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Résumé 

Dans le cadre de la contribution à la valorisation de la flore algérienne, par la 

recherche d'extraits et composés d'origine végétale à intérêt thérapeutique, nous nous 

sommes intéressés à l'étude phytochimique et microbiologique des extraits de l'espèce 

aromatique Mentha rotundfolia. 

L'analyse phytochimique a mis en évidence la présence des flavonoïdes, des tanins 

catéchiques, des huiles volatiles, et des stérols et stéroïdes au niveau des feuilles et des tiges 

de la plante, avec une faible quantité des saponosides. 

Deux extraits bruts secs ont été préparés, l'un aqueux, l'autre méthanolique, les 

rendements sont respectivement de l'ordre de 32.85 % et 8.01% pour les feuilles et environ 

26.55 % et 5.87 % pour les tiges. 

L'huile essentielle de couleur jaune et à forte odeur issue de la partie aérienne feuilles 

et tiges a été extraite par entraînement à la vapeur d'eau, le rendement étant de 1.7%. 

L'analyse de cette huile essentielle a été réalisée par couplage CG/SM. 14 composés 

représentant 70.91% de l'huile essentielle ont été identifiés principalement les monoterpènes 

oxygénées avec prédominance la pipériténone (33.06%) et la pulégone (17.12%). D'autres 

constituants sont présents en quantités moindres, la pipéritone (9.21%) et la menthone 

(3.31%). Les composés non identifiés représentent 29.09% de la composition de l'huile. 

L'évaluation du pouvoir antimicrobien a été faite pour les extraits méthanolique, 

aqueux et huiles essentielles vis-à-vis de onze souches microbiennes. Les résultats ont révélés 

-- une sensibilité plus importante des souches fongiques à l'huile essentielle par rapport aux 

bactéries, alors que les extraits méthanoliques et aqueux se sont montrés presque inactifs sur 

l'ensemble des germes microbiens testés. 

Mots clés : Mentha rotundfolia,  étude phytochimique, extrait aqueux, extrait méthanolique, 

huile essentielle, CG/SM, analyse microbiologique. 
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Abstract 

As part of the contribution to the development of the Algerian fora, the research extracts 

and plant-derived compounds for therapeutic purposes, we are interested in the phytochemicai 

and microbiological study of cxtracts of aromatic species Mentha rotundifolia 

The phytochemical analysis revealed the presence of flavonoids, catechin tannins, volatile 

oils, and sterols and steroids in the leaves and stems of the plant, with a small amount of 

saponins. 

Two dry crude extracts were prepared, one aqueous and one methanol, yields are respectively 

about 32.85% and 8.01% for leaves and about 26.55% and 5.87% for the stems. 

The essential oil of yellow color and strong odor from the aerial part of leaves and stems was 

extracted by steam distillation of water, the yield was 1.7%. Analysis of the essential oil was 

performed by GC / MS. 14 compounds representing 70.91% of the essential oil were 

identified mainly oxygenated monoterpenes with the predominance piperitenone (33.06%) 

and pulegone (17.12%). Other components are present in smaller quantities, piperitone 

(9.21%) and menthone (3.31%). Unidentified compounds represented 29.09% of the ou 
composition. 

The evaluation of the antimicrobial potency was made for the methanol extracts, essential oils 

and aqueous vis-à-vis eleven microbial strains. The resuits revealed a greater sensitivity of 

fungal strains with essential oil compared to bacteria, while methanolic and aqueous extracts 

have shown almost inactive in ail tested microbial germs. 

Keywords: Mentha rotundifolia, phytochemical study, aqueous extract, methanol extract, 

essential ou, GC / MS, microbiological analysis. 
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-- 	 Introduction générale 

Les herbes et les épices ont été utilisés depuis l'Antiquité pour leur parfum, saveur et des 

propriétés de conservation dans une variété de produits et d'application en particulier pour 

l'industrie pharmaceutique, cosmétique, alimentaire, sanitaire, parfumerie et (Bakkali et al., 

-- 	2008). 

Cependant, il est aujourd'hui un renouveau d'intérêt scientifique de l'usage de ces 

antimicrobiens naturels pour la conservation des aliments. Cela est dû à la forte demande des 

consommateurs pour des aliments plus naturels que possèdent encore une durée de vie longue. 

Depuis de nombreuses années, une variété de composés synthétiques chimiques 

différents a été utilisée comme agents antimicrobiens dans les aliments pour inhiber les 

microorganismes nuisibles et pathogènes. Cependant, le large usage indiscriminé de 

conservateurs chimiques a conduit à un certain nombre de problèmes écologiques et médicaux 

qui, en plus de l'économique considération font qu'il est nécessaire d'adopter des stratégies qui 

soient accessibles, simple demande, et non toxique pour les humains et les plantes (Shukia, et 

aI., 2008). 

Aujourd'hui encore, une majorité de la population mondiale, Environ 80%, profite 

des apports de la médecine traditionnelle à base des plantes reconnaissant ainsi les savoirs 

empiriques de nos ancêtres (El Rhaffari et aI., 2004), Plus particulièrement dans les pays en 

voie de développement ou se soigne uniquement avec des remèdes traditionnels a base de 

plante, l'industrie pharmaceutique moderne elle-même s'appuie encore largement sur la 

diversité des métabolites secondaires végétales pour trouver de nouvelle molécules aux 

caractéristiques biologiques induites. Cette source semble inépuisable puis que seul une petite 

partie des 400.000 espèces connues ont été investiguées en phytochimie et en 

pharmacologie, (Hostettmann et aI., 1998). 

L'Algérie comporte un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité 

dans le nombre et la qualité dans les zones côtières, les massifs montagneux, les hauts-

plateaux, la steppe et les oasis sahariennes : on y trouve plus de 3000 espèces végétales. Parmi 

ces ressources naturelles les plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et 

jouent un grand rôle (Duraffourd et aI., 1997). Par ailleurs, il ya de nouvelles inquiétudes 

concernant la fréquence croissante des nouvelles éclosions de maladies d'origine alimentaire, 

causées par des microorganismes pathogènes (Tajkarimi aL, 2010) et l'émergence de la 

résistance aux micro-organismes qui sont associés aux maladies d'origine alimentaire 

(Gibbons, 1992). Parmi les antimicrobiens naturels , les huiles essentielles et les substances 
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- 	 - 	Introduction générale 

- 	extraites de nombreuses plantes et de fruits, qui ont été signalés est qui détiennes un large 

spectre d'activité antibactérienne (Rota, Carramiflana et aI., 2004; Gulluce et al., 2007; 

- Derwich et aI., 2010), antifongique (Gulluce et aI., 2007 ; Dambolena et al., 2010), 

antiparasitaire ( Bakkali et al., 2008) et insecticide (Burt, 2004; Batish et aI., 2008 ; 

Kordali et al., 2008) ainsi que d'autres activités biologiques (Viuda-Martos et al., 2011). 

