice (8 Gy/20j — rayonnement y) d’un extrait de feuilles administré a
des souris (1g/kg/j) a été observee (protection des ulcérations de la muqueuse intestinale, des
chromosomes de la moelle osseuse). Elle s’accompagnerait d’un effet immunomodulateur,
anti génotoxique et chimio protecteur. Le mécanisme de cet effet radioprotecteur est
essentiellement li¢ a I’activité antiradicalaire et antioxydante des polyphénols et des
flavonoides. Parmi ceux-ci 1’ériocitrine (ériodicytol 7-O-rutinoside) semble jouer un role

important. (Rombi et Robert, 2015).
5.2. Autres emplois :

La menthe, depuis longtemps en vente libre, est trés largement utilisée en infusion (vrac,
infusettes) comme « boisson hygiénique et d’agrément » pour « faciliter la digestion ». Sous

ses différentes formes, en particulier en gélules de poudre totale, elle est indiquée dans le

13
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traitement symptomatique des troubles digestifs mineurs : ballonnements, digestions lentes,

flatulence, etc. et comme cholérétique. (Rombi et Robert, 2015).

6. Utilisations :

L’HE de menthe poivrée doit étre utilisée avec précaution du fait de sa richesse en
composés cétoniques. Les cétones sont des molécules, qui, a faibles doses, possédent une
activité stimulante mais a des doses supérieures deviennent neurotoxiques, pouvant conduire a
des convulsions et méme jusqu’au déces. Comme cité dans la partie toxicité, il existe une
classification de I’effet délétére de ces composés. L’HE de menthe poivrée en posséde deux
différentes, la menthone et I’isomenthone, qui sont considérées comme des cétones de toxicité
moyenne. Il convient d’étre donc particuliérement vigilant lors de I’emploi d’HE contenant ce
type de composés. Les voies d’administration autorisées sont la voie orale et la voie cutanée a
partir de 12 ans. En revanche, les diffusions sont a éviter, seules de trés faibles quantités
diluées peuvent étre utilisées. Elle est déconseillée aux personnes asthmatiques et en

utilisation sur une surface étendue (vasoconstriction induisent un effet froid). (Teruin, 2018).

6.1. Usage interne :

L’HE de menthe poivrée est utilisée par voie orale pour ses propriétés toniques, en
particulier sur le systeme nerveux. Elle est antiasthénique et peut étre utilisée en préparation
d’examen. L’action tonique agit également sur le coeur, ce qui lui confere des propriétés
hypertensives. Elle posséde aussi des propriétés digestives. Elle agit au niveau des dyspepsies,
des nausées et des flatulences. Elle est aussi choléréetique et cholagogue, avec une action sur la
reconstitution hépato-cellulaire. On préconise une goutte sur un comprimé neutre apres le
repas, en évitant le soir en raison de son action stimulante. Elle est enfin antalgique et

anesthésiante, avec une composante anti-inflammatoire. Elle est donc souvent utilisée dans les

14
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migraines et les céphalées. Elle possede aussi un pouvoir immunostimulant et anti-infectieux
(bactéricide, virucide, fongicide et vermicide). On 1’utilise lorsque les infections ORL sont
accompagnees de signes inflammatoires dans les otites, les rhinites, sinusites et laryngites. La
posologie usuelle est de 2 gouttes 3 fois par jour pour les adultes et 1 goutte 2 fois par jour a

partir de 12 ans. (Teruin, 2018).

6.2. Usage externe :

En raison de la vasoconstriction entrainée par la menthone, 1’usage externe doit toujours
s’effectuer sur de petites zones et de maniere trés diluée. De plus, dans 'utilisation contre la
migraine, il faut bien veiller a emprisonner I’HE dans une huile végétale avant de 1’appliquer
en massage sur les tempes. En effet, I’'HE étant trés volatile, cela pourrait entrainer une
irritation oculaire, les tempes étant proches des yeux. Sa composante anti-inflammatoire est
exploitée dans le cadre de névralgie, sciatique et tendinite. Les cétones qu’elle contient lui
conférent un pouvoir cicatrisant, elle est utilisée dans le cadre d’eczéma et d’urticaire. On
I’applique a raison de 2 gouttes 3 fois par jour pour les adultes, diluée a 5% et 1 goutte 3 fois

par jour a partir de 12 ans, dilué dans une huile végétale. Teruin, 2018).

7. Toxicologie :

Méme si un cas exceptionnel d’intoxication a pu étre signalé la feuille est dépourvue de
toxicité ; ce n’est pas le cas de I’huile essentielle et de ses constituants dont 1’administration
prolongée (un mois) induit, chez le rat, des modifications histopathologiques au niveau de
I’encéphale (HE, 40-100 mg/kg) dues sans doute a la pulégone. La dose journaliére de

menthol & ne pas dépasser a éte fixee a 0,2 mg/kg. (Rombi et Robert, 2015).
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Chapitre 11 : Les composés phénoliques
1. Généralités :
Chaque plante médicinale contient plusieurs centaines de composants. On sait que, parmi
ceux-ci, certains jouent un réle important dans I’activité thérapeutique et sont désignés

comme « constituants actifs ».

En dehors des glucides, lipides, protides et vitamines que 1’on trouve chez les étres vivants,
les plantes contiennent des trés nombreux composés spécifiques comme les deérivés
phénoliques (phénols, acides phénols, dérivés phénylpropaniques, coumarines, lignanes,

flavonoides, anthocyanosides, tanins, quinones).

2. Définition :

Les composés phénoliques peuvent étre définis comme des molécules indirectement
essentielles a la vie des plantes (d’ou la dénomination de métabolites secondaires). Par
opposition aux métabolites primaires qui alimentent les grandes voies du métabolique basal,
mais ils sont essentiels dans I’interaction de la plante avec son environnement. Ces composés
ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou
plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des composes phénoliques naturels varie de
simples molécules (acides phénoliques simples) aux molécules les plus hautement
polymérisées (tanins condensés), avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées.

(Urguiaga et Leighton, 2000).

3. Biosynthése des composés phénoliques :
3.1 Voie des Shikimate :
L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous dérivant

de l’acide shikimique. Cette vois conduit a la formation des oses aux acide aminés
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aromatiques (Phénylalanine et tyrosine), puis par désamination conduit aux acides
cinnamiques et a leurs tres nombreux dériveés : acide benzoique, acétophénones, lignanes, et

lignines, coumarines. (Bruneton, 1993).

3.2. Voie des phénylpropanoides :

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide
salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymere le plus

important apres la cellulose. (Bruneton, 1993).

4. Classification des composés phénoliques :
Les polyphénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones. Ces molécules

sont généralement trouvées conjuguées aux sucres et les acides organiques (Tableau 03).

4.1 Flavonoides :

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les
fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres partie de la
plante. Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux qui peuvent
participer dans les processus photosynthétiques, dans la régulation de géne et dans le

métabolisme de croissance (Hysteen, 2002).

Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont connus et ont tous le méme

squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une configuration Ce-C3-Cs
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(revoir) de type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme avec la structure 2-phényle

chromane (Yao et al., 2004).

