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Résumé :

Ce travail porte sur 1’étude des constituants phytochimiques phenolique et les activités
biologiques in-vitro des extraits de ces deux plantes Mentha spicata et Populus alba .
appartenant a la famille des lamiacées et Salicacées respectivement.

La composition chimique des extraits de la partie aérienne de la plante M.spicata et les feuilles
de P.alba a été analysée via une HPLC . L’activité antioxydante a été évaluée par des méthodes
basées sur le transfert d’atome d’hydrogeéne et le transfert d’électron singulier. L’activité
antimicrobienne des extraits a été testée vis-a-vis de différentes souches en utilisant la méthode
de diffusion en puits et la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI). En
outre, le test de la cytotoxicité a été réalisé par le suivi de la fuit d’hémoglobine.

L’analyse chromatographique a mis en évidence la présence des acides phénoliques, des
flavonoides (les flavonols, les isoflavones et les flavones) ainsi que le menthol 41,6 % et le
thymol 40,2% comme composés majoritaires a partir de 1’extrait éthanolique de M.spicata et
génistéine 8,9% & catéchine 56% de I’espéce P.alba.

Le potentiel antioxydant des extraits éthanoliques des deux plantes s’est révélé intéressant avec
des CI50 DPPH= 14,858 ng/ml +0,51 et 1,382 mg/ml +0,3 respectivement .Les extraits
éthanoliques des deux plantes ont montré un pouvoir antibactérien important avec une CMI de
Iordre de 3,125 mg/mL. En plus, I’extrait éthanolique de P.alba a manifesté une puissante
activité inhibitrice vis-a-vis des moisissures avec 1,25 pg/mL. Enfin le test d’hémolyse de méme
extrait ne présentent aucun effet toxique vis-a-vis des globules rouges humains a des
concentrations inférieures a 2,5 mg/mL.

Mots clés: Mentha spicata, Populus alba L, HPLC, DPPH, FRAP, activité antibactérienne,

activité antifongique, activité anti-hémolytique.



Abstract:

This work is based on the study of phytoconstituents and biological activities in-vitro of two
plants Mentha spicata and Populus alba. which belonging to the Lamiaceae and Salicaceae
family respectively.

The chemical compositions of aerial part of M. spicata and P. alba leaves extracts were analyzed
by the HPLC. The antioxidant activities were evaluated using hydrogen atoms and single
electron transfer. The antimicrobial activity of the extracts was realized against different strains
using the Minimal Inhibitory Concentration (MIC). The hemolysis test was performed by
following the hemoglobin leakage.

The chemical analysis revealed the presence of phenolic acids, Trans-cinnamic acid,flavonoids ,
illustrated by the presence of Quercétin and Menthols 41,6% & Thymol 40,2% (major
compounds) from ethanolic extract of M.spicata plant and genestein 8,9% & catechin 56% from
P.alba plant. The antioxidant assays of the ethanolic extracts of the two plants proved to be
interesting with 1C50 DPPH= 14.858 pg/ml +0.51 and 1.382 mg/ml +0.3 respectively. The
ethanolic extracts of both plants showed significant antibacterial power with an MIC of the order
of 3.125 mg/mL against the most tested bacteria. Moreover, the ethanolic extract of P. alba
showed a potent inhibitory activity against molds with 1,25 ug/mL. When, the hemolysis tests of
the same extract showed that the extracts didn’t have a toxic effect against human blood cells at
concentrations less than 2.5 mg/mL.

Keywords: Mentha spicata, Populus alba L , HPLC, antioxidant activity, antimicrobial activity,

anti-hemolytic activity.
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Introduction

Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que les plantes ont toujours
occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et dans les
préparations culinaires.
L’utilisation des plantes médicinales comme source de remede pour se soigner ou prévenir des
maladies est originaires des millénaires. Les plantes médicinales et aromatiques commencent a
avoir beaucoup d'intéréts comme source potentielle de molécule naturelle bioactives, 1‘industrie
pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie encore largement sur la diversité des métabolites
secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés biologiques inedites.
L’utilisation des extraits remonte aux plus anciennes civilisations : tout d’abord dans I’Orient et
le Moyen Orient et par la suite au nord de I’ Afrique et en Europe (Nogaret-Ehrhart, 2008).
Dans I’histoire moderne, avec vertus thérapeutiques occupent une place de plus en plus
importante. Aujourd’hui, elles sont trés recherchées, car elles sont généralement dotées de
propriétés biologiques intéressantes. L’évolution des propriétés phytothérapeutiques comme
antioxydante et antimicrobienne demeure une tache tres intéressante et utile surtout en présence
de beaucoup infection microbienne et la résistance des bactéries qui s'observe de plus en plus.
L’Algérie posséde un patrimoine végétal trés riche avec 3000 espéces appartenant a plusieurs
familles botaniques, reste peu étudié et trés peu explorée sur le plan pharmacologique.
La valorisation des plantes médicinales de la flore nationale sera d’un grand apport pour
I’industrie pharmaceutique Algérienne et aura un impact économique certain (Sahi et al., 2016).
L’objectif de cette étude est d’évaluer les activités biologiques in vitro des extraits de Mentha
spicata et Populus alba
¢+ Le premier chapitre de ce document est consacré a une synthése bibliographique sur

> les plantes médicinales, ainsi qu’un apergu général sur les plantes étudiées.
% Le deuxiéme chapitre est consacré a la partie expérimentale, a savoir :

» Extraction ethanolique a partir de la partie aérienne de la plante M.spicata et les feuilles
de P.alba;
Dosages des composeés phénoliques de ces extraits (Analyse quantitative)
L’analyse des composés phénoliques par HPLC (Analyse qualitative)
Evaluation de leur activité antioxydante.

vV V VYV V

Etudes de I’activité antimicrobienne
» Evaluation de la cytotoxicité des extraits vis-a-vis des globules rouges

<+ Latroisieme partie présente les résultats obtenus ainsi que leur discussion.

-
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Généralités sur les plantes
médicinales



Chapitre | Geéneralités sur les plantes médicinales

I. Généralités sur les plantes medicinales

On conseillait couramment les plantes médicinales et aromatiques pour différentes indications :
massages, bains, hygiéne, santé et diététique (Lardry et Roulier, 1990).

Au 1ler siecle apr. J-C., apparut le traité intitulé« De materia medica » écrit par Dioscoride,
médecin et grand voyageur, dressant 1’inventaire de 519 espéces de plantes et qui servira de
référence dans la société Romaine et Arabe. Les arabes ont ainsi poursuivi les recherches sur les
plantes médicinales en devenant les premiers a mettre au point la distillation des plantes,
permettant d’en extraire 1’huile essentielle, il y a de cela plus de mille ans (Nogaret-Ehrhart,
2008).

Cependant, avec les progrés de la science, ’avénement de la pharmacologie de synthese
(’aspirine, la pénicilline, etc.) et I’émergence de la médecine basée sur la preuve, 'usage

des médicaments chimiques a pris son essor, et ce depuis la seconde guerre mondiale, tandis que
la phytothérapie ainsi que 1’aromathérapie ont perdu de leur intérét. Récemment, depuis le début
des années 2000, il y a un retour en force vers cette discipline alternative. En effet, la prise de
conscience par les patients et le personnel médical d’une image de plus en plus défavorable des
médicaments de synthése suite a 1’apparition des effets indésirables, d’une efficacité parfois
insuffisante ou nulle et I’émergence de résistances bactériennes ont renvoyé & nouveau Vers
I’'usage de produits naturels a base de plantes médicinales qui semblent avoir de grands
avantages. Ainsi, la phytothérapie médicale, aujourd’hui, creuse son chemin, se développe et se
codifie. Des études scientifiques se multiplient prouvant de plus en plus I’efficacité thérapeutique
des plantes, dont I’utilisation est plus réglementée selon des critéres scientifiques et une
démarche clinique rigoureuse pratiquée par des professionnels de la santé spécifiquement formés
(Leila, 2015).

1. Phytothérapie

Le terme de phytothérapie provient du grec phyton (“plante™) et therapeia (“traitement"). Elle se
définit donc comme ['utilisation des plantes pour soigner les maladies (Moatti., 1990).

On entend par phytothérapie le traitement curatif ou préventif des maladies et des troubles
subjectifs par 1’utilisation de préparations obtenues a partir de plantes enticres ou d’organes de
plantes : feuilles, fleurs, racines, fruits, graines. Les plantes ainsi employées sont appelées

plantes médicinales (Tarabet et Toumi., 2017).




Chapitre | Geéneralités sur les plantes médicinales

2. Plante médicinale

Il s'agit d'une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes
médicinales sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses .

Environ 35 000 espéces de plantes sont employees par le monde a des fins médicinales, ce qui
constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré I'influence croissante du

systéme sanitaire moderne (Boumediou et Addoun., 2017).

3. Mode d'obtention et récolte

Des études scientifiques ont permis de définir le moment optimal de la récolte. Ainsi, sont
récoltées de préférence :

-les racines au moment du repos végétatif (automne, hiver) ;

-les parties aériennes, le plus souvent au moment de la floraison ;

-les feuilles, juste avant la floraison ;

-les fleurs a leur plein épanouissement, voir en bouton (aubépine) ;

-les graines, lorsqu'elles auront perdu la majeur partie de leur humidité naturelle (Kalla., 2012).

4. Le séchage

Le séchage, qui élimine la majeure partie de ’eau d’une plante, doit étre commencé sitdt la
récolte terminée et réalisé avec soin.

Ne mélange pas I’espéce et les différents partis de la plante, commencez par faire sécher la
plante quelques heures au soleil, avant de la mettre a 1’abri dans un locale sec et bien aéré.

Lavez et brossez avec soin les racines, puis coupez-les, encore fraiches, en morceau ou en
troncons de 1 cm environ.

Brassez les plantes une fois par jour pour les aérer.

La durée de séchage varie de quelque jour a 15 jour, mais ne dépasser pas le cap des 3 semaines
afin d’éviter tout dépot de poussiére sur les plantes. Ecorces et les racines sont les plus longe a
sécher ; Le bon degré de séchage est atteint lorsque les feuilles et les fleurs sont rigides, mais non

cassantes ou toucher (Debaisieux et Polese., 2009).

-
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5. la conservation

Fragmentez en petits morceaux les plantes séchées, et mettre dans les boites hermétiques en fer
blanc, des sacs en papier épais fermé dans une bande adhésive, ou par bouchon de liége..., et
n’oublier pas de marquer le nom et la date de récolte sur chaque contenant, et on le mette dans

un endroit sec a 1’abri de la lumié¢re (Debaisieux et Polese., 2009).

6. Les extraits :

Les extraits végetaux sont des préparations liquides, obtenus a partir de drogues végeétales
généralement a 1’état sec. Un extrait végétal est un ensemble composé de molécules volatiles,
odorantes, renfermées dans les organes producteurs de certains végétaux extraits de celle-ci par
différentes méthodes d’extraction.

Ces substances se trouvent dans les feuilles ; les fleurs, mais également dans les grains ,

les racines et les écorces des plantes (Bensaid.,2011).

7. Les techniques d’extraction:

L’extraction est utilisée pour extraire sélectivement un ou plusieurs composés d’un mélange
initial, sur la base de propriétés chimiques ou physiques.

L’homme utilise des colorants, des parfums, des ardmes, et des extraits de produits naturels

depuis la haute antiquité, par différentes principaux techniques:

7.1. L’enfleurage: Est une forme d’extraction utilisée en parfumerie. Il repose sur le pouvoir
d’absorption d’une huile essentielle par les corps gras. Par exemple, les fleurs fragiles sont
posées sur des cadres enduits de graisse animale trés pure et inodore qui absorbe le parfum des
fleurs au contact; en fin de séchage, les graisses sont imprégnées de substances odorantes.