Par conséquence, leur utilisation semble être particulièrement importante pour la santé 

- 

	

	publique au développement des pays. Les plantes se défendent par divers moyens physiques 

et chimiques en synthétisant des métabolites secondaires extraordinairement diversifiés. Ces 

- 

	

	derniers sont souvent connus pour leur toxicité pour les herbivores, ils affectent profondément 

le comportement des insectes phytophages. De nombreuses molécules, qui présentent une 

- 

	

	action défensive du végétal contre les ravageurs, ont été identifiées. Ainsi plus de 2000 

espèces végétales dotées de propriétés insecticides ont été répertoriées. Ces Substances 

- 

	

	synthétisés par des plantes appartiennent à des familles chimiques très diverses telles que les 

alcaloïdes, les phénols, les flavonoïdes, les terpénoïdes et les stéroïdes. 

Le présent travail a pour objectif la mise au point des substances à effet antimicrobien 

naturelle d'origine végétale, notamment des huiles essentielles. L'étude de la composition 

chimique et les activités antimicrobiennes en vue d'apporter une contribution à la 

connaissance de l'espèce « Mentha rotundfolia ». 

C'est dans cette optique que notre travail a été subdivisé en trois parties: 

- La première partie, est une synthèse bibliographique qui comporte: 

• Une synthèse bibliographique menée sur l'espèce sélectionnée Me nt ha 

- 	 rotundfolia, appartenant à la famille de lamiacées, 

• Détermination des différents métabolites secondaires et leurs activités 

biologiques. 

- La deuxième partie du travail est expérimentale, elle est consacrée à: 

s La détermination des différentes classes chimiques par criblage phytochimique 

des feuilles et des tiges de Mentha rotundfolia 

• Préparation et détermination des rendements des extraits bruts secs aqueux et 
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méthanolique 

• Extractions des huiles essentielles 

- 	 • Analyse de des principaux constituants de l'huile essentielle par 

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

• L'évaluation in vitro du pouvoir antimicrobien des extraits méthanolique, 

aqueux et huiles essentielles correspondant aux feuilles et tiges de la plante, 

- 	 vis-à-vis de sept souches bactériennes, quatre souches fongiques. 

- 	la troisième partie, sera consacrée à la discussion des résultats obtenus lors de cette 

- 	 étude et notre travail est accompli par une conclusion et des perspectives envisagées. 
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- 	 -- 	 Chapitre I : Synthèse bibliographique 

I. Les Plantes aromatiques et médicinales 

Une plante médicinale est une plante que l'on cultive ou que l'on cueille dans son 

milieu naturel pour ses propriétés médicinales. Le monde végétal est à l'origine d'un grand 

nombre de médicaments, dont environ le quart ou le tiers ont été utilisées par les sociétés à 

des fins phytothérapetique (Delaveau, 1991). 

Dans plusieurs pays en voie de développement, une grande partie de la population fait 

confiance à des phytothérapeutes traditionnels et à leurs collections de plantes médicinales 

pour le soigner. Les plantes aromatiques et médicinales ont eu une infinie diversité d'emplois, 

à signaler le domaine thérapeutique, alimentaire, cosmétique. L'Algérie jouit d'une position 

privilégiée avec une façade maritime longue s'ouvrant sur la méditerranée. Cette position 

géographique particulière confère à l'Algérie une gamme exceptionnelle de bioclimat très 

variées allant de l'humide et de subhumide au saharien et désertique en passant par l'aride, le 

semi-aride et le climat de haute montagne. Tous ces facteurs accordent a l'Algérie une large 

bande de végétation très variée notamment les plantes aromatiques et médicinales dont' 

plusieurs dizaines d'espèces existant à l'état spontané ou cultivé (Gullen et ai., 1986). 

- - 	 II. Généralités sur les Lamiacées 

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae) est une importante 

- famille de plantes dicotylédones dans la flore Algérienne, qui comprend environ 4000 

espèces et près de 210 genres (Naghibi et ai., 2005), d'où notre plante étudié fait partie: 

Mentha rotundfolia .Cette famille comporte aussi de nombreuses plantes exoitées pour les 

essences ou cultivées pour l'ornementation et la plupart de ces espèces sont aussi bien 

utilisées dans la médecine traditionnelle que dans la médecine moderne (Juddet al., 2002). 

La famille des lamiacées englobe une très large gamme de composés comme les 

chaines des terpénoïdes qui sont responsables de l'odeur et la saveur caractéristique des 

plantes, les huiles essentielles, les terpénoïdes, les iridoïdes, les composés phénoliques, et les 

flavonoïdes et plus précisément les courtes chaines (Naghibi et al., 2005). 

II.!. Généralités sur les menthes 

La menthe vient du Latin «Mentha» qui dérive lui-même du grec « Minhé »c'est l'une des 

plantes médicinales les plus célèbres pour ses propriété médicales et thérapeutiques. En chine 

elle a été cultivée depuis les antiquités, spécialement pendant la dynastie de Ming (1368-

1644) (Dai, 1981), elle a été citée aussi dans la pharmacopée. 
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islandaise du 13cme  siècle. Les feuilles, les fleurs et les tiges de mentha sont souvent 

utilisé comme tisanes ou sous forme d'additifs pour beaucoup de nourritures à l'arome et la 

flaveur (Kothari et Sngh, 1995 ; Moreno et al., 2002). 

11.2. Description botanique et systématique de la plante 

4. Nom vernaculaire 

Domrane, chachatro , timarssat 

Menthe de cheval, menthe odorante, menthastre, menthe simple (Eberhard et al., 2005) 

4. Classification des lamiacées selon 

Quezel et Santa, (1963) 

Règne: Végétal 

Embranchement: Phanérogames 

Sous-embranchement: Angiospe 

Classe: Dicotylédones 

Sous classe : Gamopétales 

Ordre: Lamiales 

Famille: Lamiaceae 

11.3. Distribution et habitat 

Classification selon 

APG III (Dupont et Guignard, 

Embranchement: Spermaphytes 

Sous embranchement: Angiospermes 

Classe: Eudicots 

Sous classe: Euastéridées I 

Ordres : Lamiacées 

Genre: Mentha 

Espèce: Mentha rotundfolia L 

Appelée aussi la menthe à feuilles rondes, c'est l'une des plantes vivaces, espèces communes 

des ruisseaux, fossés, bords d'eau, prairies humides, bords de chemins, sentiers ombragés 

jusqu'a' 1600 m (Globel et al., 1995). Le genre Mentha est principalement distribué dans les 

régions tempérées et sub-tempérées du monde Eurasie, Australie, Afrique, Amérique du 

nord (Bhat et al., 2002). 