Tableau 03. Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al, 2006)

Nombre de | Squelette Classification Exemple Structure de base
carbone
7 Ce-Ci acide phénols acide gallique QCDDH
o , 04
8 Ce-C2 acetophénones gallacetophénone MCH,
: . . acide- & S
8 Ce-C2 acide phenylacétique hydroxyphénylacétique
_ acide " : COOH
9 Ce-Cs hydroxycinamique acide-coumarique .@J
O 0
9 Co-Cs coumarines esculitine w
O
10 Cs-Ca naphthoquinones juglone ﬁj?
)
13 Cs-Ci-Cs xanthones mangiferine m
O
14 Cs-C2-Cs stilbénes resvertrol UVQ
15 Cs-C3-Cs flavonoides naringénine m@

4.1.1. Flavonols :

Ce sont les flavonoides les plus répondus dans le régne végétal, ils essentiellement

représentés par la quercétine, le kaempférol et la myricétine. Les flavonols qui s’accumulent

dans les tissus végetaux sont presque toujours sous la forme conjugués glycosylés (Fraga,

2009).
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4.1.2. Flavones :

Elles sont principalement représentées dans 1’alimentation par 1’apigénine et la lutéoline.
Contrairement aux flavonols, elles sont moins répandues dans les fruits et les lIégumes. Par

conséquent leur apport alimentaire est tres faible (Fraga, 2009).
4.1.3. Flavanones :

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de double laision en 2, 3 et par la présence
d’un centre d’asymétrie en position 2. Elles existent sous forme libre ou sou forme glycosylée

(Portet, 2007).
4.1.4. Flavan-3-ols ou flavanols :

Ces molécules sont toujours hydroxylées en Cs et se caractérisent par I’absence du groupe
carboxyle en Ca4, elles sont souvent a D'origine de polyméres flavonique appelés

proanthocynidols ou tanins condensés (Fraga, 2009).
4.1.5. Isoflavones :

Les isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent nue
sous-classe importante et trés distinctive des flavonoides. Contrairement a la plupart des
autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisées par la présence d’un cycle B fixé a Cs
plutot que la position C.. IlIs ont une distribution trés limitée dans le régne végétal (Fraga,

2009).
4.2. Anthocyanosides :

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de la
plante des fleurs et des fruits. Ils sont caractérisés par I’engagement de 1’hydroxyle en position

3 dans un liaison hétérosidique (les anthocyanosides). Leurs génines (les anthocyanidols) sont
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des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément appelé cation flayylium.
Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les animaux pollinisateurs

(insectes, oiseaux). (Brouillard et al., 1997).

4.3. Tannins :

Cette classe désigne le nom générale descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines. Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont trouvé dans
toute les parties de la plante : I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racine. On distingue

deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine biogénétique :

Tannins hydrolysables qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable
d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et 1’acide phénol et soit 1’acide
gallique dans le cas des gallotannins, soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins

classiquement dénommeés ellagitannins. (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).

4.3.1. Tanins condensés :

Tannins condensés ou tanins catechiques ou proanthocyanidols qui se différent
fondamentalement des tannins hydrolyables car ils ne possédent pas de sucre dans leur
molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des polyméres
flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-
carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux,

Gymnospermes et Fougéres. (Bruneton, 1999).
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5. Composition phénolique des menthes :

Plusieurs études ont démontré la richesse des menthes en composeés phénoliques,
particulierement en acide phénoliques et en flavonoides. De tous les acides phénoliques, le
genre Mentha est spécialement riche en acide caféique et ses dérivés. Ce dernier représente 60

a 80% des composés phénoliques totaux (Dorman et al., 2003).

De plus, la forme libre de ’acide, I’isomére glucuronide a été détecté chez I’espéce M.

(Taamalli et al., 2015).

La présence de I’acide chlorogenique a été trouvée dans plusieurs menthes, citant comme

meilleur exemple ’espéce M. X piperita. (Misan et al., 2011).

Par ailleurs, 1’acide rosmarinique est 1’acide phénolique le plus abondant chez les espéces
de menthes. Son contenu rapporté chez la menthe poivrée est d’environ 30% des polyphénols

totaux. (Fecka et Turek, 2007 ; Dorman et al.,2009 ; Misan et al., 2011).

En outre, il a été détecté dans les espéces sauvages de menthes, sept acides salvianoliques

(Taamalli et al., 2015).

En plus de I’acide caféique et de ses dérivés, d’autres acides organiques ont été rapportes,
par exemple I’acide caftarique, 1’acide cinnamique, I’acide p-coumarique, 1’acide férulique,
I’acide oléonolique et I’acide vanillique ont été trouve chez différents espéces du genre

Mentha.

Les menthes sont également riches en flavonoides, particulierement en flavones et
flavonones, ces derniers représentent 10 a 70% du contenu phénolique total. La lutéoline est
ses dérivés sont les flavones majeurs décrits pour les menthes. Par ailleurs, les dérivés

glucosigiques comme lutéoline-O-glucoside et lutéoline-O rutinoside sont souvent décris
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comme composés phénoliques majoritaires. (Hussain et al., 2010 ; Misan et al., 2011 ;

Benedec et al., 2013).

L’apigénine et ses dérivés comme les glucides et les rutinoside peuvent aussi étre présents
chez les espéces de menthes. D’autres flavone détectés chez les menthes incluent par exemple
’acacétine et ses glycosides, la diosmine, la salvigénine et la thymonine. (Fecka et Tureck,

2007).

Les especes du genre Mentha sont riches en flavanones et en composés de cette classe
incluant essentiellement les dérivés de I’eriodictyol, naringenine et hesperitine. Ces composés
apparaissent fréquemment, comme dérivés du glucoside. Par exemple, 1’hesperidine
(hesperetine-7-O-rutinoside), eriodictyol-O-glucoside et naringenine-7-O-glucoside ont été
décelé dans la menthe poivrée. D’autres part, 1’eriocitrine (eriodictyol-7-O-rutinoside) est le

flavone le plus abondant dans les menthes selon. (Fecka et Tureck, 2007).

La narirutine a été également détectée comme composé majoritaire chez 1’espece M X
piperita. Les flavonols et les dihydroflavonols sont moins rapportés dans les menthes.
Néanmoins, le flavonol kaempferol a été décelé chez plusieurs espéces de menthes, ainsi que
ses glucosides, rhamnosides, rutinosides et sophorosides chez M x piperita ou M longifolia.

(Dolzhenko et al., 2010 ; Stanisayljevic et al., 2012).

En outre la présence de rutine a été décrire par plusieurs auteurs. D’autres flavonols ou
dihydroflavonols détectés incluant par exemple la quercétine et la myricetine. Les flavonoles
rapportés dans les menthes sont par exemple la catéchine et 1’épicatéchine. (Bimakr et al.,

2011 ; Igoumenidis et al., 2016).

Les coumarines détectées sont I’esculetine et la scopoletine (Adam et al., 2009). Les

anthocynidines cynidiques, delphinidine, luteolinidine, perlagronidine et petunidine, ont été
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décelés chez I’espéce M x rotundifolia L. le resveratrol stillenoide et le tyrosol
phenylethanoide ont également été trouvés chez I’espéce M spicata. (Ilgoumenidis et al.,

2016).

6. Propriétés biologiques des polyphénols :

Les recherches récentes sur les composes phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier, sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme les
activités  antiallergique,  anti-artherogenique,  anti-inflammatoire,  hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire. Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est
due a leurs propriétés redox en jouant un réle important dans la destruction oxydative la la
neutralisation des radicaux libres, piégeage de 1’oxygeéne ou décomposition des peroxydes.

(Nijyeldt et al., 2001).