7.2. La décoction: Elle convient pour I’extraction de mati¢res végétales dur ou tres dur : bois,
écorce, racines, ou des plantes avec des constituants peu solubles (ex : I’acide silicique). Elle
consiste a faire bouillir les plantes fraiches ou séchées dans de I’eau pendant 10 a 30 min;

jusqu’a ce que cette derniere soit bouillante et les constituants se dissolvent.

7.3. L’infusion: Elle consiste a verser de I’eau bouillante sur des plantes (les feuilles ou les

fleurs) finement broyées puis les laisser tremper pour dissoudre leurs principes actifs.

7.4. La macération: Consiste a laisser sejourner a froid un solide dans un liquide , EX:
mettre une plante ou partie de plante, dans de I’eau froide (macération aqueuse) ou une huile
végétale (macération huileuse), pendant plusieurs heures, voire plusieurs jours, pour en extraire

les constituants solubles dans ce liquide (Paolo., 2015).

-
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7.5. L’extraction par solvant: C’est un procédé qui permet d’extraire des COmposes qui ne
peuvent pas I’étre avec de I’eau. Dans cette méthode, les plantes sont mélangées a un solvant
organique volatil (éthanol , méthanol ,hexane ,butane , benzene ou éther) dans lequel les
molécules organiques étant solubles dans les solvants employés se mettent en solution, .le
mélange est ensuite filtré pour récupérer les solvants chargés des composés . Ce produit
organique est ensuite evaporé pour former un résidu solide trés parfumé, la concréte qui est

ensuite traité a I’alcool pour avoir le produit absolu (Bensaid.,2011).

7.5.1. Extraction liquide-liquide :
En utilise cet methode pour séparer deux liquide miscible en ajoute un solvant qui est plus
affinité comme antagoniste qui est de propriété de facile éliminé pour purifier les composés de

nos échantillon (Kaloustian et al., 2013).

L’extracteur de Soxhlet L’extracteur de Kumagawa

L’extracteur de Soxhlet est un appareille
utilisé en chimie analytique qui permet de
faire a chaud I’extraction par solvant d’un
solide avec une grade efficacité , cet
appareil porte le nom de son inventeur :

Franz VVon Soxhlet.

Tres proche de I’extracteur de soxhlet , le
Kumagawa a 1’avantage de de pouvoir étre
utilisé a des températures bien supérieures
et d’étre moins encombrant gréce a la

cartouche incomporée dans le porte-ballon.

Figure 01 : Les extracteurs de Soxhlet et de Kumagawa (Benabdallah.,2015)
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7.5.2. Extraction solide-liquide (soxhlet) :
La méthode d’extraction en discontinu consiste a mettre 1’échantillon solide, sous une forme tres
finement divisée, en présence du solvant a température ambiante ou a la température d’ébullition
du solvant, pendant un temps plus ou moins long, et sous agitation. Le principal inconvénient est
qu’il faut, a la fin de 1’essai, séparer les parties solide et liquide, soit par centrifugation, soit par
filtration (Kaloustian et al., 2013).
Pratiqguement, on utilise parfois des appareils plus efficaces, les extracteurs de Soxhlet et de

Kumagawa, qui fonctionnent en continu qui entrainées la phase solide avec le solvant utilisé
(Fig. 1).

Le Soxhlet est constitué d’un (Fig. 2):

- Ballon contenant une réserve de solvant.

- Extracteur proprement dit permettant le contact entre le solvant et le solide dans une cartouche
poreuse.

- Siphon qui permet I’évacuation de la solution vers le ballon.

- Réfrigérant a eau qui permet la condensation des vapeurs de solvant dans la cartouche.

Le solide est toujours en contact avec le solvant pur grce au remplissage régulier de la
cartouche, ce qui présente les meilleures capacités de solubilisation des composés a extraire.

Réfrigérant

Extracteur

Cartouche poreuse : produit a extraire

~——— Siphon d'évacuation de I'extrait

Solvant (s)

Source de chaleur

Figure 02 : Schéma d’un appareil de Soxhlet (Benabdallah.,2015)
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7.6. L’entrainement a la vapeur ou I’hydrodistillation: Cette technique date de I’Egypte
ancienne. Elle consiste a extraire les parfums des plantes (huiles parfumées ou huiles

essentielles) par la vapeur d’eau. (Bourguet et al., 2008).

8. Definition des principes actifs :
Le principe actif ¢’est une molécule contenu dans une drogue végeétale ou dans une préparation a
base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des médicaments (Pelt, 1980).
Cette molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'nhomme ou
I'animale, elle est issue de plantes fraiches ou des séchées, nous pouvons citer comme des parties
utilisées: les racines, écorces, sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les graines
(Benghanou, 2012).
Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent étre considérées comme des
substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux métabolites primaires
qu'ils sont les principales dans le développement et la croissance de la plante, les métabolites
secondaires participent a l'adaptation de la plante avec I'environnement, ainsi a la tolérance
contre les chocs (lumiére UV, les insectes nocifs, variation de la température, etc.)
(Sarnimanchado et Cheynier, 2006).

Ces composés sont des composes phénoliques, des terpenes et stéroides et des composés azotés

dont les alcaloides.

9. Les principales classes de principes actifs d’origine naturelles :

On distingue classiquement plusieurs catégories de principes actifs. Les principes actifs se
classent en de nombreux groupes, dont trois grands groupes chez les plantes :

-Le type polyphénols : tels que les flavonoides, les tanins etc.

-Le type azoté : tel que les alcaloides.

-Le type terpéne et stéroides : tels que les saponosides, les huiles essentielles etc. (Benhelima
,2021)

9.1. Polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques forment une grande classe de produits chimiques qui
on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficielles, ils sont des composés
photochimiques polyhydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a 6 carbones. Ils
subdivisent en sous classes principales : les acides phénols, les flavonoides, les lignines et

les tanins (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
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Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on trouve chez les plantes,
elles ont un role principale a la vie de plante, a la défense contre les pathogénes; principalement
les moisissures et les bactéries phytopathogenes et a la protection contre les rayonnements UV;
sachant que tous les composés phénoliques absorbent les rayonnements solaires (Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006).

9.1.1. Acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau
benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées et liées a des sucres
sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les solvants polaires, leur biosynthése
dérive de I'acide benzoique et de I'acide cinnamique (Wichtl et Anton, 2009).

Les phénols possedent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques

(médicament d'aspirine dérivée de I'acide salicylique) (Iserin et al., 2001).

0 @)

OH " TOH

Acide benzoique Acide cinnamique

Figure 03: Structure de base des acides benzoique et cinnamique (Bruneton, 2009).

9.1.2. Flavonoides

Terme en latin ; flavus = jaune. Ont une structure de C6-C3-C6 a poids moléculaire faible, ils
peuvent étre considérés parmi les agents responsables des couleurs de plante a coté des
chlorophylles et caroténoides (Wichtl et Anton, 2009). Les flavonoides ont des sous-groupes
caractérisés a contenant deux ou plusieurs cycles aromatiques existent sous forme libre dite
aglycone ou sous forme d’hétérosides, chacun portant une ou plusieurs groupes hydroxyles
phénoliques et reliées par un pont carboné (Heller et Forkmann, 1993).

Les flavonoides sont généralement des antibactériennes (Wichtl et Anton, 2009). Ils peuvent
étre exploités de plusieurs manieres dans l'industrie cosmétique et alimentaire (jus de citron) et
de l'industrie pharmaceutique (les fleurs de trefle rouge traitent les rhumes et la grippe en
réduisant les sécrétions nasales), comme certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-

inflammatoires et antivirales (Iserin et al., 2001).




Chapitre |

Geéneralités sur les plantes médicinales

Tableau 01: La structure de base des principaux flavonoides (Harborne et Williams, 2000).

Sous classe

Structure

Flavonoles

OH

Flavones

Isoflavones

Flavanones

Flavan-3-ol

Anthocyanes

9.1.3. Tanins

Tanin est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes pour

tanner les peaux d'animaux (Hopkins, 2003). On distingue deux catégories :

Les tanins condensés, polymeres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de carbone,

non hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des anthocyanidines

(Hopkins, 2003).




Chapitre | Geéneralités sur les plantes médicinales

Les tanins hydrolysables, polymeres a base de glucose dont un radical hydroxyle forme
une liaison d'ester avec l'acide gallique (Hopkins, 2003).

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples et pour réparer
les tissus endommagés par un eczéma ou une bralure, elles rendent les selles plus liquides,

facilitant ainsi le transit intestinal (Iserin et al., 2001).

9.1.4. Lignines

Composés qui s'accumulent au niveau des parois cellulaires (tissus sclérenchymes ou le noyau
des fruits), au niveau de seve brute qu'ils permettent la rigidité des fibres, ils sont le résultat
d'association de trois unités phénoliques de base dénommées monolignols de caractere

hydrophobe (Sarni-manchado et Cheynier, 2006).

9.2. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractere alcalin et de structure
complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes, la plupart
des alcaloides sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer et certains sont fortement
toxiques (Wichtl et Anton, 2009).

Figure 04: Exemple d'alcaloide, la morphine (Osbourn et Lanzotti, 2009).

Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections microbiennes
(nicotine, caféine, morphine, lupinine) (Hopkins.,2003). Des anticancéreuses (vincristine et la
vinblastine) (Iserin et al., 2001).

9.3. Terpeénes et stéroides

Les terpenoides sont une vaste famille de composés naturels pres de 15000 de molécules
différentes et de caractére généralement lipophiles, leurs grandes diversités due au nombre de
base qui constituent la chaine principale de formule (CsHs)n selon la variation de nombre n, dont
les composés monoterpénes, diterpénes, triterpénes, sesquiterpénes, etc. (Wichtl et Anton,
2009).
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Ces molecules présentent en forme des huiles essentielles; parfums et godt des plants, pigments

(caroténe), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) (Hopkins, 2003).

Z

Figure 05: Uniteé isoprénique (Osbourn et Lanzotti, 2009).

Les stéroides sont des triterpénes tétracycliques, possedent moins de 30 atomes de carbone,

synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique (Hopkins, 2003).

Figure 06: Structure de noyau stéroide (Ling et Jones, 1995).

Chez toutes les plantes on trouve ces composés liées avec un groupement alcool qu'ils nommés
les stérols; prenant une forme plane, glycosylée, analogues du cholestérol qui ne différent de

celui-ci que par leur chaine latérale comme: B-Sitostérol et Stigmastérol (Hopkins, 2003).

9.3.1. Saponosides
Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpénes glycoslysés comme ils peuvent
aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un goQt amer et acre (Hopkins, 2003).

IIs existent sous deux formes, les stéroides et les terpenoides (Iserin et al., 2001).

9.3.2. Huiles essentielles

Ce sont des molécules a noyau aromatique et caractére volatil offrant a la plante une odeur
caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs (Iserin et al., 2001). Ils Jouent un

role de protection des plantes contre 1’exces de la lumiére et attirent les insectes pollinisateurs
(Dunstan et al., 2013).