11.4. Présentation 

Mentha rotundifolia, est un hybride de Mentha longolia et de Meniha suaveolens 

(Kokkini et al., 1988 ; Lorenzo et al., 2002) alors que pour d'autres auteurs Mentha 

roiundfblia et Ment ha suaveolens correspondent à la même espèce (Hendriks et al., 1976). 
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- 	Elle ne pose pas de problème de détermination en raison de 

la forme de ses feuilles rondes (Figure 1). 

+ Description botanique 

M. rotundfolia  L. est une plante vivace de 10 à 80 cm de 

hauteur. Tiges en partie couchées, fleurissant abondamment 

dès le 1/3 inférieur. Petites feuilles rondes (1 à 2 cm) 

épaisses et ridées en réseau, comme gaufrées, recouvertes 

de poils blanchâtres, douce au toucher et ramifiés. Fleurs 

petites avec de couleur; blanc ou rose, regroupées en 

grappe serrées, dressées à l'aisselle des feuilles Figurel: Mentha rotundifolia L. 

Revu; Tela botanica 

Elles forment un tube étroit, rose, inséré dans un calice vert 	à 5 dents. 

- La période de floraison s'étend de juillet à septembre. Comme toutes les menthes, elle dégage 

une forte odeur caractéristique qui chez cette plante rappelle la pomme (Simandi et aL, 1993) 

Les plantes se défendent par divers moyens physiques et chimiques en Synthétisant des 

métabolites secondaires extraordinairement diversifiés (alcaloïdes, les phénols, les 

flavonoïdes, les térpénoïdes, les stéroïdes, les huile essentiel.. .etc.). De nombreuses 

molécules, qui son dotées d'action antimicrobiennes, ont été identifiées. Ainsi plus de 30000 
• 	

structures caractérisées ont été répertoriées. 

Les plantes aromatiques et médicinales constituent une véritable banque de donné sur ces 

molécules chimiques. 

11.5. Propriétés thérapeutiques 

La menthe s'utilise contre la fièvre, la faiblesse, la toux, les nausées, les maux de 

l'estomac, la mélancolie, les maladies de poitrines, l'hystérie, les troubles de la vue, 

(Garnier et aI., 1961), elle présente aussi des propriétés médicales, on cite à titre d'exemple: 

- stimulante du système nerveux, tonique, stomachique, antiseptique, analgésique, vermifuge 

(Bezager et aI., 1980; Singh et aI., 1983). La menthe évite la formation des toxines est fait 

disparaître l'accumulation des impuretés dans le sang, donne la vitalité à la peau et au visage. 

Aussi la menthe détient un pouvoir bactéricide et antiseptique qui entrave la purification des 

- 	matières intestinales (Bardeau, 1986). 

Les huiles essentielles extraites possèdent des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes 

(Economou et aI., 1991; Kaur et Kapoor, 2002 ; Daferera et aI., 2003). 
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111. Travaux antérieurs 

La plus part des travaux effectuées sur M rotundfolia L. visent a déterminer la 

- composition phytochimique est plus spécialement des huiles essentielles de différents zone 

dans le monde (Hendricks et Van, 1976; Veskutonis, 1996; Daniel, 2002; Gulluce et al., 

2007, Brada, 2007). 

Aussi il ya l'étude faite par (Djenane et al., 2012) sur la caractéristique antioxydants et 

antimicrobienne des huiles essentielles de M. rotundfolia. 

On note aussi les travaux faits par (Benayad, 2008) sur l'effet insecticide de l'huile 

- 	essentielle de M rotundtfolia. 

IV. Principales substances actives végétales 

Chaque espèce végétale contient un certain nombre de substances, lesquelles issue de 

métabolisme et s'élaborent comme produit secondaire. Les métabolites secondaires sont des 

produits à structure chimique souvent complexe, on recense plusieurs milliers de métabolites 

(au moins 30000 structures caractérisées) et sont groupées selon leur appartenance chimique 

(Judd, 2002). Parmi ces substances on trouve les composés phénoliques, les flavonoïdes, les 

tanins, les saponosides, les huiles essentielles et les alcaloïdes qui ont des intérêts multiples 

mis à profit dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique 

Il est important de connaître la composition chimique des plantes pour expliquer le mode 

d'action sur l'organisme (Iserin, 2001). 

IV. 1. Les composés phénoliques 

IV.!.!. Définition 

Se sont des composées qui présente des propriétés biologiqu intéressantes: 

- 	antioxydantes anti-inflammatoires, antiseptiques, anti radicalaire et immunostimulantes 

(Bruneton, 1993). 

Ces dérivés non azotés dont le ou les cycles aromatiques sont à l'origine de deux 

grandes voies métaboliques : la première voie du shikimate et celle de l'acétate (Bruneton, 

1999). La double origine synthétique et à 1' origine de la diversité structurale des composés 

phénoliques. Elle augmente souvent avec la participation simultanée du shikimate et l'acétate 

qui est achevée par la synthèse de composés mixtes (stiblène, xanthones, flavonoïdes). 

Dans les plantes et dans les aliments d'origine végétale Plusieurs milliers de polyphénols ont 

été identifiés ( Harbone, 1988) . 
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Les ployphénoles ont également un rôle dans le contrôle de la croissance et le développement 

des plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de croissances. (Makoi et 

Ndakidemi, 2007). 

\I.l.2. Les flavonoïdes 

IV 2.2.1. Définition 

Le nom flavonoïde est dérivé du mot « Flavus » en latin, qui signifie la couleur jaune. 

L'intérêt nutritionnel des flavonoïdes date de la découverte de la vitamine C par Szent 

Gyorgyi en 1938 (Bruneton, 1993). 