7. Effets bénéfiques des polyphénols :

La phytothérapie et I’hygiene alimentaire. D’aprés les études multiples attestant de
I’impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et la prévention des maladies,
les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou des
suppléments alimentaires. De plus, leur activité anti-oxydante assure une meilleure
conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique. Dans
I’industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application pratique en luttant
contre la production des radicaux libres néfastes a la santé et la beauté de la peau. En
phytothérapie, méme si certaines indications sont communes a plusieurs classes, chaque

classe chimique semble étre utilisé pour des benéfices specifiques (Hennebelle et al., 2004).
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8. Roles et intéréts des composés phénoliques :
Les composés phénoliques possedent un ensemble de propriétés importantes. Leurs études
deviennent de plus en plus un outil dans des recherches de physiologie, de biologie, de

botanique et également de technologie alimentaire.

8.1. Chez les végétaux :

Selon certains auteurs, les composés phénoliques peuvent intervenir dans les aspects de la
physiologie des plantes (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires
avec certains microorganisme symbiotiques ou parasites, ...) ; ou les interactions des plantes
avec leur environnement biologique et physique (relation avec les bactéries, les champignons,
les insectes, résistance aux UV). Soit directement dans la nature soit lors de la conservation
apres récolte de certains végétaux ; ou les criteres de qualités (couleur, astringence, amertume,
qualités nutritionnelles, ...) qui orientent le choix de I’homme dans la consommation des
organes végétaux (fruits, légumes, tubercules, ...) et des produits qui en dérivent de leur
transformation ; ou les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des
traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées, ...)
pendant lesquels apparaissent fréqguemment des brunissements enzymatiques qui modifient la

qualité du produit fini. (Fleuriet et al., 2005 ; Boutour, 2011).

Une des fonctions majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes
notamment celle des fleurs : comme les anthocyanes qui constituent un groupe de pigments
responsables de la couleur rouge, bleue ou violette de tres nombreuses fleurs ou feuilles. Or,
c’est par la couleur de ses fleurs que le plante exerce un effet attracteur sur les insectes et les
oiseaux pollinisateurs, assurant ainsi une étape fondamentale de sa production. Il est

également a noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur gout
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désagréable, peuvent jouer un role dans la protection des plantes. Certains d’entre eux jouent
un rble de phyto-alexines. D’autres part, les composés phénoliques possédent souvent une

activité antimicrobienne (Maillard, 1996 ; Hadi, 2004).

8.2. Chez ’homme :

Le rble des composés phénoliques est largement démontré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de
leurs propriétés anti-oxydantes. Plusieurs propriétés sont attribuées aux 13 flavonoides :
veinotonique, anti-tumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire, analgésique, antiallergique,
antispasmodique, antibactérienne et hépato-protective. Les flavonoides favorisent la
relaxation vasculaire et empéchent 1’agglutinement des plaquettes sanguines. Par conséquent,
ils réduisent la coagulation du sang et le rendent plus fluide. Ils limitent 1’oxydation des
lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les plaques d’athérome. Ils sont aussi

anxiolytiques et protégent les artéres contre 1’athérosclérose et réduisent la thrombose (Cruz

et al., 2001 ; Mikkoen et al., 2001).

8.3. Role nutritionnel et thérapeutiques :

Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répondus dans la nature
et de ce fait, sont des ¢léments qui font partie de 1’alimentation animale. A d’exemple,
I’homme consomme jusqu’a 10g de ces composés par jour. Ces substances sont dotées de
certaines activités resumées dans le (Tableau 04).

8.4. Role physiologique :

Des travaux tres anciens ont montré que les phénols seraient associes a de nombreux

processus physiologiques : croissance cellulaire, différenciation, organogenese, dormances
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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 rayonnement UV (Alibert et al., 1977).

Tableau 04. Activités des composés phénoliques. (Bahorum, 1997).

Polyphénols Activites
Acides phénols (cinnamique et benzoiques). - Antibactérienne.
- Antifongique.
- Antioxydants.
Coumarines - Protectrices vasculaires.
- Anti-cedémateuses.
Flavonoides - Anti tumorale.

- Anti carcinogene.
- Anti-inflammatoires.
- Hypotenseurs et diurétiques.

- Antioxydants.
Anthocyanes - Protectrices capillaire-veineux.
Proanthocyanidines - Effets stabilisants sur le collagéne.
- Antioxydants.

- Anti-tumorales.
- Antifongiques.
- Anti-inflammatoires.

Tanins galliques et catéchiques - Antioxydants.

8.5. Rdle technologique :

Généralement les polyphénols sont partiellement responsables des qualités sensorielles et
alimentaires des aliments végétaux. L’astringence et 1’amertume des nourritures et des

boissons dépendent de la teneur en polyphénols (Lugasi et al., 2003).

9. Mode d’action des polyphénols :

L’action des polyphénols sur les cellules des microorganismes est basée sur une
multiplicit¢ d’influences individuelles. Celle-ci n’incluent pas seulement un mécanisme
physique et physico-chimique mais aussi une réaction biochimique. Globalement, 1’action

antimicrobienne peut étre expliquer par les étapes suivantes :
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e Influence sur les parois cellulaires.

e Influence sur I’ADN.

e Influence sur synthese des protéines.
e 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. Les dérivés de
I’acide benzoiques sont les plus efficaces principalement contre les levures et moisissures.
L’activité antimicrobienne exige une certaine solubilité dans 1’eau et dans les lipides. La
croissance des microorganismes n’est pas possible que dans une phase aqueuse uniquement et

la substance antimicrobienne doit étre hydrosoluble afin de traverser la paroi de la cellule.
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Chapitre 111 : Les bactéries lactiques

1. Généralités :

Les bactéries lactiques constituent un groupe de bactéries bénéfiques qui produisent toutes
I’acide lactique comme produit majeur du métabolisme. Elles sont des Cocci ou des
Batonnets, a gram positif, catalase négative, auxotrophes et généralement immobiles (Badis

et al., 2005).

Selon les espéces et les conditions de culture, les bactéries lactiques peuvent étre anaérobie
facultatives ou micro-aérophiles. Elles sont mésophiles ou thermophiles qui peuvent se
développer a des températures comprises entre 10°C et 45°C. Elles tolerent des pH acides

(entre 4 et 4.5).

2. Groupes des bactéries lactiques :
Selon la nature des produits des produits du métabolisme obtenu a partir des glucides, on

distingue deux groupes :
2.1. Bactéries homolactiques :

Toutes les bactéries lactiques (a2 1’exception des genres: Leuconstoc, Oenococcus,
Weissella et certains membres du genre Lactobacillus empreintent la voie de la glycolyse et
dégradent les hexoses en pyruvate qui sera réduit en acide lactique ; le produit unique de la
fermentation. Dans les conditions défavorables telles la limitation du glucose, ces bactéries
produisent également ’acide formique, 1’acide acétique, 1’éthanol et/ou CO, par la voie de
fermentation des acides mixtes (Mozzi et al., 2010).

2.2. Bactéries hétéro-lactiques :

Ce groupe de bactéries lactique utilise des pentoses phosphate (ou 6-phosphogluconate)

pour transformer le glucose en CO:, éthanol ou de I’acétate en plus de I’acide lactique.

(Salminen et al., 2004).
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3. Caractéristiques :
Les bactéries lactiques présentent d’autres caractéristiques communes qui expliquent leur

regroupement :

e Ce sont des bactéries gram positif, immobiles, jamais sporulées, catalase-négative,

oxydase-négative, nitrate réductase negative.

e Leur capacité de biosynthese est faible, sont poly auxotrophes pour divers acides
aminés, des bases nucléiques, des vitamines et des acide gras mais aussi leur
métabolisme fermentaire : incapable de synthétiser le noyau héme des porphyrines,
elles sont dépourvues de cytochrome et en conseéquence inaptes a toutes respiration

aérobie ou anaérobie.

e Ce sont des bactéries anaérobies facultatives: micro aérophiles, capable de

fermentation en aérobiose comme en anaérobiose. (Leveau et Bouix, 1993).