D’autre part, ils sont utilisées pour soigner des maladies inflammatoires telles que 1’allergie

et eczéema; et ils favorisent I'expulsion des gaz intestinales comme les fleurs fraiches ou séchées

de plante "camomille” (Isrin et al., 2001).
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9.4. Les polysaccharides :

Ce sont des unités complexes de molécules de sucre liées ensemble que I'on trouve dans toutes
les plantes. Du point de vue de la phytothérapie, les polysaccharides les plus importants sont

les mucilages « visqueux » et les gommes présents dans les racines, les feuilles et les graines.
Ces deux derniers absorbent de grandes quantités d'eau, produisant une masse gélatineuse qui

peut étre utilisée pour calmer et protéger les tissus enflammeés (Iserin, 2001).

10. Toxicité

Les plantes peuvent étre utilisées de la méme maniére que tout autre médicament mais quelque
fois les plantes peuvent étre toxique. Cette toxicité peut étre expliquée par : une toxicité
intrinséque des constituants des plantes médicinales qui sont un mélange complexe de molécules
diverses dont la composition est souvent mal définie, et qui peut formée de molécules pourvues
d’une activité biologique notoire. Comme toutes les molécules bioactives, ces constituants
peuvent, a un certain degré de concentration, présenter une toxicité intrinseque. Telle

la composition des produits végétaux, qui varie de multiples facons, la teneur de ces constituants
peut « naturellement » varier d’une préparation a une autre (Chabrier, 2010).

Les extraits des plants ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque dans la
phytothérapie. Comme tous les produits naturels : « ce n’est pas parce que c’est naturel que c’est
sans danger pour I’organisme ».A forte dose, par Ex : I’HE de menthe peut causer des brulures
d’estomac, la menthe poivrée peut irriter les muqueuses de la bouche et de rares cas d’allergie
cutanée , Le menthol est moyennement toxique, son utilisation est contre-indiquée chez 1’enfant,
la menthe pouliot a été reliée a des cas de toxicité rénale et hépatique, des convulsions , des
dommages neurologiques (Brahmi, 2019).
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I. Mentha spicata

1. Définition

Mentha spicata est une herbe aromatique qui appartient a la famille des lamiacées
(Abootalebian et al., 2016), ces dernieres sont tres homogenes et faciles a identifier (Brahmi,
2016). Son nom vernaculaire en arabe « Naanaa », en anglais « spearmint » (Zekri, 2016), et en
frangais « menthe verte ». Mentha spicata L pousse spontanément dans les zones tempérées et

elle est cultivée partout dans le monde (Laggoune et al., 2016).

2. Systématique
Le tableau suivant représente la systématique de Mentha spicata L.

Tableau 02 : Taxonomie de Mentha spicata L (Moon et al., 2009 ; Lansdown, 2014).

Rang taxonomique Nomenclature
Régne Plantea
Sous regne Trachéophytes

Classe Dicotylédones
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous-famille Nepetoideae
Tribu Menthea
Sous-tribu Menthinae |
Genre Mentha
Espéce Mentha spicata L

3. Description

Mentha spicata L est une plante vivace et rampante (Bremness, 2011). Elle se caractérise par
une tige carrée droite et verte, qui ne dépasse pas plus d’un métre de longueur, ses feuilles sont
d’un vert foncé, opposées, sessiles, subsessiles et allongées a ovales ou lancéolées de 5 a 9 cm de
longueur et de 1.5 a 3 cm de largeur (Sennoussi, 2015), ses fleurs comportent un calice en forme
de clochette; glabre ou cilié, divisé en 5 dents, une corolle violette pale, rose ou blanche, 4
étamines saillantes de taille identiques, un ovaire super et divisé en deux loges renfermant

chacune deux ovules (Brahmi, 2016) .
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Figure 07 : parties aériennes de Mentha spicata L (Emerso, 2004).

4. Composition chimique

Le tableau suivant montre la composition biochimique de Mentha spicata L de I’ Algérie.

Tableau 03: Composition biochimique de Mentha spicata L (Brahmi et al., 2016).

Les huiles essentielles

Carvone , limonene, 1.8-cineole, B-Caryophyllene
germacrene D.

Composés phenoliques

Acides Acide 4-hydroxy benzoique, Acide caféique, Acide a-coumarique,
phénoliques : Acide chlorogenique et Acide rosmarinige.

Flavonoides : rutine, naringenine, luteoline, diosmine, kaempferole et diosmetine.

Autre composés

Esters méthilique d’acide gras, triglycéride, squaléne, stigmastérol,Sitostérol, acide
oléanolique, ursolique et pomolique Caroténoides, alcaloide, saponine.

5. Utilisations

Mentha spicata L est la plus ancienne herbe médicinale (Nanekarani et al., 2012). Grace a ses
propriétés thérapeutiques (antifongique, antivirale, antimicrobienne, insecticide et antioxydant)
(Almeida et al., 2012), les feuilles de cette plante ont été utilisées traditionnellement pour le
traitement de plusieurs maladies (rhume, spasmes, crampes, troubles digestives, fievre, maux de
téte, bronchite, nausée, rhumatisme, troubles gastrointestinaux et douleurs des dents). L huile de
cette menthe est utilisée comme un arbme dans des dentifrices, chewing-gum, savons et aussi

dans des soupes, parfumeries, détergents et pesticides (Soysal, 2005 ; Brahmi et al., 2012).

v
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6. Vertus médicinales de Mentha spicata

Le genre Mentha sont connus anciennement en médecine traditionnelle elle est efficace contre
les troubles digestif (efficace en cas de constipation ou de diarrhée, Trouble urinaires (effet
diurétique) toux et rhume (apaisante) anti douleur (douleurs articulaires, musculaires et maux de
téte), problémes respiratoires (efficace contre les affections similaires aux bronchites) ,contre des
affections de la peau (soulage les douleurs liées aux piqdres d’insectes et d’animaux et prévient
la formation de crevasses (Soumia., 2021)

Des études récentes se rapportant a Mentha spicata ont révélé un large spectre d'activités
biologiques principalement les propriétés antibactérienne et antifongique (Singh et al., 2015),
antioxydante (Snoussi et al., 2015) et anti-inflammatoire (Patwary et al., 2013) grace a sa
richesse en composes phénoliques et en huiles essentielles (Bagheri et al., 2014 ; Abootalebian,
2016 ; Alaee et al., 2016).

6.1. Activités antioxydantes :

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher I'oxydation
des substrats biologiques, ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les
rendent ainsi inoffensifs. La capacité antioxydante des extraits est étroitement liee a tout le
contenu phénol (Yanishlieva et al., 1999)

Brahmi et al., (2015) ont démontré in vitro que I’extrait éthanolique des feuilles de Mentha
spicata L est un tres bon scavenger du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) (ICs0=16,2
+ 0,2 pg/ml).

6.2. Activités antibactériennes et antifongiques :

Barchan et al. (2015) ont démontré par la technique de diffusion en puits que les souches
Listeria monocytogenes 4031, Enterococcus hirae 4081, Staphylococcus aureus 976 sont
sensibles vis-a-vis des extraits méthanoliques des feuilles de Mentha spicata L avec des

diametres supérieurs a 12 mm.

6.3. Activités antivirales :

Les propriétés antivirales ont été approuvées pour plusieurs espéces de menthes. Les huiles
essentielles de M. spicata ont été évaluées pour leurs activités antivirales contre 1’herpés simplex
de type-1 (HSV-1) et la para-influenza de type-3. Les deux huiles ont exhibé une activité
antivirale plus forte contre I’herpés HSV-1 (Orhan et al., 2012).
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6.4. Activités anti-inflammatoires :

Arumugam et al. (2008) ont évalué, in-vivo, I’effet anti-inflammatoire des extraits aqueux, de
chloroforme, d’éthyl acétate et héxanique de 1’espéce M. spicata L. Les deux extraits, aqueux et
d’éthyl acétate sont les plus efficaces dans la réduction de I’inflammation aigue et chronique

chez les rats.

6.5. Activités cytotoxiques et anti-cancéreuses :

L’extrait aqueux des feuilles de Mentha spicata L a des effets cytotoxiques, sur les deux cellules
tumorales fibrosarcome (Wehi-164) et monocyte leucémie (U937), qui ont été évalués in vitro
(Hajighasemi et al., 2011).

11. Populus alba
Les peupliers sont des plantes supérieures ligneuses Angiospermes Eucotylédones appartenant a
la famille des Salicacées. Cette famille est composée de deux genres principaux: le genre
éponyme Salix regroupant entre autres les espéces de saules et d’osiers et le genre Populus
regroupant les especes de peupliers (Dickmann et Kuzovkina, 2008). Le peuplier blanc
(Populus alba) est une espéce eurasiatique qui abonde dans les zones humides d’Europe centrale
et méridionale, ainsi qu’en Afrique du Nord. Il croit également en Asie occidentale et centrale,
dans ’Himalaya et dans 1’ouest de la Chine (Roiron et al., 2004). Populus alba supporte les
hautes températures et un certain niveau d'alcalinité du sol ou de I'eau. C'est ainsi qu'il se trouve
presque dans tout le Maroc dans les vallées a sol frais et a fertilité moyenne ; il existe méme au

Sahara et ne dépasse guére l'altitude de 2000 metres (Sbay et al., 2003).

1. Etymologie

Le terme latin Populus désigne un peuplier alors que alba signifie "blanc™ et fait référence a
I'écorce blanchétre de I'arbre et de la couleur blanc argenté du dessous de ses feuilles. Son nom
latin de Populus provient d’ailleurs du fait que les romains le plantaient sur les lieux publics.

A T’état spontané en Algérie du Nord, il est fréquent sur les plateaux mésophiles a xérophiles, le
long des cours d’eau encaissés (Roiron et al., 2004).

Nom francais : Peuplier blanc

Nom vernaculaire : Abele, Peuplier a feuille d'érable, Peuplier argenté, Blanc de Hollande,
Aube, Ypréau ou Piboule.

Nom vernaculaire arabe : El-hour Elabyadh
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2. Classification du peuplier blanc

Le tableau suivant représente la classification Populus alba L

Tableau 04 : Taxonomie de Populus alba L., 1753 (TELA BOTANICA)

Rang taxonomique Nomenclature
Régne Plantes
Classe Magnoliopsida
Ordre Salicales
Famille Salicaceae
Genre Populus
Espéce Populus alba L

3. Description botanique Populus alba

Le peuplier appartient & la famille des Salicacees. C’est un arbre dioique qui se produit par voie
végetative (boutures) et qui est peu sensible au froid.

Les feuilles sont caduques, cotonneux au revers (ce qui donne un aspect blanc a l'arbre), vert
fonce sur la face supérieure (figure 08). La formes des feuilles différent en fonction leur age.
Elles sont plus ou moins dentelées et sinueuses et plus elles sont jeunes, plus les bords sont
ronds. Elles possédent 3 a 5 lobes et mesurent de 6 a 12 cm de long (Stanton, 2009).

Lorsqu’il est planté dans des conditions acceptables, il s’accroit couramment de un a deux metres
par an en hauteur. Le peuplier peut aisément atteindre des hauteurs de 20 a 30 m et un diametre
d’environ 1 m a 1,20 m au bout de 15 ans (Collinson, 1992). Les rameaux de Populus alba sont
recouverts d'un duvet blanc et cotonneux. En vieillissant, ils deviennent gris et noueux. Les fruits
sont matures au mois de juin, entourés d'un duvet blanc que le vent emporte facilement. L’écorce

est d'abord lisse et gris blanchatre, puis fissurée et plus foncée en vieillissant (Durand, 2009).

Figure 08 : Feuilles de Populus alba (TELA BOTANICA)
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4. Composition chimique

Le tableau suivant montre les composants majeurs de Populus alba de 1’ Algérie.