Ce sont des pigments responsables de la coloration des feuilles, fleurs et fruits il joue aussi 

un rôle important dans l'interaction et l'attraction des insectes pour la pollinisation des plantes 

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 9000 composés naturels du règne végétal 

(Ghedira, 2005) et ils en restes des milliers d'autres à découvrir puisque le squelette des 

fi avonoïdes peut être substitué en différents groupements comme des groupements hydroxy, 

méthoxy, méthyl, benzyl etisoprényl (Beecher, 2003 ; Williams et aI., 2004 ; Kueny-Stotz, 

2008). Ils sont aussi caractérisés par la présence d'une structure phénolique dans leur 

molécule, et même d'une structure flavone ce qui les distingue des autres polyphénols 

(Toufektsian et aI., 2008). 

Les flavonoïdes possèdent un squelette de base à 15 atomes de carbone constitués de 

deux cycles phényles, les cycles A et B, reliés par une chaîne à trois carbones (structure en 

C6-C3-C6) (figure 2). La chaîne en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour 

former le cycle C (Bruneton, 1999). (A et B), reliés par un hétérocycle en C3 (Figure2) 

OH 
OH 

OHO 

Figure 2 Structure de base des flavonoïdes (Brunneton, 1999; Pietta, 2000) 
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IV.1.2.2. Propriétés biologiques des flavonoïdes 

Les flavonoïdes ont suscité l'intérêt scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord à 

cause de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs rôles dans la 

pigmentation, mais aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des 

plantes (Manach et aI., 2004). Ils ont également pour fonction de protéger ces dernières 

contre les pathogènes d'origine virale ou bactérienne, les prédateurs comme les insectes 

(Bravo, 1998). 

Plus particulièrement, les flavonoïdes sont impliqués, chez les plantes, dans le 

transport d'électrons lors de la photosynthèse et ils jouent un rôle de protection contre les 

effets néfastes des rayons ultraviolets en agissant comme antioxydant (Havsteen, 2002). 

Les flavonoïdes parviennent à capturer les espèces réactives de l'oxygène associées au 

stress oxydatif, les empêchant ainsi de créer des dommages cellulaires. En effet, ils sont 

capables d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grâce à leur groupement hydroxyle 

fortement réactif. Ils inhibent aussi l'oxydation des Lipoprotéines de basse densité (LDL) et, 

de ce fait, peuvent prévenir l'athérosclérose et diminuer les risques de maladies 

cardiovasculaires (Tu et al., 2007). 

IV.3. Les tanins 

IV.3.I. Définition 

Les tanins sont parmi les substances qu'on retrouve généralement dans l'ensemble des 

plantes et dans tous les compartiments (racine, tige, écorces, feuilles,) Se sont des composé 

phénoliques hydrosoluble, tirent la plus part de leur propriétés par la grande affinités de 

formé des complexes avec des macromolécules tel que les protéines et la liaison avec des 

fibres de collagènes (Paolini et al., 2003). Malgré La variabilité de Leur structure chimique 

une partie en commun est toujours présente, qui est de nature polyphénolique. 

Habituellement en distingue deux catégories de tanins, différent par leur structure et 

l'origine biosynthétiques (Paolini et al., 2003). 

+ Les tanins hydrolysables 

Appelés aussi pyrogallique sont des polyesters de glucides esters d'acides phénols 

(acide gallique ou ellagique) (Bruneton, 1999) (Figures 3,4). 
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loi 

/ 	 OH 

 0 	OH 

o 
Figure 3 Acide ellagique 

O 0H 

HO 	OH 

OH 

Figure 4 : Acide .galique 
(Ac 3,4,5-trihydroxybenzolque) 

• Les tanins condensés: 

0u proanthocyanidols ou tanins cathéchiques (Figure 5) présente une Différence 

fondamental des tanins galliques, leur structure se rapproche plus des Polymères 

- - flavanoliques, constitués d'unités de flavan-3-ols liées entre elles par des Liaisons carbone-

carbone le plus souvent C4-C8 ou C4-C6 tel la catéchine ou l'épicatéchine. (Bruneton, 

1999). 

OH 

HO O 	
OH 

OH 

OH 

Figure 5: Structure chimique de la catéchine 

IV.3.2. Propriétés biologiques des tanins 

Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes ils ont, une propriété 

exceptionnels car ils favorisent la régénération des tissus et a la cicatrisation en cas de 

blessure superficielle ou de brûlure, de plus ils ont un effet antiseptique, (Bruneton, 1999) 

Ils jouent aussi un rôle dans l'inhibition enzymatique; pour les végétaux en leur 

conférant une protection contre les prédateurs (herbivores et insectes). La propriété 

astringente des tanins est à la base d'autres propriétés ; vulnéraire, antidiarrhéique, 
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l'imperméabilisation de la peau et des muqueuses, favorisant ainsi la vasoconstriction 

des petits vaisseaux (Paolini et aI., 2003). 

En outre, les tanins ont un très grand pouvoir antibactérien (Bassene et aI., 1995 ; 

Baba Moussa, 1998 ; Kolodziej, 1999), antiviral (Nonaka et aI., 1990; Pousset et aI., 1993 

Hong et aI., 2000), antinflammatoire (Mota et aL, 1985) et une activité antimutagène (Kaur 

aI., 2000). 

Les plantes riches en tanins sont utilisées dans les cas de rhume, de maux de gorge, les 

problèmes de sécrétions trop importantes, les infections internes ou externes, blessures, 

coupures et brûlures (Bruneton, 1999). 

IV.4. Les coumarines 

Les coumarines ou glucosides lactoniques sont isolé la première fois en 1820 à partir de 

la fève tonka (Dipteryx odorata Willd, Fabaceae). Ces substances qui se trouvent dans de 

nombreuses espèces végétales possèdent des propriétés très diverses. 

Dérives des acides hydrosycimnnamique par cyclisation interne de la chaine latérale et 

certaines formes complexe (Figures 6). Les coumarines ont des propriétés due principalement 

à la fonction lactone (Namba et al., 1988 ; Houit et paya, 1996). 

L'intérêt pharmacologique des coumarines est limité, certaines sont considérées comme 

vasculorotectrices et veinotoniques (Bruneton, 1999; Lucienne, 2010). Les coumarines sont 

cabale aussi de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capté les radicaux 

libres (Igor, 2002). 