Il existe deux types de ferments lactiques : les mésophiles, composés de bactéries dont la
température optimale de croissance est proche de 30°C et les thermophiles, pour lesquels la

température optimale se situe entre 37 et 43°C. (Oteng Gyang, 1984).

3.1. Caractéres morphologiques :

Groupe hétérogene, les bactéries lactiques sont représentées par plusieurs genres

d’importance d’ailleurs différente. Leurs cellules sont soit des coques, soit des bacilles :

e Coques ou les Cocci : sont des petites spheres plus ou moins ovoides, de 0.5a 1.5 pm
de diameétre dont la division peut engendrer des paires, des tétrades, des chainettes ou
des amas. C’est le cas de Streptococcus, mais aussi de Lactococcus, Enterococcus,

Leuconostoc et de Pediococcus.
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e Bacilles : sont des petits batonnets plus ou moins allongés de 0.5 a 2 um de diametre
et de 1.5 a environ 10 um de long, qui se présentent par paires ou en chainettes de

longueur variable ; c’est le cas de Lactobacillus (Leveau et Bouix, 1993).

IIs se distinguent en plus par leur type fermentaire : homolactique ou hétéro lactique. A ces

genres, a été ajoute le genre Bafidobactetriem (Leveau et Bouix, 1993).

3.2. Caractéres physiologiques :

Les bactéries lactiques sont utilisées pour la fermentation d’un grand nombre de produits
d’origine animale ou végétale. Seuls les cing genres Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus et Streptococcus sont communément propagés dans les salles a ferments des
industries laitieres. Le role principal des bactéries lactiques est la production d’acide lactique
qui influence la texture, le gout et la qualité microbiologique des produits fermentés. En effet,
la production d’acide facilite la coagulation de protéines par la présure ainsi que la synérese.

L’abaissement de pH limite aussi la croissance des bactéries indésirables. (Gilliland, 1985).

4. Classification des bactéries lactiques :

Traditionnellement, les bactéries lactiques ont été classées sur la base des caractéeres
phénotypiques : la morphologie, le type de fermentation du glucose, la croissance a
différentes températures, I’isomeére de ’acide lactique produit et la fermentation des différents

hydrates de carbone (De Roissart et Luquet, 1994 ; Holzapfel et al., 2001).

La premiére classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen sur
divers critéres morphologiques et physiologiques (activité catalase et nitrite réductase, type de

fermentation). (Stiles et Holzapfel, 1997).

Cependant, les études basées sur la comparaison de séquences de I’ARN ribosomal 16s ont

montré que certains taxons générés sur la base de la caractérisation phénotypique ne
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concordent pas avec les relations phylogénétiques suggérées. Ainsi, certaines espéeces ne sont

pas faciles a distinguer par des caractéristiques phénotypiques. (Geves, 2002).

Par conséquent, les méthodes de typage moléculaire telles que 1’électrophorése en champ
pulsé (PFGE), la réaction de polymérisation en chaine utilisant des éléments répétés (PCR),
ainsi que les Restriction Fragment Lengh polymorphism (RFLP) sont extrémement précieux

pour la caractérisation et la détection des bactéries lactiques (Holzapfel et al., 2001).

Sur la base des données de séquencage de 16s et 23s de I’ADNT, les bactéries gram positif
forment deux embranchements. Un embranchement de bactéries gram positif avec un
pourcentage G+C inférieur a 50% (Clostridium) et un autre formé de bactéries ayant une

teneur en G+C supérieure a 50% (Actinomycétes). (Holzapfel et al., 2001 ; Gevers, 2002).

Les bactéries lactiques typique ont une teneur en G+C inférieure a 50%alors que le genre
Bifidobactrrium qui, d’un point de vue physiologique, fait partie des bactéries lactiques,
appartient a la branche des Actinomycétes qui comprend aussi propionibacterium et

Brevibacterium. (Vandamme et al., 1996).

Il 'y a peu de corrélation entre la classification traditionnelle et la parenté phylogénétique
des bactéries lactiques. Des genres morphologiquement distincts, Lactobacillus, Leuconostoc
et Pediococcus sont phylogénétique entreméles. (Scheleifer et Ludwig, 1995 ; Gevers,

2002).

5. Habitat :
Les bactéries lactiques sont ubiquistes, elles ont pour habitat de nombreux milieux

naturels. Elles se trouvent généralement associées a des aliments riches en sucres simples.

Elles peuvent étre isolées du lait, du fromage, de la viande et des vegétaux (plantes et

fruits). Elles se développent avec la levure dans le vin, la biére et le pain. Quelque espece
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colonisent le tube digestif et on peut les trouver aussi dans les cavités buccales, vaginales et

dans les féces. (Leveau et Bouix, 1993 ; Hassen et Frank, 2001).

6. Lactobacillus :

Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae. Les cellules de ce
genre sont soit des bacilles longs, parfois incurvés ou des coccobacilles courts isolés, comme
elles peuvent former des chaines. Elles sont généralement immobiles ¢ ’exception de
quelques especes qui possédent des flagelles périt riches. Les souches sont acidophiles qui

peuvent croitre a un pH égal a 5 ou moins avec un optimum de 5.5 a 6.2.

La température optimale de croissance est de 30°C a 40°C, mais elles peuvent croitre a un

intervalle de température allante de 2°C jusqu’a 53°C. (Ababsa, 2012).

7. Lactobacillus bulgaricus :

7.1. Bactériologie :

Lactobacillus bulgaricus est un bacille gram positif, immobile, aspérule, micro aérophile.
Il est isolé sous forme de batonnets ou de chainettes. Il posséde un métabolisme strictement
fermentaire avec production exclusive d’acide lactique comme principale produit final a partir
des hexoses de sucres par voie d”’Embden Meyerhof. Il est incapable de fermenter les
pentoses. Lb bulgaricus est une bactérie thermophile, tres exigeante en calcium et en
magnésium et sa température optimale de croissance est d’environ de 42°C. Cette bactérie a
un role essentiel dans le développement des qualités organoleptiques et hygiéniques du
yaourt. Ces deux bactéries lactiques tolérent de petites quantités d’oxygene. Ceci peut étre
probablement reli¢é au peroxyde d’hydrogéne (H20:) qui est produit dans les cellules en
présence d’air. Le systéme le plus efficace pour éliminer le peroxyde d’hydrogene est
I’utilisation d’une enzyme, la catalase, dont les bactéries lactiques sont déficientes. Ces

derniéres possedent plutét une peroxyde (pseudo catalase) qui est moins efficace que la

32



Partie 01 : Etude bibliographique Chapitre 111 : Les bactéries lactiques

catalase. Comme les bactéries lactiques n’¢liminent pas facilement le peroxyde, elles sont

dites micros aérophiles. (Marty-teysset et al, 2000).
7.2. Propriétés technologiques :
Les principales propriétés technologiques sont :
e Thermopile, homo fermentaire capable de produire 1.4 a 1.6 d’acide lactique.

e Fermente le glucose, le galactose, le lactose et le fructose.

e Responsable de la production d’acétaldéhyde (compose aromatique de yaourt par

transformation de la thréonine).