Tableau 05: Composition biochimique de Populus alba (Belkhodja., 2015, Boumghar et al.,
2019).

Les huiles essentielles

a-Eudesmol , 1,8-Cineole , p-Eudesmol ,
o-Cadinene .

Composés phenoliques (Les bourgeons)

Acides Phénoliques : Acide ellagique , Acide p-coumarique

Flavonoides : kaempferole

5. Utilisation du peuplier blanc

C'est un combustible trés médiocre qui produit peu de chaleur a la combustion et produit

un charbon de pictre qualité. De I’écorce, on extrait de la salicine. (Jean-Claude et al., 2008).

La vitesse de croissance particulierement élevée de Populus assure une production annuelle

de prés de 1,5 millions de bois d'oeuvre ; faisant de lui la deuxieme essence feuillue en terme

de volume de bois récolté apres le chéne. Prés de 80 % de cette production est destinée au
déroulage et au sciage pour la confection d’emballages dits 1égers (contreplaqués, panneaux

de particules, allumettes) ou lourds (palettes, caisses, menuiserie) (Bonhomme, 2009).

6. Propriétés therapeutiques de Populus alba

Le genre Populus sont connus anciennement en médecine traditionnelle pour avoir différentes
activités biologiques telles que des propriétés fongicides, antioxydantes, anti-tumorales,
antiseptiques et antivirales (Greenaway et al., 1991).

Populus alba est utilisé traditionnellement pour ses propriétés dépuratives pour désinfecter les

1ésions de la peau, traiter I’herpes et la décadence des dents (Adam et al.,2009).

6.1. Activités antioxydantes :

L'addition de I’huile essenticlle de P. alba au mélange de réaction de H202 a réduit avec un faible
degré la formation de I’ADN linéaire. Donc, 1’huile essentielle de P. alba peut présenter une
protection contre la scission de I'ADN induite par les radicaux OH- générés a partir de la
photolyse UV/H202. (Belkhodja .2015)
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6.2. Activités antimicrobiennes :

Des activités antibactériennes et antifongiques des extraits éthanoliques des feuilles de Populus
alba vis-a-vis un grand nombre de germes ont été clairement mise en évidence. (Wamidh et al.,
2010). Une étude réalisee par Vardar-Unlu et al (2008) dans le but d’analyser I’activité
antimicrobienne des extraits méthanoliques des bourgeons de trois espéces de populus (Populus
alba, Populus nigra, Populus tremuloides) contre une panoplie de souches. Les exsudats des

bourgeons du genre populus ont montré une activité antimicrobienne tres importante.

6.3. Activites anti-cancereuses :
L’extrait dérivé de la fraction chloroforme des fleurs de Populus alba a montré une activité

antiprolifératives contre des lignées de cellules cancéreuses (Wamidh et al., 2010).

6.4. Activités anti-inflammatoires :
Belkhodja., (2015) ont évalué, in-vivo, I’effet anti-inflammatoire ; Le traitement avec I'huile
essentielle de P. alba sont apparues efficace pour réduire les réponses induites par le

dextrane.dans le modele d'inflammation aigué chez le rat.
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1. Matériel biologique

1.1. Matériel végétale

Le matériel végétal utilisé dans cette étude correspond a deux plantes : la partie aérienne de
I’espéce Mentha spicata réolté dans la région de Sidi Maamar de la Wilaya de Saida durant le
mois de Décembre 2021 et les feuilles de I’espece Populus alba récoltées en Décembre 2021
dans la région de Mascara. L’identification de 1’espéce végétale est réalisée par Pr. Si Tayeb
membre de laboratoire de Biotoxicologie, pharmacognosie et valorisation biologique des plantes
de I’université de saida- Algérie .

Apres la collecte de la plante fraiche , les impuretés ont été enleveées, et la plante a été étalée sur
le sol et laissée sécher a ’ombre dans un endroit sec et aéré pendant 15 jours, Une fois la plante
séchée , sont broyées a 1’aide d’un broyeur €électrique , puis conservé dans des boites en verre
;bien fermées, couvertes par des papier aluminium et stockées a 1’obscurité, loin de la lumiere et

de ’humidité et a une température ambiante jusqu’au leur utilisation . (Brahmi , 2019)

Figure 09 : le broyat
(A) : M.spicata  (B) : P.alba

1.2. Matériel microbien

Les souches microbiennes qui ont été utilisées dans cette expérimentation :

4 souches bactériennes choisies sont pathogenes et/ou impliquées dans le processus d’altération
des aliments ont été étudiées. Deux bactéries Gram(-) : Escherichia coli ATCC 25933 ;
Pseudomonas aeruginosa ATCC 7853 et deux bactéries Gram(+) : Bacillus subtilis ATCC 6633;
Staphylococcus aureus ATCC43300.

Et trois souches de moisissures:, Aspergillus niger ATCC 16404, Penicillium viridicatum ATTC
26205, Rhizopus stolonifer ATCC 14037, les micro-organismes ont été obtenus a partir de la
culture de la collection de laboratoire de Biotoxicologie, pharmacognosie et valorisation

biologique des plantes de I’'université de Saida- Algérie.
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2. Préparation des extraits
L’extraction que nous avons utilisée par Soxhlet le protocole de (Wamidh et al., 2010; Brahmi
et al., 2012). Cette méthode consiste a ajouté 5g de broyat de plante dans une cartouche et en

ajoute 150 ml de solvant (éthanol 96%) est porté a ébullition pendant 5 cycle.

Figure 10 : Procédure d’extraction par Soxhlet

Le Soxhlet permet:

Le lavage d’un composé solide par un solvant dans lequel il est totalement insoluble et Les
impuretés sont extraites vers le ballon et le solide pur est récupéré dans la cartouche.
La recristallisation d’un composé par un solvant dans lequel il est modérément soluble.
Les impuretés insolubles restent dans la cartouche tandis que le composé cristallise dans le
ballon récepteur par refroidissement lorsque la solution est assez concentrée.
La limitation du volume de solvant ; Afin d’éviter 1’utilisation de grands volumes de solvants, il
faut réaliser I’extraction et la concentration dans le méme appareil.

En regle générale, un solide ne se laissera pas traverser par un liquide. Il est donc nécessaire de
réaliser plusieurs extractions successives par utilisation d’un extracteur de Soxhlet, ou alors sa

variante plus économique (Benabdallah.,2015)
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- Chaque extrait obtenu est évaporée au Rotavapor pour obtenir des extraits solides.

Figure 11 :La concentration d’extrait récupérer par évaporateur rotatif

- Détermination du rendement
Le rendement est défini comme étant le rapport ente la masse de 1’extrait obtenu et la masse

seche de la matiére végétale utilisée, il est donné selon la formule :

[ R% = (me/ ms) x 100 |

R : rendement
M e : la masse extraite ().

ms : la masse du matériel végétal séche (g).

3. Tests phytochimiques

3.1. Dosage des composes phénoliques (Analyse quantitative)

3.1.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits éthanolique de M.spicata et P.alba a été déterminée par
la méthode de Folin—Ciocalteu (Bougandoura et al, 2012).

Une quantité de 200 pl de I’extrait est mélangée avec Iml du réactif de Folin—Ciocalteu
fraichement préparé (10 fois dilué) et 0,8ml de carbonate de sodium a 7,5% (Na2CO3).
L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 30 minutes et la lecture est effectuée
contre un blanc a l’aide d’un spectrophotométre a 765nm. Les résultats sont exprimés en

milligrammes équivalent d’acide gallique par g de matiére végétale séche.

28
4
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3.1.2. Dosage des Flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides des extraits éthanolique de M.spicata et P.alba est
effectuée par la méthode colorimétrique en utilisant des solutions de chlorure d’aluminium
(AICI3). (Bougandoura et al, 2012).

Une quantité de 100 pl de ’extrait a été mélangée avec 0,4ml d’eau distillée et par la suite avec
0,03ml d’une solution de nitrite de sodium NaNO2 a 5%. Aprés 5min, 0,02ml d'une solution
d’AICI3 a 10% a éte ajouté. On additionne au mélange 0,2ml de solution de Na2CO3 1M et
0,25ml d’eau distillée aprés 5 min de repos. L’ensemble est agité a I’aide d’un vortex et
I’absorbance a été mesurée a 510 nm.

La concentration des flavonoides dans I’extrait a été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage

y=ax+b établie avec la catéchine par g de matiére végétale seche.

3.1.3. Dosage des tannins condensés

Le dosage des tanins condensés a été réalisé selon la méthode décrite par Raja et al,(2017)

Une prise de 200 pL de chaque extrait a été ajoutée a 3 mL de vanilline a 4% et 1.5 mL d’acide
chlorhydrique concentré (HCI). L’absorbance de cette préparation a €té mesurée apres 15 min
d’incubation a 500 nm. La courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes
conditions opératoires en utilisant la catéchine comme contréle positif aux concentrations
comprises entre 0 a 400 mg/ mL.

En présence d’acide chlorhydrique concentré, les tanins condensés se dépolymérisent, par
réaction avec la vanilline, mesurables par spectrophotométrie a 500 nm.

Le taux des tanins condensés a été exprimé en microgramme équivalent de catéchine par

milligramme d’extrait (ug EC/ mg E).

Tableau 06 : Dosage des composes phénoliques

Polyphénols flavonoides Tanins

N

(P) : Populus alba (M) :Mentha spicata.
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3.2. L’analyse des composeés phénoliques par HPLC (Analyse qualitative)
L’identification des composés phénoliques des extraits a été réalisé par une chromatographie en
phase liquide a haute performance, systeme Perkin Elmar Flexar couplée a un détecteur UV-vis a
longueurs d’onde multiples.

Les données analytiques ont été évaluées a ’aide d’un systéme de traitement de données
DataApex. La séparation a été realisée sur une colonne Eclipse ODS Hypersil C18 (150 mm, 4,6
um) a température 25 C °. La phase mobile utilisée a été composée d’eau acidifier 1 % acid
formique (solvant A) et d’acétonitrile (solvant B).

Le gradient d’élution a été comme suit: 95% eau acidifier /5% acetonitrile 50 min 5 % eau
acidier /95% acetonitrile /60 min 95% eau acidifier /5% acetonitrile. Aprés 15 minutes
permettant le calibrage de 1’appareil. Le débit a été de 1 mL/ min et le volume d’injection a été
de 20 pL. La longueur d’onde utilisée pour 1’identification des composes a eté de 254 nm basée

sur la combinaison entre le temps de rétention et I’appariement spectral.

4. Activité antioxydante

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher I'oxydation
des substrats biologiques, ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les
rendent ainsi inoffensifs. La capacité antioxydante des extraits est étroitement liée a tout le
contenu phénol (Bougandoura et al, 2012).

4.1. Test de la réduction du fer FRAP :

Ce protocole est basé sur ’aptitude des antioxydants présents dans les extraits a réagit avec le
ferricyanure de potassium (Fe3+) pour former le ferrocyanure de potassium (Fe2+), qui réagit
ensuit avec le chlorure ferrique (FeCl3) pour donner un complexe ferrique ferreux d’une couleur
bleu mesurable a 700 nm. Qui se traduit a la présence de groupements hydroxyles qui peuvent
servir comme donneur d’¢lectron (Jayanthi et Lalitha, 2011 ; Bougandoura et Bendimerad,
2012).

Le pouvoir réducteur du fer (FeS+) dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite par
(Bougandoura et al, 2012).

Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations (de 0,3125 a 2,5mg/ml) est mélangé avec
2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de ferricyanure
de potassium K3Fe(CN)6 a 1%.
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L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min ensuite, 2.5ml d’acide
trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugeés a 3000
rpm pendant 10min. Un aliquote (2,5ml) de surnageant est combinée avec 2,5ml d’eau distillée
et 0,5ml d’une solution aqueuse de FeCl3 & 0,1%. La lecture de I’absorbance du milieu
réactionnel se fait a 700nm contre un blanc semblablement préparé, en remplagant 1’extrait par
de I’eau distillée qui permet de calibrer 1’appareil (UV-VIS spectrophotométre). Le contréle
positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide ascorbique dont
I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. Une augmentation de
I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés

(Bougandoura et al, 2012).

Figure 12 : dosage de FRAP
(A) :M.spicata  (B) : P.alba

4.2. Test de piégeage du radical libre DPPH .

Le DPPH- (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical libre de couleur violette, en présence
des piégeurs des radicaux libres se réduit en 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune
(figure 13) (Athmena et al., 2010).

Figure 13 : Mécanisme réactionnel du radical libre DPPH. (Talbi et al., 2015).
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50ul de chaque solution éthanolique des extraits a différentes concentrations (de 0,3125 a
5mg/ml) sont ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,025¢/1). Parallélement,
un controle négatif est préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95 ml de la solution
méthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque
concentration a 515nm apres 30 min d’incubation a 1’obscurité et a la température ambiante. Le
contréle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide ascorbique
dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque
concentration le test est répéte 3 fois. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition
(1%) . (Kim et al. 2003)

Abs controle - Abs test
1% = ( ) x 100

Abs controle

Les valeurs de ’EC50 ont été déterminées graphiquement par la régression linéaire

nTY |

)

Figure 14 : dosage de DPPH
(A) :M.spicata  (B) : P.alba

5. L’ Activité antimicrobienne

5.1. L’activité anti bactérienne

5.1.1. Méthode de diffusion en puits

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des extraits éthanolique de M.spicata et P.alba, nous
avons adopté la technique de diffusion en puits, (Barchan et al.,2015)

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu solide
dans une boite de Pétri, avec création des puits de 6 mm de diamétre sont réalisés.

Les puits sont ensuite remplis par 50 pl de P’extrait (50 mg/ml) a tester d’un gradient de

concentration, apres un certain temps de contact entre le produit el le microorganisme cible.
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L’effet du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition,
et en fonction du diametre d’inhibition. La souche sera qualifiée de sensible, trés sensible,
extrémement sensible ou résistante.

Les souches bactériennes choisies sont pathogénes et/ou impliquées dans le processus
d’altération des aliments ont été étudiées. deux bactéries Gram(-) : Escherichia coli ATCC 25933
; Pseudomonas aeruginosa ATCC 7853 et deux bactéries Gram(+) : Bacillus subtilis ATCC 6633;

Staphylococcus. Aureus ATCC43300.

5.1.2. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu Muller-Hinton (M.H) préparé comme
suit :

Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’eau distillée. Faire bouillir avec
agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C et

finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.

5.1.3. Stérilisation du matériel
L’eau distillée, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes enrobés

dans du papier aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

5.1.4. Préparation des dilutions d’extraits de M.spicata et P.alba
Les extraits de M.spicata et P.alba ont été dissous dans I'éthanol pour préparer les différentes
concentrations avec des dilutions successives, sachant que la concentration de la solution mere

de chaque extrait est de 50mg/ml.

5.1.5. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes misent en culture dans le bouillant nutritif et incubées a 37°C pendant
48h. Leur opacité doit étre equivalente a 0.5 Mc Farland ou a une DO de 0.08 a 0.10 a 625 nm.
L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de 1’eau

physiologique stérile s’il est trop fort.

5.1.6. Ensemencement

- Le milieu de culture utilisé est MH, qui est le seul le plus employeés pour les tests de sensibilité
aux agents antibactériens.

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne,

- L’essorer en le pressant fermement, et tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger
au maximum,

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en striés serrées,

-
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- Répéter ’opération 2 fois, en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter 1’écouvillon su lui-méme. Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie d la gélose, Dans le cas de I’ensemencement de plusieurs boites pétri il faut recharger

I’écouvillon a chaque fois.

5.1.7. Lecture de I’effet

Apres un temps d’incubation (24 h) a 37 °C , les halos d’inhibition au tour des puits sont
mesurées en millimetre et comparées avec éthanol comme control .

Les résultats sont exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par

des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits (Ponce et al. 2003).

Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm

Sensible (+) : diametre compris entre 9 a 14 mm.

Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm

Extrémement sensible (+++) : diameétre > 20mm

5.2. Activité antifongique vis-a-vis des moisissures

Ce teste a pour objectif d’évaluer ’effet antifongique d’extrait végétal sur le développement du
Penicillium viridicatum , Rhizopus stolonifer et Aspergillus niger . il consiste a estimer
I’inhibition de la croissance des microorganismes mis en contact avec I’extrait éthanolique de

Populus alba .

Préparation de milieu de culture

Nous avons utilisé le milieu de PDA stérilisés a 1’autoclave (20 minutes a 120 °C) et maintenus
en surfusion a 45, on ajoute aseptiquement 1ml de 1I’Acide lactique diluer a 25% pour but
d’inhiber les souches bactérienne (Singh et al., 2006).

Dans des boites de Pétri contenant 20 ml de milieu de PDA stérile incorporé par les différentes
concentrations (1,25; 2.5; 5; 10 pg/ml, les tubes a essai utilisés pour préparer les dilutions
successives dans DMSO), I’extrait éthanolique de Populus alba on été ensemencées avec des
disques mycéliens (de 6mm de diamétre, qui sont prélevés a 1’aide d’une pipette pasteur stérile)
issus d’une souches pure de Aspergillus niger ATCC 16404, Penicillium viridicatum ATTC
26205, Rhizopus stolonifer ATCC 14037 (culture de 21 jours). Puis on a fermé bien les boites
avec le paraffine pour éviter la contamination.

L’incubation a été effectuée a 28 + 4°C pendant 7 jours dans 1’étuve, en calculant la moyenne
des diameétres mesurés sur trois axes perpendiculaires.

La méme procédure a été effectue pour les témoins avec une léger différence.
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Pour déterminer le taux d’inhibition de la croissance mycélienne, en utilisent la formule
d’Abbott (Motiejunaite et Peiculyte, 2004)

[T: (DK-D0)/DK x 100 ]

DK : diamétre de la colonie fongique du témoin (en mm).
DO : diamétre de la colonie fongique en présence de I’extrait (en mm).

T : taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage (%).

L’extrait est qualifié :

1. Tres actif lorsqu’il posséde une I’inhibition comprise entre 75 et 100%, la souche fongique est
dite trés sensible.

2. Actif [50 et 75 %], la souches fongique est dite sensible.

3. Moyennement actif [25et 50 %], la souche est dite limite.

4. Peu ou pas actif [0 et 25 %], la souche est dite peu sensible ou résistante.

6. Evaluation de la cytotoxicité des extraits vis-a-vis des globules rouges

La mesure de la fuite d’hémoglobine des hématies humaines provoquée par les extraits a été

réalisée par la méthode décrite selon (Lee., 2002; Sakat et al., 2010) avec des modifications.

6.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Du sang fraichement prélevé sur un tube sec a été centrifugé a 3000 tours/minutes pendant 10
minutes a 1’aide d’une centrifugeuse. Aprés élimination du surnageant, le culot a été lavé 2 fois
par une solution de lavage eau physiologique resuspendu dans la méme solution a raison de 10%.
(Sadique et al.,1989).

6.2. Mesure de la fuite I’hémoglobine

Un volume de 1mL de la suspension érythrocytaire a 10% a été incubé avec 1mL d’extraits a
différentes concentrations (0.625-5mg/ml) pendant 30 minutes dans un bain marie a 60°C.

Apres refroidissement les tubes ont été centrifugés pendant 5 minutes a 2500 rpm et la fuite de
I’hémoglobine intracellulaire a été mesurée par la lecture de 1’absorbance du surnageant a une
longueur d’onde de 560 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV/Vis.

L’hémolyse totale a été obtenue par la mise en suspension des globules rouges avec le triton

X-100. Eau physiologique seul a été utilisé comme controle négatif. (Shinde et al., 1999)




Chapitre IV Matériel et méthodes

Pour chaque échantillon le pourcentage d’hémolyse a été déterminé par I’équation suivante:

(DO extrait — DO control)

X1
DO control 00

Taux d hémolyse(%) =

cytotoxicité (+) ou hémolyse > 0%

activité anti-hémolytique (-) <0%

AN

/O Shoton D) Shoton
Condor Plume L6 Pro Condor Plume L6 Pro

Figure 15 : Préparation de la suspension érythrocytaire

7. Analyses statistiques
Les résultats sont représentés sous forme de moyenne = SD et ils ont été effectués a 1’aide

du programme Microsoft Office Excel 2007.

E
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1. Rendement :
Les rendements d’extraction ont été calculé par rapport au poids total de le broyat végétal
utilisée. Les rendements sont regroupés dans le tableau 07

Tableau 07 : Rendement des extraits éthanolique de deux plantes étudiées

Extrait éthanolique Rendement (%)
Mentha spicata 17,8 £0,53
Populus alba 22.4 £2,06

2. Composition chimique des extraits

2.1. Screening phytochimiques

2.1.1. Teneur des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux est estimée par la méthode de Folin- Ciocalteu.

Afin de caractériser 1’extrait préparé a partir de Mentha spicata et Populus alba, la quantification
des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire (y=ax+b)

réalisée par une solution étalon (I’acide gallique) a différentes concentrations.

Tableau 08 : Teneurs en phénols totaux pour les deux plantes étudiées.

Extrait éthanolique Concentration (mg GAE/qQ)
Mentha spicata 248,23 5,13
Populus alba 50,48 +0,02

Pour les deux plantes étudié M.spicata et P.alba nous avons remarqué une variabilité des
teneurs en phénols totaux (Tableau 08). La teneur est constatée dans la partie aérienne de la
M.spicata, elle est de 248,23 mg GAE/qg, et pour la P.alba, elle est de 50,48mgGAE/qg.

2.1.2. Teneur des flavonoides

Dans notre dosage nous avons réalisé une méthode colorimétrique basée sur I’utilisation d’un
standard qui est la Quercétine pour M.spicata et La catéchine pour P.alba est considérée comme
un contréle positif pour réaliser une courbe d’étalonnage, d’ou on a calculé la teneur en

flavonoides des extraits éthanolique des deux plantes étudiée qui est exprimée en mg
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Tableau 09 : Teneurs en flavonoides pour les deux plantes étudiée

Extrait éthanolique Concentration (mg EQ-C/qg)
Mentha spicata 10,33 £0,08
Populus alba 6,69 +0,03

Comme le montre Tableau n° 09, la teneur en flavonoides varie entre des extraits éthanolique
des deux plantes étudiée, la teneur est constatée dans la M.spicata est de 10,33 mg EQ /g, suivie
par la P.alba 6,69 mg EQC /g.

2.1.3.Teneur des Tanins

Les teneurs en tanins des deux plantes étudiées varient entre des extraits éthanolique des deux
plantes étudiée, Comme le montre Tableau n° 10, la teneur de M.spicata avec une concentration
de 16,25 mg EQC /g, suivi par la P.alba avec une concentration de 6,42 mg EQC /g.

Tableau 10 : Teneurs en tanins pour les deux plantes étudiée.