- 

Figure 6: Structure chimique des coumarines (Dean, 1963) 

IV.5. Les anthocyanes ou anthocyanosides 

Les anthocyanes sont des pigment qui colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose 

ou orange de la plus part des fleurs et des fruits , ils sont issus du métabolisme des 

flavonoïdes, ces pigment excisent sous forme d'hétérosides (les anthocyanosides) et leur 

génines (Les anthocyanidols). Comme beaucoup d'autres composés phénoliques, les 

-- 

	

	anthocyaniques se comportent comme des piégeurs de radicaux libres (Jackman et Smith, 

1996). 
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Parmi les activités les plus connues des anthocyanosides c'est l'inhibition, des enzymes 

protéolytiques de dégradation du collagène, ce qui explique leur propriétés vasorotectrices et 

antioedémateuse pour cela ils sont fortement proposées pour les traitements des troubles liés 

a l'insuffisance veineuse et à a la fragilité capillaires (diminution de la perméabilisées des 

capillaires et augmentent leur résistance) (Buruneton, 1999). 

IV.6 .Les composés terpéniques 

IV.6.1. Les huiles essentielles 

IV.6.1.1 Définition 

Ce sont des extraits volatiles et odorants que l'on extrait de certains végétaux par 

distillation à la vapeur d'eau pressage ou incision des végétaux qui les contiennent (AFNOR, 

1998). Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme sous produits du 

métabolisme secondaire. Les huiles essentielles sont des composés liquides très complexes. 

Elles ont des spécificités et des modes d'utilisation particuliers qui ont donné naissance à une 

nouvelle branche de la phytothérapie: l'aromathérapie. Du point de vue chimique, il s'agit de 

mélanges extrêmement complexes. Les Huiles essentielles (HE) sont constitues de différents 

composants terpènes, esters, cétones, phénols, et d'autres éléments (Allinger et al., 1979). 

Les HE doivent leur nom à ce qu'elles sont très réfringentes, hydrophobes et lipophiles. 

Elles ne sont que très peu solubles ou pas du tout dans l'eau et on les retrouve dans le 

protoplasme sous forme d'émulsion plus ou moins stable qui tende à se collecter en 

gouttelettes de grosse taille. Par contre, elles sont solubles dans les solvants des lipides 

(acétone, sulfure de carbone, chloroforme, etc.) et, à l'inverse des glycérides, dans l'alcool 

(Binet et al., 2001). 

Contrairement aux autre huile grasses qui, habituellement dissoutes dans les essences 

laissent une tache transparente sur le papier, les HE disparaît rapidement car les essences 

végétales sont très volatiles, grâce à cette propriété, les essences végétales diffusent 

rapidement au travers des épidermes, même pour des cuticules épaisses et se répandent dans 

l'atmosphère, ce caractère et associé à l'odeur très prononcée, et souvent agréable qui les 

rend responsables de l'odeur caractéristique de nombreux végétaux odoriférants (Binet. et al., 

2001). 
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IV.6.1.2. Répartition et localisation 

Les huiles essentielles sont rencontrées dans diverses familles botaniques, elles sont 

largement répondues dans le monde végétal et se trouvent en quantité acceptable, chez 

environ 2000 espèce, repartie en 60 familles (Richter, 1993). 

Ces essences se localisent dans toutes les parties vivante de la plantes, dans une même 

plante, ces huiles peuvent excitées a la fois dans différent organe, ou la composition chimique 

peuvent varie d'un organe a un autre, les essences sont vaporisées de façon continue au cours 

de leur formation (Binet et aI., 2001). 

Ces composés aromatique sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur 

presque toutes les parties de la plante, au sein du cytoplasme de certaines cellules ou elles se 

rassemblent sous forme de petites gouttelettes, ensuite elles sont stockées dans des cavités, 

les cellules sécrétrices sont souvent localisées sur ou à proximité de la surface de la plante ce 

qui facilite leur émission (Brunuton, 1990). 

IV.6.1.3. Rôles des huiles essentielles chez les plantes 

Les HE ont des fonctions multiples dans la nature, actuellement, il est difficile de 

précisé dans tous les cas, néanmoins qu'il semble probablement qu'elles aient un rôle 

écologique, car dans les régions désertiques, elle conserve l'humidité autour de la plante ce 

qui empêche la température d'augmenter d'une manière excessive pendant le jour et de 

baisser au cours de la nuit (Belaiche, 1979). 

En effet expérimentalement, il a été établi qu'elle exerce des interactions sur les 

végétaux et sur les animaux, ainsi elle constituent un moyen de communication (Bruneton, 

1993), certaines essences attirent les insectes et favorisent la pollinisation tandis que d'autres 

servent a la défense des plantes contre des prédateurs (herbivore, insectes, micro-organismes) 

(Capo et aI., 1990). 

Toute fois la fonction des essences au sein des plantes reste encore un phénomène assez 

obscur (Rai et al., 2003). 

IV.6.1.4. Composition chimiques des huiles essentielles 

La composition des HEs est généralement très complexe, à la fois par la diversité 

considérable de leurs structures et par le nombre élevé des constituants présents, ces derniers 

appartenant à deux grands groupes. 
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4. Le premier groupe est celui des terpenoides, ce sont des hydrocarbures de structures 

très diverses (acycliques, monocyclique, bicyclique) constituant une chaine plus au moins 

longue. Les molécules de cette famille sont formées de l'assemblage de deux ou plusieurs 

unités isoprénique (figure 7), unité composé de cinq carbones isoprénique de formule brut (C 5  

H8 ) (Allenger et aL, 1975), sur ce squelette de base se trouve souventprésent un ou plusieurs 

sites fonctionnel semblable ou différent. 

La majorité des sites fonctionnels sont des sites oxygénés avec un ou plusieurs atome 

d'oxygène et pour quelque groupes fonctionnels azoté ou soufré. Selon le nombre de résidus 

isoprènes que groupent les composés terpéniques, on distingue souvent des terpènes simple ou 

monoterpènes (C 1 0H 10), des sesquiterpènes (C 15H24) et rarement en trouvent des diterpènes 

(C20H32 ). 

H3C 

N 
CH=CH2 

H 2C 

Figure 7: Unité isoprènique 

4. Le second groupe et celui des composés aromatiques dérivés de phénylepropane qui 

sont moins fréquent que les terpènoides (Sovoboda et Hampson, 1999). 

Entre ces deux catégories de composés, il existe naturellement d'autre corps qui entre en 

faible proportion dans la constitution de certaines essences (esters, aldéhydes, alcools...) 

(Bruneton, 1993). 