7.2.1. Propriétés génétiques :
L’espéce Lactobacillus bulgaricus possede un génome de petite taille qui contient 2
Mpb et elle a un nombre de plasmide situé entre O et 4.

7.3. Production des bactériocines :

Les bactéries lactiques produisent de nombreux métabolites entre-autres, les bactériocines
qui sont des métabolites aux propriétés antibactériennes. Il s’agit de peptides ayant la capacité
d’inhiber la croissance des bactéries pathogenes. Les souches de Lb bulgaricus produisent des
bactériocines appelée la nisine (elle n’est pas utilisée dans les aliments acide). Les
bactériocines issues de Lb bulgaricus sont considérées comme sécuritaire en raison de leur

statut GRAS (Generally Recognized As Safe).

7.4. Métabolisme des bactéries lactiques :

7.4.1. Métabolisme des sucres :

Les bacteries lactiques utilisent la fermentation lactique pour dégrader les glucides et
synthétiser de 1’énergie sous forme d’ATP. Il existe deux voix principales de fermentation

lactique :
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L’homo fermentation regroupe la voie de la glycolyse, aussi connu sous le nom
d’Embden Meyerhof, suivie de la conversion de deux molécules de pyruvate en deux
molécules de lactate. Elle est surtout utilisée par les bactéries appartenant au genre
Streptococcus et a certaines espéces de Lactobacillus comme Lactobacillus bulgaricus, Lb
casei, Lb caucasicus, Lb lacti, et Lb plantarum et de Thermobacterium comme
Thermobacterium yogharti. Au cours de cette voie de fermentation, ces bactéries dégradent le

glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le saccharose ou le lactose.

L’hétéro fermentation (figure n°02), communément appelée voie des pentoses,
phosphate (transcétolases) se produit chez des especes appartenant a Lactobacillus, telles que
Lactobacillus fermenté et a Leuconostoc, telles que Leuconostoc mesemteroides et
Leuconostoc pentosaceux. Au cours de I’hétéro fermentation, les bactéries dégradent les
hexoses avec formation quasi steechiométrique d’une molécule d’acide lactique, d’une

molécule de CO: et d’une molécule d’éthanol (Kandler, 1983).
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Figure 02. Principales voies fermentaires des hexoses chez les bactéries lactiques.
(Makhloufi, 2012).
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7.4.1.1. Activité protéolytique :

Le systéme protéolytique des bactéries lactiques est composé de protéases associées a la
paroi cellulaire, qui catalysent I’hydrolyse de protéines en peptides contenant de 7 a 16

résidus aminés (Kamaly et Marth, 1989).

Ces peptides sont ensuite dégradés par des endopeptidases ou exopeptidases en unités

transportables d’acides aminés et de petits peptides (Lane et Fox, 1996 ; Lynch et al, 1997).

Le catabolisme des acides aminés est une voie majeure dans la formation de molécules
aromatique (alcools, aldéhydes, acides organique, ...), comme il peut étre une source
d’énergie pour certaines bactéries lactiques en cas de limitation en nutriments (Williams et

al., 2001).

7.4.1.2. Activité lipolytique :

L’activité lipolytique des bactéries lactiques est moins importante que leurs activités
protéolytiques. Il parait, au travers des publications scientifiques, que les connaissances sur
’activité lipolytique des bactéries lactiques soient encore fragmentaires. Néanmoins, les voies
métaboliques liées a la lipolyse générent des acides gras libres et des précurseurs d’aromes

qui entrent dans la saveur globale des produits alimentaires (figure 03). (Bigret, 1994).

‘Friglyeérides
¥ Lipase
Acides pras
l l x Acides pras
B-oxiduation ﬁ-o:o:l:lnlmn st s
- au 5
hydroxy acides
-cétoncides l Hydroxyperoxydes
Acides gras
Méthylcétanes e
4 libres ¥- on & lnctones Alackyacs
Alcools
sevondunires Acides Alcoals

Figure 03. Principales voies de lipolyse chez les bactéries lactiques.
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7.5. Métabolisme de citrate :

Malgré sa concentration relativement faible dans le lait (8-9 mM), le citrate est un
constituant clef pour la formation du diacétyle, un composant volatil a 1’arome de beurre
important dans les laits fermentais et les fromages frais. Environ 90% du citrate du lait est

soluble et majoritairement perdu dans le lactosérum. (Amikunnas, 2006).

8. Rdles et intérét des bactéries lactiques :

8.1. Domaine alimentaire :

8.1.1. Réle sur la structure et la texture des laits fermentés :

Ce sont les laits fermentés, 1’acidification provoque la formation d’un caill¢ plus ou moins
ferme selon les bactéries lactiques présentes. Selon les produits, la texture recherchées est
ferme (yaourt ferme) ou onctueuse (yaourt brassé). 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).

8.1.2. Role dans la conservation :

e Production d’acide lactique : les bactéries lactiques ont un réle important dans

I’inhibition des flores non lactiques.

e Production de bactériocine : ces peptides antimicrobiens sont synthétisés par un tres
grand nombre de souches de bactéries lactiques, elles sont généralement

thermoresistantes. (Boudjmaa, 2008).

8.1.3. Roles sur les caractéristiques organoleptiques :
Lactobacillus bulgaricus par production en dehors de 1’acide lactique, d’autres produits tels

que le diacétyle et 1’acétaldéhyde est responsable des flaveurs caractéristiques des produits

laitiers transformés (Boudjemaa, 2008).
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8.2. Domaine de santé :

L’intérét des bactéries lactiques en matiere de santé humaine a été initialement propose au
début du siécle, en 1907 par le russe Metchnikoff, selon lui les Lactobacillus sp pouvaient
réduire la putréfaction intestinale en modifiant la flore intestinale. Le rble des bactéries
lactiques sur la santé était dans le cadre des probiotiques. Les bienfaits des bactéries lactiques

sont de plus en plus étudiés, certains sont bien établis d’autres restes encore controversés :

e Améliorent la digestion de lactose.

e Traitement certaines infections ou diarrhées...etc. (Metchnikoff, 1907).
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Partie 2 : Méthodologie expérimentale

1. Objectifs :

Beaucoup d’études ont été réalisées au sujet de 1’activité antimicrobienne des extraits de
plantes ayant des vertus thérapeutiques dans des journaux specialisés de microbiologie ou
présentées lors de congrés 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 conduit & poser la question suivante : «est-ce que
I’utilisation des extraits de plante comme adjuvant dans certains produit laitiers (tels les
yaourts par exemple) peuvent avoir un effet sur la croissance des ferments lactiques tels que

Lactobacillus bulgaricus qui présentent des intéréts variés (industriel et nutritionnel) ? ».

Pour cela, nous nous somme proposé d’essayer de connaitre le comportement in vitro des
Lactobacillus bulgaricus (I'une des deux souches de levains lactiques) vis-a-vis des
inhibiteurs de croissance tels que les polyphénols, les flavonoides et bien d’autres composés
biactifs contenues dans 1’une des plantes cultivées depuis longtemps sous palmeraie a
Ouargla-Algérie et tres largement utilisé en médecine traditionnelle par la population & savoir

la menthe poivrée (Mentha piperita L).

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

autour de 2 points essentiels :

e Procéder a une extraction des principaux composés bioactifs de Mentha pipe-
rita L par usage de I’eau distillée stérile.
e Suivre les effets antimicrobiens de 1’extrait aqueux de Mentha piperita L sur

I’'un des deux germes spécifiques du yaourt a savoir Lactobacillus bulgaricus,
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en vue d’optimiser la maniére dont il faut 1’incorporer au cours du processus

de fabrication d’un lait fermenté type yaourt étuvé.