Extrait ethanolique Concentration (mg EQC/g)
Mentha spicata 16,25 £0,01
Populus alba 6,42 +0,03

2.2. Analyse par HPLC

Pour la détection des composés phénoliques nous avons opté pour [’'utilisation d’une
chromatographie liquide a haute performance (HPLC). Une technique adaptée pour la séparation
des phytoconstituants (Jiri et al., 2013). Elle permet la séparation, I’identification et la
quantification simultanées des composés phénoliques (Toméas-Barberan et al., 1990). Le
principe de la séparation d’'une HPLC repose sur la répartition des analytes entre la phase
stationnaire et la phase mobile en fonction de la polarité des composés.

Les deux extraits éthanolique de la partie aerienne de la plante M. spicata et feuilles de la plante
P. alba ont été analysés par HPLC. Les resultants obtenus sont représentés dans les tableaux

11 et 12 respectivement.
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Tableau 11 : résultats de ’analyse par HPLC pour 1’éxtrait éthanolique de Mentha spicata.

composants [%%6] RT
1 | Acide Trans-cinnamique 3,2 14,58
2 | Thymol 40,2 17,71
3 | Vanilline 1,0 8,66
4 | Menthols 41,6 13,72
5 | 4-hydroxycoumarique 0,6 12,88
6 | Acide coumarique 2,5 9,17
7 | Acide gallique 2,6 1,42
8 | Acide ascorbique 0,8 0,66
9 | Acide caffeique 1,6 7,07
10 | Acide ferrulique 0,1 11,079
11 | Apigénine 0,08 16,53
12 | Kaempferol 0,8 16,81
13 | Quercétine 3,1 14,86
14 | Acide chloregenique 0,4 7,44
15 | Rutine 0,7 12,6

L’identification des composés biochimique de I’extrait éthanolique de M.spicata distingué sa

richesse en biomolécules.

Le profil chromatographique de I’extrait de menthe a permis d’identifier 15 composes dont 14

sont des composés phénoliques (tableau 11), a permis d’identifier des acides phénoliques

comme : L’acide trans-cinnamique 3,2% , acide chlorogénique 0,4%, acide férulique 0,1%,

acide coumarique 2,5%, acide caféique 1,6%, acide gallique 2,6%, acide ascorbique 0,8%

et la vanilline 1% ; Des flavonoides (les flavonols :rutine 0,7%, quercétine 3,1%, kaempférol

0,8%, les flavones : L'apigénine 0,08%) ainsi que le menthol 41,6% et le thymol 40,2%

comme composés majoritaires

Tableau 12 : résultats de ’analyse HPLC pour 1’éxtrait éthanolique de P. alba.

composants hauteur Temps de_rétension

[%0] [min]
1 | Acide sinapique 4,1 3,203
2 | Nicotinamide 4.4 3,823
3 | Resorcinol 3,8 10,313
4 | Vaniline 4,0 11,083
5 | Cafeine 53 14,053
6 | Rutine 8,0 15,127
7 |/ 4,1 16,087
8 | Génistéine 8,9 22,403
9 | Catéchine 56,0 28,720
10 |/ 1,5 30,930

.
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Les résultants obtenus de 1’analyse par HPLC pour 1’éxtrait éthanolique des feuilles de Populus
alba a permis d’identifier 10 composés phénoliques, en particulier des acides phéenoliques
comme L'acide sinapique 4,1%, vaniline 4% , ainsi que résorcinol 3,8%, nicotinamide 4,4%
et la cafeine 5,3% ;Des flavonoides (les isoflavones : génistéine 8,9% et les flavonols : rutine

8% et la catéchine 56% comme composé majoritaire); sont représentes dans le tableau 12

3. Activité antioxydante
3.1. Réduction du Fer : FRAP
L’activité réductrice des extraits éthanolique de M.spicata et P.alba a été évaluée en utilisant la

méthode de réduction du fer : FRAP.

1,2 0,5
E 3 y=0,194x + 0,223 E 045 —y=0079%+0074 ¢
S R*= 0,968 S o4 R? = 0,820
2 08 r~ 03
,g (a) 0,3
S 06 2 0,25 ¢
< S o2 s —*
[ - 0r4 S
5 g 015
[72)
S 02 2 Y
< 0,05
O T T 1 0 T T T T 1
0 2 4 6 0 1 2 3 4 5
concentration de I'extrait concentration de I'extrait éthanolique
éthanolique de M.spicata mg/ml de P.alba mg/ml

Figure 16 : Activité scavenging du radical FRAP a différentes concentrations de 1’extrait

éthanolique de Mentha spicata et de Populus alba.

Les résultats obtenus dans les deux courbes montrent que la capacité de la réduction de Fe®* en
Fe?" est proportionnelle 4 I’augmentation de la concentration d’échantillons. A la (DO=0,5) Ags
La concentration de 1’acide ascorbique 0,27 mg/ml, suivi par la menthe de 1,42 mg/ml et le

peuplier 5,39 mg/ml

3.2. Piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydants des deux extraits éthanolique de M.spicata et P.alba est mesurée en
présence d’un antioxydant standard qui est I’acide ascorbique (vit C), vis—a vis du radical DPPH,
Iactivité est estimée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 517 nm.
L’activité anti radicalaire est détectée par la réduction de radical DPPH.

La réduction de ce dernier aboutit a un changement de la couleur (DPPHe) violette vers le jaune

(DPPH-H).
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La capacité de la réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance déduite par des
substances anti radicalaires.

D’aprés ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente
avec 1’augmentation de la concentration. Le taux d’inhibition du DPPH enregistré en présence
des deux extraits de la plantes est inférieur a celui de 1’acide ascorbique.

Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le parameétre ICso.

90 60
80 |-¥=20.86x-9,974 5 y=11,91x + 7,907/‘
g 70 R*=0,926 Z 3 c RZ = Olgg/y
= 60 // = 40
% >0 & 9 /
€ 40 4 < 30 %
S 30 5 i
S 20 & o 20
10 >
10
O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 0
. . 0 2 4 6
[C] de I'extrait EtOH de M.spicata
(mg/ml) [C] de I'extrait EtOH de P.alba (mg/ml)

Figure 17 : Activité Piégeage du radical libre DPPH a différentes concentrations de 1’extrait

éthanolique de Mentha spicata et de Populus alba.

Evaluation de I’'IC50

ICso0 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la quantité
d'antioxydants nécessaires pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur
d’ICso est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé est elevée (Pokorny et al ; 2001).

La concentration de 1’échantillon essentiel pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a été calculée
par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de différentes

concentrations d’extraits préparés.

Tableau 13 : Radical Scavenging activité DPPH

Extrait éthanolique 1Cso DPPH
Mentha spicata 14,858 pg/ml +0,51
Populus alba 1,382 mg/ml £0,3

Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus de 1’activité anti radicalaire des deux extraits
testés possédent une activité anti radicalaire avec un ICso de 1’ordre de 14,858 pg/ml pour la

M.spicata ,et 1,382 mg/ml pour la P.alba. En comparaison avec I’antioxydant standard (1’ Acide
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ascorbique) qui démontre un 1Cs0%= 1,61 pg/ml, nous constatons que les deux extraits sont
moins actifs par rapport au standard et que I’extrait de M.spicata possede une activité
antioxydante supérieure en comparaison avec ’extrait de P.alba qui a une activité antioxydant

un peu basse.

4. Activité antimicrobienne

4.1. Activité antibactérienne

Les observations effectuées sur les effets des extraits éthanolique de M.spicata et P.alba sur la
croissance des souches bactériennes testées : S. aureus, P.aeruginosa, E. coli et B.subtilis sont

représentées dans le tableau N° 14 et la fig 18.

Tableau 14 : les diamétres des zones d’inhibition des différentes souches en (mm)

Résultats et interprétation

Diametre de la zone d’inhibition (mm) (CMI) <

Souches bactériennes

C i - .
Extraits Em]g/ml) E. coli B.subtilis S. aureus P.aeruginosa
Ethanol 96% 11 9 13 13
50 15++ 13+ 15++ 14+
25 14 12 <13 13
Mentha
spicata 12.5 13 <10 12 <13
6.25 <12 8 9 12
3.125 10 7 8 12
50 13+ 15++ <13+ >T7-
25 <12 14 12 6
Populus 12.5 10 13 11 6
alba
6.25 7 11 10 6
3.125 6 <9 10 6

Effet : (+) : sensible , (++)

: sensibilité considérable, (+++)

- abondance, (-) : absence.

.
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La sensibilité des bactéries aux extraits est déterminée selon le diamétre du halo d’inhibition par
la méthode de diffusion sur gélose M.H.

Les résultats montrent que les deux extraits sont avérés plus ou moins actifs contre les souches
bactériennes étudies .

L’extrait de P.alba donne un effet d’inhibition faible vis-a-vis de la souche P.aeruginosa , cette
bactérie possede un potentiel de résistance trés élevé. En revanche il a une activité inhibitrice un
peu grande vis-a-vis de la souche de B.subtilis avec une zone d’inhibition de 15mm. Par contre
I’extrait de M.spicata posséde un effet inhibiteur considérable vis-a-vis de la souche
Staphylococcus aureus et E. coli.

Concernant 1I’éthanol 96% , on observe que ce dernier a un effet d’inhibition vis-a-vis des quatre

souches bactériennes testées.

Figure 18 : résultats de ’activité anti bactérienne des différents extraits.

4.2. Activité antifongique

Les observations effectuées sur les effets des extraits éthanolique de P.alba sur la croissance des
souches des moisissures : P.viridicatum, R.stolonifer et A.niger testés par la méthode de contact
direct a montré une sensibilité variable sont représentées dans le tableau 15.

La détermination de la concentration minimale fongicide des souches fongiques cibles se fait par
une incorporation des différentes concentrations de 1’extrait dans le milieu de culture,
d’intervalles allant de 1,25 a 10 pg/ml. La souche fongique P.viridicatum est la plus sensible vis-
a-vis D’extrait, car elle est inhibé 72,73% a une concentration de 2,5 pg/ml. Par contre,

E
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R.stolinifer est la plus résistante visa-vis cet extrait, car elle inhibé 56,25% que lorsque la
concentration atteint 10 pg/ml. Cependant, A.niger ont été inhibées 63,08% par 2,5 pug/ml.
C'était aussi ont noté que le taux d'inhibition de la croissance fongique est proportionnel a

la concentration de I'extrait (Tableau 15).

Tableau 15 : Pourcentage d'inhibition de la croissance mycelienne des souches fongiques en

fonction de la concentration de 1’extrait éthanolique de P.alba

L'indice antifongique (%0)
Les souches de moisissures
[C] (ug/ml) A.niger R.stolinifer P.viridicatum
10 72 56,25 72,73
5 69,23 47,5 72,73
2,5 63,08 31,25 72,73
1,25 43,08 18,75 31,82

5. L’activité anti-hémolytique et cytotoxicite

Les globules rouges sont parmi les cellules les plus utilisées dans 1’évaluation de la toxicité a
cause de leur disponibilité, et la facilité de leur surveillance au cours de la lyse cellulaire grace a
la libération de 1’hémoglobine (Situ et Bobek.,2000).

Pour que le principe actif exerce de facon efficace son activité thérapeutique, il est nécessaire
gue sa concentration sanguine atteigne un taux suffisant pour un effet thérapeutique mais pas
supérieur au seuil de toxicité. Cette fourchette de concentration sanguine est nommeée la zone
thérapeutique.(Slimani.,2020)

Les reésultats obtenus montrent que le pourcentage d’effet hémolytique sont directement
proportionnels a I’augmentation des concentrations des extraits .