IV.6.1.5. Propriétés et utilisation 

Les HE contenues dans les herbes aromatiques sont responsables des différentes senteurs que 

dégagent les plantes. Elles sont très utilisées dans l'industrie des cosmétiques, de la 

parfumerie, l'industrie alimentaire (les arômes) et aussi de l'aromathérapie. Cette dernière se 

veut une technique thérapeutique par le massage, les inhalations ou les bains tout en utilisant 

les HE. Respirer une odeur agréable, celle d'une rose ou d'un fruit bien mûr procure une 

sensation de bien être (Blayn, 1980; Maach et Jemalia, 1986). Respirer l'cd.ur agréable 

d'une HE procure une sensation de bien être doublée d'un effet sur la santé. En effet, toutes 
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les HE ont une ou plusieurs vertu(s) particulière(s). Des mélanges des HE destinés à être 

diffusés sont conçus par exemple pour créer une synergie entre les huiles et exercer un effet 

sur l'organisme et le cerveau. Lorsqu'on sait que les odeurs que l'on perçoit sont recueillies 

dans le cerveau par l'hémisphère relié aux émotions, on comprend mieux l'impact que 

peuvent avoir ces huiles. Ces HE agissent selon leur tropisme ; ce terme signifie que chaque 

huile exerce ses pouvoirs curatifs sur un organe ou une zone en particulier, ces substances 

volatiles pénètrent dans les tissus et l'organisme. Par exemple, l'HE de basilic est 

particulièrement actif au niveau de la digestion. Celle de Cyprès améliore la circulation. Il est 

donc très important de se renseigner sur les effets thérapeutiques des HE car leur usage peut 

comporter des inconvénients. Par exemple, une HE de menthe des champs est indiquée pour 

- stimuler les personnes fatiguées, elle soulage les douleurs névralgiques mais ne doit jamais 

être utilisée dans un bain, sous peine d'irritation sérieuse de la peau. Outre ces propriétés 

principales, elles ont toutes une vertu (Blayn, 1980; Maach et Jemali, 1986). 

IV.6. 1.6. Autres propriétés 

Antibactérienne 

En phytothérapie les 1-JE's sont utilisées contre les maladies infectieuses d'origine 

bactérienne, comme les bactéries endocanalaires . Elles représentent aussi des propriétés 

cytotoxiques qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants entant qu'agents 

antimicrobiens à large spectre (Billerbeck, 2007). Cette activité antimicrobienne est 

principalement en fonction de leur composition chimique, et en particulier de leurs composés 

volatils majeurs (Mebarki, 2010). Les plantes aromatiques, les épices et leurs HE's sont 

utilisées depuis des siècles dans la préparation alimentaire non seulement pour la flaveur 

qu'elles apportent, mais aussi comme conservateurs, pour empêcher le développement des 

contaminants alimentaires (Mebarki, 2010). 

4 Antivirale 
Les virus donnent lieu à des pathologies très variées dont certaines posent des 

problèmes non résolubles aujourd'hui, les HE constituent une aubaine pour traiter ces fléaux 

infectieux, les virus sont très sensibles aux molécules aromatiques (Roger, 1984). 

Antifongique 

Les HE sont utilisés contre la microflore d'origine fongique comme les drmatophytes, 

les moisissures allergisantes ou les champignons opportunistes (Billerbeck, 2002). 
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Les mycoses sont d'une actualité criante, car les antibiotiques prescrits de manière 

abusive favorisent leur extension, avec les HE on utilisera les mêmes groupes que ceux cités 

plus haut, on ajoutera les sesquiterpéniques et les lactones sesquiterpéniques. Par ailleurs, les 

mycoses ne se développent pas sur un terrain acide. Ainsi il faut chercher à alcaliniser le 

terrain (Singh, 1983). 

4- Antiparasitaire 

Le groupe des phénols possède une action puissante contre les parasites (Singh et ai., 1983). 

4- Antiseptique 

Les aldéhydes et les terpènes sont réputés pour leurs propriétés désinfectantes et 

antiseptiques et s'opposent à la prolifération des germes pathogènes (Singh, 1983). 

4- Effet insecticide des HE 

Depuis que les grains sont stockés par l'homme, le problème de leur conservation est 

posé. 

L'effet consiste à mettre hors d'atteinte des intempéries, des déprédateurs et des parasites, des 

masses de grains plus ou moins importantes pour des durées variables. Le stock de céréales 

constitue une entité formée d'une part de la céréale à stocker et d'autre part de 

l'environnement dans lequel il évolue et où il subit diverses agressions. Ces agressions 

d'origines biologiques sont dues à des êtres vivants (rongeurs, oiseaux, insectes, acariens et 

microorganismes). Ce sont les insectes et les acariens en particulier, qui causent le plus de 

dégâts aux denrées stockées. L'HE de Mentha rotundifolia s'est révélé toxique pour les 

insectes plus particulièrement les espèces de Coleopieres (Fournier, 1948). 

IV.6.1.5 Origine biosynthétiques des terpènes 

Les principales étapes de la formation des terpènes sont (figure 8) 

L'auto-condensation de l'acétyl-coenzyme A: ce dernier est condensé avec 

une autre molécule de même type qui conduit après réduction et hydrolyse à l'acide 

mévalonique. 
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> 	l'acide mévalonique est activé enzymatiquement par phosphorylation, fourni 

le pyrophosphate est donne du phosphate d'isopentén,-3-yle (PPi3) par une réaction 

d'élimination et de décarboxylation 

une fraction PPi 2  est isomerisé enzymatiquement en pyrophosphate de 

dimétylallyle l'action de PPi 3  sur PPi2  conduit par une liaison tète-queue de pyrophosphate de 

géranyle (PPG). Pour M rotundfblia : L'analyse qualitative de l'huile essentielle de M. 

rotundfo1ia montre la présence des composés réunis dans le Tableau 5 ci-dessous, qui 

contient des monoterpènes, des sesquiterpènes et d'autres composés organiques. A partir de 

notre spectre, on voit bien que les monoterpènes sont plus volatiles que les sesquiterpènes. 

10J4 	 phosphatedegeyle9 

PPP Synthase 

j1pyrophosphate  de 
	 Squaléne 

iDitqéne(20 
 1 

	

de ryéryle 	rtne(30)j 

f(PPI3)ri 

Figure 8 : La Biosynthèses des différents terpènes chez les plante (Dubey et aI., 2003) 
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IV.6. 1.6. Activité liée à la composition chimique (notion de chemotype) 

Une même plante aromatique présentera une composition différente en 11E, suivant les 

parties utilisées, la période de cueillette, la localisation géographique et même suivant le 

protocole d'extraction ou le mode d'utilisation (Iserin, 2001). C'est la notion de chemotype 

qui présente de grandes variabilités, quantitatives et qualitatives et qui explique les 

divergences des résultats rapportés pour une plante donnée (Garreta, 2007). 