2. Région de prélevement et traitement préliminaires du matériel végétal
2.1. Situation geographique de la région de I’étude

La ville de Ouargla chef-lieu de la Wilaya de Ouargla est située au Sud-Est algérien au
fond d’une cuvette synclinale qui est caractérisée par un remplissage sédimentaire pres de

I’oued Mya. Elle est a environ 800 km d’Alger. (Rouvillois-Brigol, 1975).

La région de Ouargla couvre une superficie de 99000 ha, elle est limitée : au nord par El-
Haira et Touggourt, au sud par Hassi Messaoud, a 1’est par I’Erg oriental et a I’ouest par

Ghardara.

EL-BOURNMNIA

HASSI MNESAOUD

Legende -~
ﬁ Zone d"erude \c

e e v e Limites internacinale
Limire de Wilava
Limites des communes

ILLIZI

Echelle: F —
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[

Figure 04. Situation géographique de la région d’étude
2.2. Climat :
La région de Ouargla est située en zone saharienne, son climat sec désertique possede une

aridité bien exprimée par des précipitations faible et irrégulieres et une sécheresse

permanente.
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2.2.1. Précipitations :

Les précipitations sont en effet trés irrégulieres. Le cumul annuel est de 36.6 mm/an. Le
mois de Janvier est le mois le plus pluvieux (7.9 mm) ; alors que le mois de Juillet est

considéré comme étant le plus sec (0.1 mm).

2.2.2. Température :

La température minimale du mois le plus froid (Janvier) est de 6°C, et la température

moyenne du mois le plus chaud (Juillet) est 43.5°C.

2.2.3. Humidité moyenne :

L’humidité relative de I’air peut descendre jusqu’a 27.6% au mois de juin a cause des

fortes évaporations ; alors que le maximum est de 62.37% en janvier.

2.3 Matériel végétal :

Un échantillon de 2 a 3 kg de menthe poivrée concernant uniquement la partie aérienne de
I’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 1I’Agronomie

Saharienne (ITIDAS-Hassi Ben Abdallah).

La matiere végétale a été ensuite étalée sur du papier aluminium, puis séchée a 1’air
ambiant. Les échantillons séchés ont été enfin broyés dans un broyeur a lame de cuisine puis
mis dans des bocaux hermétiques et conservés a sec (température ambiante) et a 1’abri de

I’humidité.

3. Extraction des composés bioactifs a différentes polarités :
Pour I’extraction des principaux composés bioactifs tels les polyphénols contenus dans la

menthe poivrée (Mentha piperita L) on a opté pour 1’utilisation d’une méthode rapportée par
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(Sultana et al.,, 2009). Cette méthode d’extraction n’est qu’un procédé d’extraction
discontinu solide-liquide par macération et qui consiste a laisser tremper le solide dans un
solvant a température ambiante durant quelques temps et a extraire les constituants solubles

par évaporation du solvant sous vide.

L’extraction des composés bioactifs a été réalisée par usage d’eau distillée stérile comme
solvant d’extraction des principaux composé phénoliques de la plante objet de 1’étude a savoir
la menthe poivrée. Elle a été effectuée en triples essais sur des prises d’échantillon de matiére

végeétale broyée de 10g chacune de broyat de matiére végétale mélangé a 100 ml d’eau.

L’extraction par macération a froid de chaque mélange a été laissé ensuite se poursuivre
pendant 6h a température ambiante sous agitation. La durée de 1’extraction favorisera ainsi la
dépolymérisation des principaux composés constitutifs de la plante tels que la lignine ainsi
que les substances pectiques et permet une meilleure solubilisation des principaux composés

biactifs.

Les extraits a 1’eau obtenus ont été chacun filtrés en utilisant un papier filtre Whatman n°3
ayant une porosité de 0.3um et le filtrat a été ensuite concentré a 20 ml par évaporation sous

vide a 45°C a I’aide d’un évaporateur rotatif, ou rota vapeur en procédant comme suit :

1. Placer le macérat a évaporer dans le ballon d’évaporation ;
2. Mettre ensuite le ballon d’évaporation sous rotation ;
3. Ouvrir le robinet d’eau froide relier au réfrigérant ;

4. Fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure (vanne de
fermeture) et faire le vide a I’intérieure de ’appareillage a 1’aide d’une trompe
aeau;

5. Si I’évaporation n’est pas assez rapide, plonger le ballon d’évaporation
contenant le macérat a évaporer dans le bain marie d’eau chaude ;

6. Procéder a I’évaporation ;

7. Ouvrir la vanne de fermeture pour remettre la pression atmospherique a
I’intérieure du dispositif ;
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8. Enfin, couper 1’eau du réfrigérant et de la trompe a eau Les extraits purs
riches en composes biactifs récupérés ont été enfin dilués a I’eau distillée
stérile a des taux variables a raison de 0, 20, 40, 60, 80, et 100%,
respectivement.

4. Effets antimicrobiens de I’extrait aqueux de menthe poivree :

4.1. Activation de I’inocula microbien :

L’¢tude concerne une souche pure de références et spécifique du yaourt a savoir
Lactobacillus bulgaricus. L’espéce lactique a €té tout d’abord activée avant son utilisation

expérimentale.

Une prise de 0.25g de la souche lyophilisée conservée au froid a 4°C est au préalable
ensemencé dans 10ml de bouillon nutritif, puis incubée a 37°C durant 3h. 0.1 ml de cette
derniére solution constituant 1’inoculum microbien a été pris pour étre ensemenceée en surface
d’une boite de pétri contenant le milieu spécifique gélosé de croissance de 1’espece
microbienne (MRS) (A défaut utiliser le milieu gélosé ou le milieu gélosé MH) puis le

mélange a été incubé a 37°C pendant 24h.

4.2. Effet antimicrobien :

Quatre méthodes différentes ont été employées pour I’évaluation de 1’effet

antimicrobien de I’extrait aqueux des feuilles de Mentha piperita L., :

1. Méthode de contacte directe ;

2. Méthode des disques de diffusion sur gélose ;

3. Concentration minimale inhibitrice (CMI) ;

5. Concentration minimale bactéricide (CMB).
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4.2.1. Méthode de contact direct :

Une colonie issue d’une culture jeune de 1’espece microbienne activée sur milieu
solide gélose spécifique est prélevée a 1’aide d’une anse a platine stérile. Elle a été ensuite
ensemencée dans un tube contenant 10ml de bouillon nutritif, suivi d’une incubation a 37°C

durant 3h.

A partir de cette derniére solution constituant I’inoculum bactérien de 1’espéce lactique
étudiée Lactobacillus bulgaricus, des dilutions décimales isotopiques croissantes dans 1’cau
physiologique ont été effectuées allant a 107. Des prélevements de 01ml de la derniere
dilution décimale ont été ensuite individuellement ajoutés a 09ml de chaque extrait de menthe

dilué a I’eau distillée, respectivement a raison de 0, 20, 40, 60, 80, et 100%.

Les mélanges des solutions sont enfin ensemenceés en triple essais (03 boites de Petri)
chacune en surface a raison de 0.1ml sur le milieu spécifique MRS de croissance spécifique
de Lactobacillus bulgaricus. La lecture du nombre de colonies développé est effectuée apres

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

4.2.2. Méthode des disques par diffusion sur gélose :

L’¢étude est réalisée par la méthode de diffusion, qui est initialement congue pour les
antibiotiques (antibiogramme), mais en substituant les disques d’antibiotiques par d’autres

imprégnés par 1’extrait bioactif aqueux de la menthe poivrée (aromatogramme).