Le figure N°19 présente 1’évaluation de D’effet hémolytique ,contenant une suspension
érythrocytaire incubé a 60°C durant 30 min ,en présence des différentes concentrations (1.25,
2.5, 5 mg /ml), de I’extrait éthanolique les feuilles de P.alba et a un tube témoin négatif (tube

contenant que d’eau physiologique et la suspension érythrocytaire).
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Nous avons noté a partir la courbe (fig 19) I’extrait éthanolique des feuilles de P.alba possede un
effet hémolytique élevee dans la concentration 5 mg/ml (58.57%) Cependant, le concentration
2.5 mg/ml ont montré une élévation des taux d’hémolyses qui sont presque identiques a témoin
négatif.

une inhibition hémolytique est observée en ajoutant 1’ extrait sur des hématies soumis a un choc
thermique afin de provoquer I’hémolyse ont montrés que 1’extrait éthanolique des feuilles de
P.alba peut protéger la membrane plasmique pour réduire les dommages causes par la chaleur

(60°C) (-46.42%) sur les globules rouges a une concentration de 1.25 mg/ml.

80
60 ¥y-=52,5%-100,4—¢5g- 57122857
R%2=0,997
40 /
20
i ¢ Sériel
—— Linéaire (Sériel)

% d’hémolyse

0/ -46,42857143

-60

concentraction (mg)

Figure 19: Evaluation de taux d’hémolyse (%) en fonction de concentration d’extrait

éthanolique de P.alba
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Les plantes représentent 1’essentiel de la pharmacopée et I’avénement de la chimie moderne. Les
analyses phytochimiques sur les extraits des végétaux est une étape préliminaire et d’une grande
importance puisqu’elle révele la présence des constituants connus par leur activités
physiologiques telles que 1’activité antioxydant , antibactérienne et fungique et anti-hémolytique
et possédant des vertus médicinales (Sofowora, 1993). Les recherches effectuées sur les
différents extraits révélent la présence d’importants métabolites secondaires comme les
polyphenols, flavonoides et les tanins, caractérisant les extraits des deux plantes étudiées
(Mentha spicata et Populus alba) avec des intensités variables. Selon les travaux antérieurs, les
espéces du genre Mentha sont riches en composé phytochimique (Haraguchi et al., 1996 ;
Ismaili et al., 2001) ;ces données sont comparables avec nos résultats puisque les revus ont
révélé la présence de ces composants avec des quantités importantes dans la partie aérienne et
dans les bourgeons de nos plantes (car la composition des extraits ethanolique des feuilles de
Populus alba ne sont pas identifiées dans la littérature). De point de vue biologique, ce groupe
est constitué de principes potentiellement actifs rencontrés dans toute ou une partie de la plante.

Ce sont des précurseurs de drogues tres utiles en thérapie clinique (Sofowora, 1993).

1. Rendement

Extrait ethanolique de Mentha spicata a été obtenu par soxhlet avec un rendement de 17,8%o ceci
est en accord avec les travaux de Adjou et Soumanou.,2013 qui ont rapporté une valeur de
18,31 % en effet des études on été réalisée par Priscilla et al., 2012 on rapporté une valeur de
23,3% .

Les résultats obtenus par 1’extrait ethanolique de Populus alba présente un rendement moyen de
I’ordre de 22,4% cette valeur nettement supérieure a celle des travaux de Wamidh et al (2010)
sur le Populus alba présente un rendement de 3% et celui de (Reema et al .,2011) de 11%. Ces
teneurs sont moins importantes que celle de notres.

Cette différence en rendement peut étre attribuée a plusieurs facteurs dont essentiellement,
’origine, 1’espece, la période de récolte la durée de séchage et la technique d’extraction
(Karousou et al .,2005) de plus (Marotti et al., 1994) on montré que Les faibles rendements
peuvent etre associes a une série de facteurs tels que le génotype, les étapes de développement de

la plante et les conditions environnementales que se produit dans les régions semi-arides.

2. Screening phytochimiques
Les résultats obtenus des teneurs en polyphénols de I’extrait éthanolique de la plante M. spicata
est de 248,23 mg EAG/g nos résultats sont en accord avec les travaux de Bouzid et OQuamara

.,(2017) qui ont rapporté une valeur de 248,97+ 2,69 mg EAG/g de I’extrait aqueux chloroforme
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des feuilles de Mentha spicata L , en outre nos résultats sont désaccord avec les études de
Dorman et al. (2003), qui ont montré que 1’extrait aqueux de la partic aérienne de Mentha
spicata L, a donné une valeur de 214 mg EAG/g. Cependant, d’autre recherches Nickavar et al.
2008 ont obtenus des teneurs en polyphénols d’un extrait éthanolique de 1’espéce Mentha spicata
150,91£5,14 ng/mg, ces valeurs sont inférieures a ceux trouvés lors de notre études.

Comparés au résultat des teneures en flavonoides obtenus par notre étude 10,33 +0,08 mg EQ/g
par Sweetie et al., 2007 qui est de 13,5£1,18 mg, cette valeur est voisine a celle obtenue par
notre étude et similaire a celle obtenue par Brahmi et al., 2012 7.68 + 0 .02 mg EQ/g

De plus,les résultats obtenus concernant les teneurs en polyphénols de I’extrait éthanolique de
P.alba sont deconcorde avec les résultats trouvé par (Boudkhili et al. 2011) ont obtenus des
teneurs en polyphénols d’un extrait méthanolique de I’espéce Populus alba 204,57+1,87 ug/mg,
avec un teneur de flavonoide 8,26+0,23 mg QE/g ces valeurs sont supérieur a ceux trouveés lors
de notre études: 50,48 +0,02 mg GAE/g et 6,69 0,03 mg EC/g respectivement.

Nous constatons que la teneur en tanins dans 1’extrait éthanolique de M.spicata (16,25 £0,01 mg
EC/g d’extrait) est trés significative et celle de I’extrait de P.alba (6,42 +0,03 mg EC/g
d’extrait), cela pourrait étre di a la nature biochimique des tanins condensés qui sont des
polyméres riche en groupements hydroxyles qui sont solubles dans les solvants polaires
(Schofield et al., 2001).

La méthode HPLC décrite présente I’avantage de la résolution, simplicité, précision et sensibilité
d’analyse ce qui nous permis d’identifier des composés spécifiques.

Les résultats suggerent que les extraits éthanoliques de la partie aérienne de la plante M.spicata
et les feuilles de P.alba contenaient plusieurs composants. L’identification des compO0Sés
biochimique de I’extrait éthanolique de M.spicata distingué sa richesse en biomolécules.

Le profil chromatographique de I’extrait de menthe a permis d’identifier plusieurs composants
chimiques avec des pourcentages différents, dont les composants majeurs sont : Menthol 41,6%.
et thymol 40,2% , ces résultats sont désaccorde avec les études effectuée par Brahmi et al.
(2015) qui a signalé que 1’extrait éthanolique de Mentha spicata de la region de Bejaia contient
12 composés phénoliques dont le composant majeur est : Acide rosmarinige 54,3%

De plus, les résultants obtenus de I’analyse par HPLC pour 1’éxtrait éthanolique des feuilles de
Populus alba a permis d’identifier 10 composés phénoliques, en particulier des acides
phénoliques comme 1’acide sinapique. Ainsi que, génistéine 8,9% et la catéchine 56% comme
composé majoritaire. ces résultats sont désaccord avec I'une des études limitées sur les composés

phénoliques de P.alba par ceux de Boumghar et al., (2019), qui a montre que I’analyse
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chromatographique de 1’extrait méthanolique des bourgeons de P.alba contient 3 composants
phénoliques : acide ellagique , acide p-coumarique et kaempferole .

Ces variations peut s’expliquer que le contenu en composés phénoliques change de maniére
significative d'une espece a une autre et au sein d'une méme espéce, en raison des facteurs
extrinséques (température, climat....) (Ksouri et al., 2008). Cette variation est peut-étre due a
plusieurs parameétres influengant la qualité des extraits et les composés phytochimiques a extraire
telles que la partie de la plante utilisée, ’origine, la période de la récolte, la taille des particules
des tissus végétaux, la nature du solvant employé et le mode d’extraction réalisé, ainsi que, le
standard utilisé, ’origine géographique (taux d’ensoleillement), le degré de maturité ,les
conditions de stockage ,la durée d’extraction et la température (Ncube et al., 2008 ; Das et al.,
2010 ; Tiwari et al., 2011).

3.Les activités biologiques

3.1. Activités antioxydantes

Nos résultats de I’activité antioxydante ont montré que extraits éthanoliques des deux plantes
M.spicata et P.alba a été efficace en tant que piégeur des radicaux libres FRAP et DPPH .

Les résultats obtenus montrent que la capacité de la réduction de Fes+ en Fe2+ est proportionnelle
a I’augmentation de la concentration d’échantillons. Les deux extraits de la plante donnent une
activite réductrice.

Nos résultats concordent avec les travaux de ceux de (Ozturk et al ; 2007, Su et al ; 2008 et
Liuk et al ; 2009) qui ont montrés que toutes augmentation de concentration d’échantillon
conduit & I’augmentation de la capacité de réduction de fer.

D’aprés (Benabdallah; 2017) tous les extraits appartenant au genre Mentha ont la capacité de
réduire le fer.

En revanche, nos résultats d’ic50 de M. spicata et P.alba (CI50 DPPH= 14,858 nug/ml +0,51et
1,382 mg/ml +0,3 respectivement), ces résultats sont en accord avec les travaux menée par
Brahmi et al., (2015) ont démontré in vitro que I’extrait éthanolique des feuilles de Mentha
spicata L est un tres bon scavenger du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (ICs0=16,2
+ 0,2 pg/ml). En effet, notre résultat montre que 1’IC50 de notre extrait est inférieure a celle
obtenue par Sweetie et al. (2007) qui est de 1C50=25,8 pg/ml.

De plus, une autre étude fournie par kuchukhidze et al., (2011) démontre que P. alba extrait par
n-hexan posséde une activité antioxydante (1C50=0,26 £ 0,02 mg/ml) est inférieure a celle de la

notre.
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D’autres études montrent que 1’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des polyphénols
et des flavonoides dans les extraits des plantes médicinales (Mariod et al ; 2009 ; Locatelli et al
; 2010).

Cette différence est due a la richesse de M.spicata en composés phénoliques suivi par P.alba .
Cependant, la concentration en composés phénoliques est aussi influencée par la saison, Selon
les études de Bey Mostapha et al. 2014, qui ont montre que la lumiere stimule la biosynthese
des polyphénols chez les plantes par I’amplification de certaines activités enzymatiques, dont
I’activité de la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) qui convertit la phénylalanine en acide
coumarique, qui est le précurseur des molécules impliquées dans la synthése des composes
phénoliques.

De plus, Les polyphénols contribuent a la prévention des maladies dégénératives et
cardiovasculaires (Manach et al. 2004). lls participent aussi a la génération des certains
antioxydants tel que la vitamine E. ils sont également capables de piéger les radicaux libres.
(Doukani et al. 2014).