Le principal facteur modulant le spectre d'activité des J-TE est le type et la structure 

moléculaire des composants actifs présents dans les HE ; ainsi in vitro on observe une activité 

antimicrobienne plus élevée des terpènes oxygénés en comparaison x terpènes à 

hydrocarbures. (Dorman et Deans, 2000). La structure moléculaire semble présenter un rôle 

aussi important que le degré d'oxydation de la molécule de terpène : la caractéristique 

lipophile du squelette hydrocarboné ainsi que la propriété hydrophile des groupes fonctionnels 

sont déterminantes vis-à-vis de l'activité antimicrobienne des terpénoides (Dorman et Deans; 

2000). Sur cette base l'ordre de l'activité antimicrobienne de ces composés est le suivant 

(Ouraini et al., 2007; Bekhechi et al., 2008). 

Phénols >Alcools> Aldéhyde> Cétones> Oxydes> Hydrocarbure> Esters. 

Le pouvoir antimicrobien des HE est probablement en rapport avec leur fort contenu 

phénolique, (Sokmen et al., 2007), mais les phénols ne sont pas les seuls responsables de 

l'intégralité de l'activité, la totalité de la composition chimique devant être prise en compte 

(Cosentino et aL, 1999; Lahlou, 2004) a montré que les activités antimicrobiennes 

antivirales, insecticides, larvicides des extraits totaux des HE sont supérieures à celle des 

composés majoritaires testés séparément .Ces données ont été confirmées par (Rota et al., 

2008) dans une étude in vitro sur les microbes pathogènes isolés des aliments. 

IV.6.2. Les saponosides 

IV.6.2.1 Définition 

Les saponosides dérivent du mot latin « sapon ». Comme le savon Se sont des hétérosides à 

aglycones de structure stéroïde ou triterpénique (Robinet, 1951). Souvent amers, amphiphiles 

aux propriétés tensioactives utilisées dans la fabrication de détergents 
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aussi ils sont solubles dans l'eau qui leur permet le contrôle de la stabilité membranaire 

des cellules. 

IV.6.2.2. Propriétés biologiques des saponosides 

Les saponosides ont une activité expectorante, ils rendent un peu moussant la 

muqueuse des bronches inflammatoires et facilitent l'expectoration. De plus, ils sont de 

puissants hémolysants, ils possèdent également des propriétés édulcorantes, largement 

utilisées dans l'industrie agro-alimentaire (Bruneton, 1999). 

D'autre part les travaux de (Steinmetz et al., 1993) ont mis en évidence l'activité 

antifongique, antibactérienne et antitumorale de saponosides triterpéniques extraits du lierre 

sur les levures et les dermatophytes. En peut classer les saponoside en deux groupes 

•:• les saponosides à génine triterpenique; 

•:• les sapnosides à génine Steréoidique (Bruneton, 1999). 

IV.6.3.Les stérols et stéroïdes 

Ce sont des composés terpéniques se présentant sous forme d'alcool libre ou sous 

forme d'esters associés par le glucose (Linden et Lovient, 1994). Ils jouent un rôle important 

dans la qualité des graisses et les huiles (Kamm et Dionisi, 2001). 

Ils sont indispensables pour couvrir les besoin dans l'industrie pharmaceutique 

spécialement en médicaments stéroïdique, ils sont aussi utilisés dans divers domaines 

antiviraux, insecticides et analgésiques (Connolly et Hill, 1991). 

IV.6.4.Alcaloïdes 

IV.6.4. I .Définition 

Les alcaloïdes sont des molécules d'origine naturelle, on les trouve chez les végétaux, 

mais aussi chez les animaux et dans certains micro-organismes. La majorité est des 

hétérocycles azotés sauf pour quelques substances dans les quelles l'azote est extra cyclique 

(c'est le cas de la colchicine et de l'éphédrine par exemple). Il se trouve à l'état de sel 

biosynthétiquement formé à partir des acides aminés Il existe plus de 6000 alcaloïdes mais ce 

nombre augmentation constamment (Judd et al., 2002). 

IV.6.4.2. Propriétés biologiques des alcaloïdes 

Les alcaloïdes représentent un groupe hétérogènes ils sont généralement de goût amer 

(Bruneton, 1999). Se sont des substances intéressantes par leur activité pharmacologique 
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dans des domaines varies, Ils agissent directement sur le système nerveux avec des 

effets sur la conscience et la motricité. L'action sur le système nerveux peut aller jusqu'à une 

action antispasmodique, et mydriatique, anesthésique locale ou analgésique et narcotique. 

Les alcaloïdes sont aujourd'hui nommés d'après la plante qui les a fournis, toujours avec une 

terminaison "me" (Bruneton, 1999). 

IV.6.4.3. Définition de l'aromatogramme 

L'aromatogramme est une méthode qui se réalise in vitro, basée sur une technique 

utilisée en bactériologie médicale, appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu 

gélosé ou encore méthode des disques. Le contact se fait par l'intermédiaire du disque de 

papier sur lequel on dispose une quantité donnée des extraits de plante. Cette méthode a 

l'avantage d'être d'une grande souplesse dans le choix des antibiotiques testés, de s'appliquer à 

un très grand nombre d'espèces bactériennes, et d'avoir été largement évaluée par 50 ans 

d'utilisation mondiale (Fauchère et Avril, 2002). L'aromatogramme se réalise aussi sur un 

milieu liquide par la méthode des disques (Belaiche, 1979). 

V. Méthodes d'analyses chromatographiques 

V.1. Introduction 

L'analyse des huiles essentielles reste une étape importante qui, rnigré les progrès 

constants des différents techniques de séparation est d'identification, demeure toujours une 

opération délicate nécessitant la mise en oeuvre simultanée ou successive de diverses 

techniques. 

Elle est basée sur la purification des constituants par différents méthodes 

chromatographiques: citons l'exemple de chromatographie sur couche minces (CCM), 

chromatographie liquide haute performances (HPLC), chromatographie phase gazeuse (CPG), 

spectrométrie de masse (MS) (Cooper, 1980; Silverstein et al., 1990). 