Les disques sont confectionnés a partir de papier filtre (Whatman n°3), a raison de
6mm de diameétre. Pour éviter tous risques de contamination aux germes exogenes au cours de
I’expérimentation les disques sont stérilisés a 120°C pendant 15 minutes dans un autoclaves.
Une colonie de chaque espéce lactique prélevée du milieu gélosé spécifique aprés activation

est ensemencée dans 10ml de bouillon nutritif ; ce mélange constituera I’inoculum bactérien.
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L’ensemencement des boites de Pétri contenant le milieu MRS est effectué par
écouvillonnage, a partir de I’inoculum fraichement préparé, il consiste a tremper un
écouvillon de coton stérile dans la suspension puis le frotter, aprés I’avoir essoré a I’intérieur
du tube, a trois reprises sur la totalité de la surface gelosée de facon a former des stries
serrées, en tournant la boite a environ 60° aprés chaque application pour obtenir une
distribution homogéne. A raison de trois disques de papier filtre de 6mm de diamétre,
préalablement stérilisés ont été ensuite déposés pendant 5 minutes dans chaque concentration
d’extrait de la plante préparée a (0, 20, 40, 60, 80 et 100%), ainsi que dans une solution
contenant un puissant antibiotique dont la gentamicine. Les disques imbibés dans chaque
solution expérimentale ont été enfin déposés a la surface de chaque boite gélosée ensemencee
au germe lactique. La lecture des diamétres d’inhibition a été effectuée apres incubation des

boites de Petri a 37°C pendant 24 et ceci par 1’'usage d’un pied a colis. (Guignar, 1998).

Culture d’une souche bactérienne

|

Préparation d’une suspension bactérienne
dans de bouillon nutritif

l

Ensemencement du milieu MRS a I’aide d’un
écouvillon

l

Disposition de 03 disques imbibés dans chaque concentration d’extrait de
menthe dans chaque boite gélosée et incubation a 37°C pendant 24 heures

|

Mesure du halo d’inhibition en mm

Figure 05. Méthode des disques par diffusion sur gélose.
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4.2.3. Concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La concentration minimale inhibitrice est la plus petite concentration en antibiotique, en
antifongique et/ou en principes actifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un

microorganisme. (Denis et al., 2011).

Une colonie jeune de Lactobacillus bulgaricus a été prélevée a 1’aide d’une anse a platine
est ensemencée dans 10ml de bouillon nutritif, puis incubée pendant 3h a 37°C en vue
d’obtenir I’inocula. Des prises de 0.2ml de chaque inoculum ont été introduites

respectivement dans 2ml de I’extrait de menthe poivrée dilué au bouillon Mueller Hinton.

Les 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 18

a 24h.

La détermination de la concentration minimale inhibitrice est 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 sera égale df (di=df).

Le taux de survie du microorganisme a été mesuré a spectrophotomeétre réglé a 560mm

comme suit :

S : taux de survie du microorganisme en %.

df-di : différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée au
germe étudié avant et apres incubation a 37°C durant 18h.

Df-Di : difference de densité optique dans la solution d’eau distillée sans
extraits de menthe (et ensemencée au germe étudié) avant et aprés incubation a
37°C durant 18h.
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4.2.4. 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’ecau physiologique jusqu’a
1075, Cette dilution représente 0.01%de survie du microorganisme. Elle est ensemencée par
strie de 5cm sur une gélose Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24h. le nombre de
colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dilution 107 est comparé a 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 24h. Ainsi, le premier tube expérimental dont le
nombre de colonies présent sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la dilution 107

correspondra a la CMB.

5. Traitement statistique :
Les résultats des données expérimentaux ont subi une analyse de la variance de la variance
en randomisation totale et une comparaison des moyens deux a deux selon le test selon de

Newman et Keuls en appliquent un logiciel de statistique Software le STAT BOX 6.4.
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1. Résultats :

1.1. Composés phénoliques et flavonoides :

Les composés phénoliques sont fortement représentés dans I’extrait aqueux 45.41
mgEAG/ml d’extrait et les feuilles (454.1 mgEAG/g MS) de Mentha piperita L. En revanche,
de faibles teneurs en flavonoides ont été enregistrées; 0.43 mgEQ/ml d’extrait vs 4.30

mgEQ/g MS, respectivement (Tableau 5).

Tableau 5. Teneurs en en principaux composés phénoliques et flavonoides dans ’extrait

aqueux et dans les feuilles 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

+ t + +

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 : Matiere séche.

1.2 Effet antimicrobien :

En fonction de la concentration d’extrait aqueux de Mentha piperita L. variable de 0, & 20,
40, 50, 80 et 100% la méthode de contact direct a montré une baisse significative (p<0.01) de
la croissance microbienne du germe Lactobacillus bulgaricu ; de 193 10°, 4 123 10°, & 84 10°,

435 10°, et a 3 10° UFC/ml, respectivement.

D’apres la méthode des disques, les solutions d’extrait préparées a 40, 60, 80 et 100%
d’extrait de menthe ont enregistré des zones d’inhibition vis-a-vis du germe étudié qui ont

augmenté remarquablement (p<0.01) de 6.66 a 28.33 mm. Néanmoins, ’extrait pur a
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présenter un diameétre d’inhibition chez Lactobacillus bulgaricus trés faible (p<0.01)

comparativement a la gentamicine ; avec un taux d’inhibition de I’ordre de 94.44%.

La concentration minimale inhibitrice chez 1’espéce bactérienne lactique testée (Lactobacillus
bulgaricus) a été obtenue a 40% d’extrait ; alors que la concentration minimale bactéricide a

€té noté a une concentration plus élevée d’extrait aqueux de Mentha piperita L., : de 60%.

Apparemment, ’extrait de la menthe poivrée semble exercer un effet inhibiteur de type

bactéricide contre le germe spécifique du yaourt & savoir le Apparemment (Tableau 6).

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

G Concentrations en extrait aqueux Effet
erme Mesures De Mentha piperita L (%0) € .e
S S Pextrait
Témoin 20% 40% 60% 80% 100%
Testde croissance | 1931052 | 123 105Y 84 105¢ | 35 10°¢ | 1010°¢ | 310°¢ | P<0,01
(UFC/mI)
Diamétre a e e d c b
d’inhibition(mm) 30 6,66 7 11,33 22,33 28, 33 P<0,01
=
3] Taux a e e d c b
g D’inhibition (%) 100 22,22 23,33 37,77 74 4 94,44 P<0,01
=]
o)
3 CMI 40 %
E
48]
S
s CMB 60%
|
CMB/CMI 15
Effet inhibiteur Bactéricide

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 Keul
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2. Discussion :

Depuis I’antiquité I’étre humain s’est soigné avec des produits issus de la nature comme
les plantes médicinales. Aujourd’hui il est face au probléme de la résistance bactérienne aux
antibiotiques synthétiques, dont ’efficacité semble décroitre de jour en jour et d’additifs
alimentaires synthetiques a effets néfastes sur la santé. La recherche de nouvelles molécules
naturelles des plantes médicinales riches en composés bioactifs ayant plusieurs vertus
(antimicrobiens, antioxydant...etc.) peut constituer une alternative intéressante susceptible
d’étre exploitée dans les domaines de la santé et des industries agroalimentaires.