3.2. Activités antibactériennes et antifongiques

L’étude de I’activité antimicrobienne des extraits nous a révélé que les extraits testés présentent
des niveaux d’activités variables en fonction des souches étudiées. Notre étude est en accord
avec celle trouvée par Barchan et al. (2015) ont démontré par la technique de diffusion en puits
que les souches Listeria monocytogenes 4031, Enterococcus hirae 4081, Staphylococcus aureus
976 sont sensibles vis-a-vis des extraits méthanoliques des feuilles de Mentha spicata L avec des
diamétres supérieurs a 12 mm. Les études réalisées par de Seyedeh et al., (2010), confirment nos
résultats. a présenté une activité antibactérienne puissante contre les bactéries a Gram positif et
négatif .En outre, nos résultats sont en accord avec ceux mentionnés par (Wamidh et al., 2011)
en jordan, qui ont montré que I’extrait de Populus alba exerce une activité antibactérienne
comparable a celle de l'extrait éthanolique de notre plante, avec un diamétre maximal
d'inhibition de 14 mm pour E coli, 15 mm pour Streptococcus aureus et Bacillus subtilis 7 mm
en 3mg/disque.

Les deux extraits donnent une activité antimicrobienne différents contre les souches testées grace
a leurs richesse en composés phénoliques.

De ce fait, La zone d’inhibition augmente largement avec I’augmentation de la concentration des
extraits, ce qui a été constaté aussi par Dordevic et al .,( 2007).

D’autres étude réalise par Rasooli et al ., 2008 ont remarqué que 1’inhibition de la croissance est

forte lorsque le puit est plus chargé. De plus, Pour I’évaluation du potentiel antimicrobien de ces
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extraits, on a préferé les tester contre plusieurs cibles bactériennes, car chacune d’clle posseéde
des structures cellulaires et un métabolisme particulier.

D’aprés les recherches de Brantner et al., 1996 ont démontrés que les composés phénoliques,
les flavonoides et les stéroides a une certaines concentration peuvent inhiber la croissance des
microorganismes. Il est confirmé aussi que les flavonoides a caractére lipophile peuvent détruire
les membranes microbiennes en augmentant la fluidité des lipides membranaires, ainsi que le
nombre et la position des groupements hydroxyles présents sur le noyau aromatique des
composés phénoliques peuvent entrainer la toxicité des microorganismes (Cowan ; 1999).

En effet, L activité antimicrobienne dépend a la fois de la présence des composés phénoliques, et
aussi de la présence de divers métabolites secondaires, de 1’emplacement et le nombre des

groupes d'hydroxyles (Falleh et al ; 2008).

De plus, La détermination de la concentration minimale fongicide des souches fongiques cibles
se fait par une incorporation des différentes concentrations de 1’extrait éthanolique de P.alba
dans le milieu de culture, d’intervalles allant de 1,25 a 10 pg/ml. La souche fongique
P.viridicatum est la plus sensible vis-a-vis 1’extrait, car elle est inhibé 72,73% a une
concentration de 2,5 pug/ml. Par contre, R.stolinifer est la plus résistante visa-vis cet extrait, car
elle inhibé 56,25% que lorsque la concentration atteint 10 pg/ml. Cependant, A.niger ont été
inhibées 63,08% par 2,5 pg/ml.

C'était aussi noté que le taux d'inhibition de la croissance fongique est proportionnel a la
concentration de I'extrait. D’une maniére générale, la diminution de la croissance en présence de
I’extrait comparé au témoin pourrait s’expliquer par la présence dans ces extraits des composes
phénoliques et terpéniques & activité antifongique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006 ;
Tatsadjieu, 2003).

La rutine, I'acide caféique et la catechine, sont des composés caractérisés dans notre extraits et se
sont révéleés avoir des effets biologiques et thérapeutiques élevés, notamment des activités
antioxydantes et anticancéreuses ainsi que la génistéine a montré qu’elle posséde une activité
antinéoplasique dépendante de la dose et du temps contre les lignées cellulaires de leucémies
myéloides et lymphoides (Alam et al., 2017 ; Raynal et al., 2008). Le thymol est un phénol
présente principalement dans plusieurs plantes qui s'est avérée posséder de nombreuses
propriétés pharmacologiques, notamment antioxydantes, antimicrobienne, anti-cancérigéne et

anti-inflammatoire (Sevilay et al., 2019).
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3.3. Evaluation de la cytotoxicité des extraits vis-a-vis des globules rouges

Pour qu’un nouveau produit puisse étre utilisé par 1’industrie pharmaceutique ou comme
complément alimentaire, la premiére chose a vérifier est ’innocuité de ces composés vis-a-vis de
I’étre humain. Le premier indicateur de la toxicité chez I’étre humain est le globule rouge
humain. Dans nos tests biologiques, nous avons déterminé le taux d’hémolyse vis-a-vis des
globules rouges humains d’un donneur unique sain. En sachant que I’hémolyse est un
phénomene irréversible par lequel les globules rouges sont détruits et libérent leurs
hémoglobines (Aguilar-Martinez et al., 2007).

Le test hémolyse réalisée par la méthode spectrophotométriqgue & montré que I’extrait
éthanolique de P.alba ne présentent aucun effet toxique a des concentrations inférieures a
2,5mg/mL. L'accomplissement d'une étude toxicologique est une étape importante afin de

pouvoir cerner tout effet indésirable et mieux identifier les sites d'action des substances actives.

Parmi les études effectuée au méme contexte, les recherches de Chenni & Hachelaf (2019),
montre qu’une inhibition hémolytique est observée en ajoutant des extraits aqueux et
méthanoliques des feuilles de Pistacia lentiscus sur des hématies soumis a un choc thermique
afin de provoquer I’hémolyse. Des travaux similaires ont été réalisés par Ferradji (2011), ou les
extraits aqueux et methanolique des feuilles de Pistacia lentiscus ont été utiliseés dans 1’étude des
activités anti hémolytique et anti inflammatoire in vivo chez les souris.

Aussi dans les travaux d’Amrane & Babahani (2017), en utilisant I’huile essentielle de Mentha
spicata ils ont enregistré des taux d’inhibition des hématies soumises a plusieurs tests
hémolytiques : hypotonicité, traités par le triton X100, et I’eau oxygénée H202. Des résultats
proches ont €té enregistrés dans les travaux réalisés par (Silva et al., 2017) sur I’huile essentielle
de Mentha pulegium et Mentha viridis, des plantes appartenant au méme genre que Mentha
spicata. D’autres travaux réalisés par (Brahmi et al., 2016) ont montrés que 1’huile de Mentha
spicata peut traverser la membrane plasmique pour réduire les dommages causés par
I’attachement des molécules oxydantes telle que H202 sur les globules rouges a une
concentration de 50 pg/ml. Des résultats similaires en utilisant les extrait aqueux et
méthanoliques de Citrus L (Larab & Makhlouf, 2017).

Cependant, selon 1’étude de (Nezla, 2018), 1’évolution de I’activité anti-hémolytique a été
inversement proportionnelle a la concentration de 1’extrait de plant, c'est-a-dire, plus la
concentration de 1’extrait diminue plus le pourcentage d’inhibition augmente et cela a éte,
probablement, causé par la présence des enzymes de type protéases et phospholipase dans

I’extrait protéique .

-
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Conclusion et perspectives

Les plantes sont I’une des sources importantes des médicaments et leur valeur médicinale réside
dans certaines substances chimiques qui produisent une action physiologique définie sur le corps
humain. Etant donné la toxicité et les effets secondaires indésirables des molécules de synthése,
Il existe une demande croissante de drogues naturelles.
Dans ce contexte, la présente étude a porté sur 1’étude phytochimique et biologique d’extraits de
deux plantes médicinales Mentha spicata et Populus alba L. utilises empiriqguement dans la
pharmacopée traditionnelle locale, pour le traitement de divers maladies. A la lumiére des
résultats obtenus, il ressort de notre travail les points suivants:
e Les extraits éthanolique des deux Plantes M. spicata et P.alba, sont trés riches en métabolites
secondaires, particulierement les composants phenoliques.
e [’analyse chromatographique par HPLC des extraits éthanoliques nous a permis d’identifier les
acides phénoliques, I’acide trans-cinnamique, des flavonoides (Quercétine) , et Thymol &
Menthols (composants majeurs) a partir de 1’extrait éthanolique de M. spicata et génistéine &
catéchine de I’espece P. alba.
e La diversité en phytoconstituants de la partie aérienne de la plante M. spicata et les feuilles de
P. alba confére aux deux plantes étudiées des propriétés antioxydantes remarquables. Les Clso
les plus intéressantes ont été obtenus par les extraits éthanolique;
e [’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits de M. spicata et P.alba, réalisée in-vitro
par la méthode de diffusion de puits sur gélose et des microdilutions en milieu liquide, montrent
que les différentes souches testées présentent des degrés variables de sensibilités vis-a-vis des
extraits. CMI plus de 3,125 mg/mL. Ce pendant, I’activité antifongique de I’extrait éthanolique
de P.alba s’est révélée fort vis-a-vis des souches de moisissures;
Le test hémolyse réalisée par la méthode spectrophotométrique on montré que |’extrait
éthanolique de P.alba ne présentent aucun effet toxique a des concentrations inférieures
a 2,5 mg/mL, lI'accomplissement d'une étude toxicologique est une étape importante afin de
pouvoir cerner tout effet indésirable et mieux identifier les sites d'action des substances actives.
Nous pouvons dire que les espéces Mentha spicata et Populus alba. peuvent étre des sources
gorgées de substances naturelles dotées de propriétés biologiques et thérapeutiques intéressantes.
Ce travail reste préliminaire et ne constitue qu'une premiere etape dans la recherche des
substances responsables des activités biologiques, il est intéressant d'approfondie cette étude par
purification des molécules phytochimiques responsables de ces activités et évaluer leurs effet

anti cancéreux in vivo.
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Annexes N°1 : La préparation des solutions

Solution de ferricyanure de potassium KsFea 1 % :

M¢élanger 1ml de ferricyanure de potassium avec 100ml de I’eau distillée.
Donc : 2,59 250ml de H20.

Solution de TCA a 107 :

Me¢élanger 10g de TCA dans 100 ml de I’eau distillée.

Donc : 25g 250ml de H20.

Solution de FeClza 0,17 :

Melanger 0,1ml de FeClz dans 100ml de ’cau distillée.

Donc : 0,4g 400 ml H20.

Solution tampon phosphate a 0,2M et pH=6,6 :

a. Solution 1 : Na2HPOs — 28,4g + H20 pour compléter 1L.

Donc : 28,4g — 1000ml

X=7,1g — 250ml

b. Solution 2 : NaH2PO4 2H20 — 31,21g + H20 pour compléter 1L.
Donc : 31,21g — 1000ml

X=7,8g — 250ml

En fin, Phosphate buffer a 0,2M et pH= 6,6 est un mélange de solution 1 et solution 2 dont

le volume 37,5ml et 62,5ml respectivement.

Annexes N°2 : Courbes d’étalonnage utilisés pour le calcul des teneurs en phénols totaux,

en flavonoides et en tanins condensés.
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins.

3

2,5

15

Abs 4 700 nm

0,5

¥=5,037x-0,703
R=0,740

0,5 1 1.5 2 2,5

[C] de acide ascorbique (mg/ml)

Figure 4 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique pour le dosage de FRAP.
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Annexes N°3 : Préparation de milieu de culture
Le milieu de culture PDA comporte :

* 200g Pomme de terre

* 20 g glucose

* 20g Agar

* 1L de L’eau distille
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Figure 5: Inhibition des différentes souches en (%) a l'action de différentes concentrations de

I'extrait éthanolique de Populus alba

Annexes N°4 : Extraction de I’huile essentielle de M.spicata par entrainement a la vapeur d’eau

Figure 6: Extraction de I’huile essentielle de M.spicata par entrainement a la vapeur d’eau