Les composés phénoliques sont des molécules qui appartiennent au métabolisme
secondaire des plantes. Environ 10.000 composés ont été caractérisés (Guiganrd, 2000). Ils
sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la nature et de ce fait, sont
des éléments qui font partie de I’alimentation animale. A ce titre, I’lhomme peut consommer

jusqu’a 10g de polyphénols par jour.

De trés nombreux composés phénoliques présentent des activités antimicrobiennes.
(Bouarab-Chibane et al., 2018). Les principales familles concernées sont les phénols
simples, les acides phénoliques et les flavonoides. D’autres familles, telles que les tannins
(condensés et hydrolysables) et les neolignans, présentent également des activités

antimicrobiennes mais plus anecdotiques. (Daglia, 2012).

Il est relativement difficile de comparer toutes les études réalisées sur Dactivité
antimicrobienne des composé phénoliques car elles sont souvent réalisées sur des

microorganismes différents : bactéries, virus, moisissures et pour les bactéries, sur des
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especes et souches différentes. De plus, les techniques utilisées pour I’évaluation de I’activité

antimicrobienne peuvent étre différentes.

Les mécanismes antimicrobiens des composé€s phénoliques sont encore loin d’étre
entierement compris. Il existe une disparité entre les différentes classes de composes : les
phénols simples ont des mécanismes d’action relativement bien connus, au contraire des
acides phénoliques et des flavonoides. La complexité des modes d’action de certaines
molécules vient du fait qu’elles peuvent avoir plusieurs cibles cellulaires et que celles-Ci ne
sont pas indépendantes : ainsi, I’atteinte d’une cible peut avoir des conséquences sur d’autres

fonctions physiologiques (Burt, 2004 ; Cushnie et Lamb, 2005).

Certains composés phénoliques, en fonction de leurs propriétés physico-chimiques,
peuvent traverser la membrane bactérienne et atteindre le cytoplasme. Une fois dans le
cytoplasme, plusieurs phénoménes peuvent se produire impliquant tout d’abord une
acidification du cytoplasme ou les acides phénoliques pourraient agir comme des acides
faibles. Lorsque leur forme indissociée traverse la membrane et atteint le cytoplasme
bactérien, elle se dissocie en libérant un proton. (Lambert et Straford, 1999 ; Naitali et
Dubois-Brissonet, 2017). Concernant les flavonoides, deux principaux mécanismes d’action
antimicrobiens ont été rapportés en plus de la perturbation de I’intégrit¢é membranaire :
I‘inhibition de la synthése des acides nucléiques et I’inhibition du métabolisme énergétique.
Cette acidification du cytoplasme entraine une altération des fonctions enzymatiques et/ou des
molécules structurelles ainsi qu’une perte d’énergie nécessaire a 1’efflux des protons.

(Cushnie et Lamb, 2005 ; Cushnie et Lamb, 2011).
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Dans un contexte d’amélioration continue de la qualité des produits alimentaire dans toutes
ses composantes (organoleptique, nutritionnelle et sanitaire), I’objectif de ce travail était de
mieux comprendre I’activité antimicrobienne des composés phénoliques de la plante Mentha
piperita L. Ces composés ont été choisis de par leurs propriétés multiples, en vue de suivre
I’effet particulier de leur pouvoir antimicrobien vis-a-vis de Lactobacillus bulgaricus,

considérée comme étant 1’une des bactéries lactiques spécifique du yaourt (Pernin, 2018).

L’extrait aqueux de Mentha x piperita L., riche en composés phénoliques a montré un effet
antibactérien de type bactériostatique vis-a-vis du microorganisme testé (Oliver, 2007). Il
semble, toutefois possible de I’incorporer dans le yaourt a un taux de moins de 20% ou la

prolifération du germe étudié peut tout de méme étre réduite d’environ 22%.

La menthe poivrée semble contenir 1’essentiel des composés bioactifs capables de freiner
la croissance des microorganismes pathogenes pouvant altérer les aliments transformeés au
cours de la conservation. L’ajout d’extrait aqueux de menthe poivrée a de faibles doses dans
le yaourt semble préserver a 80% 1’intégrité de la souche Lactobacillus bulgaricus recherchee
dans le yaourt. Sa valorisation comme additif naturel dans I’intention d’améliorer la
conservation des laits fermentés peut contribuer aussi a la conception d’un nouveau produit

alicament ayant toutes les vertus d’un aliment fonctionnel.
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Conclusion :

La thérapeutique des pathologies humaines se base principalement sur 1’usage des
médicaments de synthése. La prescription, & grande échelle et parfois inappropriée, de ces
agents a entrainé un certain nombre d’effets indésirables ou encore la sélection des souches
résistantes, d’ou I’importance d’orienter les recherches vers de nouvelles voie et surtout vers

les végétaux.

Produites comme métabolites secondaires par les plantes médicinales, les composés actifs
sont toujours utilisés comme agent antimicrobiens en médecine alternative, en industrie

agroalimentaire, en cosmétique...etc.

Eu égard de I’importance des composés actifs de la menthe poivrée (Mentha piperita L.)
dans ces divers domaines d’intérét, il nous a semblé nécessaire de leur consacrer cette étude
pour Vérifier les activités antimicrobiennes des principaux composés phénoliques de la plante

vis-a-vis d’un germe lactique tres utilisé en industrie laitier dont.

La menthe poivrée objet de I’étude (Mentha piperita L) s’est avérée tres riche en composé
phénolique (45.41 mgEAG/mI); alors qu’elle ne compte que de faibles teneurs en flavonoides
(0.43 mgEQ/ml). Par ailleurs, 1’extrait aqueux de la plante semble aussi contenir de fortes
quantités de polyphénols totaux (45.41 mgEAG/mI) ; mais plutot pauvre en flavonoides (0.43

mgEQ/ml).

Les composés phénoliques de I’extrait aqueux de la menthe ont montré un pouvoir

inhibiteur important sur la souche bactérienne Lactobacillus bulgaricus.

En fonction de la concentration d’extrait aqueux de Mentha piperita L, variable de 0 a

100% une augmentation remarquable (p<0.01) de 6.66 a 28.33 mm des zones d’inhibitions et
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une baisse significative (p<0.01) de 193 10° a 3 10° UFC/ml de la croissance microbienne du
germe étudié Lactobacillus bulgaricus ont été respectivement constatées. Néanmoins, la

gentamicine a presenté le plus fort pouvoir antimicrobien ; 30 mm, en moyen.

La Concentration Minimale Inhibitrice de la croissance de Lactobacillus bulgaricus a été
observée avec la solution préparée a 40% de Mentha piperita L ; alors que la Concentration

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

Les substances phénoliques de la menthe ont dévoilé ainsi une action de type bactéricide

chez le germe lactique étudié ; Lactobacillus bulgaricus.

En perspective, il serait trés intéressant de procéder a I’identification par HPLC couplée a
la spectroscopie de masse du profil en composés phénoliques totaux de la menthe afin de
déterminer avec précision les composés biactifs intervenant efficacement dans I’inhibition du
germe lactique étudié (Lactobacillus bulgaricus) ce qui permettra sans doute de les exclure
lors de 1’ajout d’extrait de la plante comme additif aux produits fermentés comme le yaourt
sans autant affecter de leurs qualité rhéologique. D’autres travaux peuvent aussi étre menés,
sur les germes spécifiques du yaourt tout en utilisant d’autres plantes médicinales et divers
autres solvants organiques (éthanol, acétone, méthanol...etc.) lors de I’extraction des

composés bioactifs constitutifs.
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