V.2. La chromatographie en phase gazeuse(CPG) 

Le CPG est une méthodes usuelle des huile essentielles 	(figure 9), c'est une 

techniques de séparation qui s'applique aux composés gazeux ou susceptibles d'être vaporisé 

par chauffage sans décomposition (Arpino et al., 1995) , c'est une analyse quantitatives des 

résultats obtenu à partir d'un volume d'injection réduit. 
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La particularité de CPG, est l'inertie de la phase mobile (Azote, hélium,...), qui ne 

joue le rôle que d'un vecteur. La séparation dépend donc uniquement à l'interaction des 

analytes et la phase stationnaire qui peut être de plusieurs types (Judeinstein et al., 1999; 

Rogalska et al., 2001). Malgré tout ceci ne peut suffire pour une bonne identification, sans 

l'apport du couplage entre le CPG est une technique d'identification spectroscopique en 

général la spectroscopie de masse (CPG/MS) qui est applicable pour un grand nombre de 

substance organiques, aussi bien gazeux que liquide. 

Gaz vecteur 

Chambre d'injection 	
J Détecteur 

[J 
Amplificateur 

Contrôle   

Four 

Intégrateur 

Ventilateur 	 () 	e nre 	ur 

Colonne analytique 

Figure 9 : Schéma d'un chromatographe en phase gazeuse 

V.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectroscopie de masse 

Cette technique permet d'obtenir à la fois des temps de rétention des constituants 

volatiles de l'échantillon pour un programme donné et leur spectre de masse (Figure 10) , il 

permet de connaitre dans la majorité des cas la masse moléculaire d'un composé et d'obtenir 

des informations structural relatives a une molécule a partir de sa fragmentation , ces 

molécules son bombardée a l'aide d'électrons, conduisant ainsi à la formation des ions en 

phase gazeuse, qui sont en suite diriges vers la partie analytique de l'appareil ( Longevialle, 

1981 ; Constantin, 1996). 
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Pompe primaire 

Colonne çapi]1ire 	Le de transfère 

I::: - 

 

Pompe secondaire 

Chromatographe en phase gaze*e 	Spectromètre de niasse  

Figure 10: Schéma d'un couplage CPG/SM 
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Chapitre II Partie expérimentale 

I. Matériel végétal 

Li. Origine géographique et période de récolte de la plantes 

L'espèce sélectionnée Mentha rotundifolia a été récoltée au mois de mars avant 

floraison dans la région de Meftahia à environ 20 Km au nord ouest de la wilaya de Tlemcen 

(Algérie) (Figure!!). Cette espèce est très utilisée par la population locale. La situation 

géographique et les coordonnées de site de prélèvement sont présentées dans le tableau 

suivant(Tableaul). 

Tableau 1: Situation géographique de site de prélèvement 

Région latitude longitude Etage bioclimatique 
Meftahia 34073 1060 Subhumide inférieur à 

climat tempéré 

1.2. Identification botanique 

L'espèce à été identifié par le professeur Benabadji N. du laboratoire d'écologie et 

gestion des écosystèmes naturels, université de Tlemcen. 

1.3. Préparation des échantillons 

La plante récolé et trié, ensuite les feuilles et les tiges sont isolées séparément puis 

séchées à l'air libre, à l'ombre et à température ambiante pendant huit jours, après ils sont 

broyées au mortier. 

- 	 Ces poudres résultantes sont Conservées dans des bocaux en verre, hermétiquement 

fermés et conservées à basse Température au congélateur. Ces poudres seront soumises à 

- 	des tests qualitatifs afin de détectés la présence des différentes classes de composés chimiques 

dans l'espèce Mentha rotundfo 1ia. 
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II .Tests phytochimiques 

L'espèce sélectionnée fait l'objet d'une étude phytochimique qui consiste à détecter les 

différents composés chimiques existant dans la plante. Trois solvants de polarités différentes 

(eau, éthanol, éther diéthylique) ont été utilisés, au cours de ces tests qui sont basés sur des 

essais de solubilité, des réactions de coloration et de précipitation ainsi que des examens en 

lumière ultraviolette. 

II.!. Epuisement du matériel végétal avec de l'eau à chaud 

50 g de matériel végétal broyer est mis en contact avec 300 ml d'eau dans un ballon 

monocol surmonté d'un réfrigérant. L'ensemble est porté à reflux pendant une heure. Le 

mélange est filtré et l'extrait aqueux est soumis aux différents tests (Annexe i)'. 

11.1.1. Amidon 

C'est un sucre complexe sous forme d'homopolymère de D-glucose, il se trouve 

comme substance de réserve principale du règne végétale. 

Le test effectué (Guignard, 1979) consiste à: 

> Chauffer 5 ml de l'extrait aqueux avec 10 ml d'une solution de Naci saturée dans un 
bain Marie jusqu'à l'ébullition; 

> Ajouter le réactif d'amidon qui est l'eau iodée. 
Un test positif est révélé par l'apparition d'une coloration bleue violacée 

11.1.2. Saponosides 

Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse (Bruneton, 1999). Leur 

détection est réalisée en ajoutant 1 ml d'eau à 2 ml de l'extrait aqueux, après une forte 

agitation d'une minute, le mélange est laissé pendant 20 minutes et la teneur en saponosides 

est évaluée par la mesure de la hauteur de la mousse: 

•• Pas de mousse = test négatif (-) 

+ Hauteur de mousse moins de 1cm = test faiblement positif (+) 
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+ Hauteur de mousse de i à 2cm = test positif (++) 

• Hauteur de mousse plus de 2cm = test très positif (+++) 

11.1.3. Les tanins 

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, à imi de l'extrait aqueux, Imi 

d'eau distillé et I à 2 gouttes de solution de FeCL diluée à 1%. L'apparition d'une coloration 

verte foncée ou bleu-verte indique la présence des tanins (Trease et Evans, 1987). 

II .1.4. Les anthraquinones 

La détection des anthraquinones consiste à (Bruneton, 1999). 

• Traiter 1g du matériel végétal avec 10 ml de KOH (0,5N) et 1 ml H 202  dilué à 5%; 

• Bouillir et refroidir le mélange; 

Filtrer, puis acidifier le filtrat avec de l'acide acétique; 

. Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de toluène; 

• Agiter l'extrait de toluène en présence de 5 ml de NH4OH; 

Une réaction positive est révélée par formation d'une couleur rouge au niveau de la 

couche alcaline. 

11.2. Epuisement du matériel végétal avec de l'éthanol 

50g de matériel végétal broyer est mise en contact avec 300 ml d'éthanol dans un ballon 

monocol surmonté d'un réfrigérant. L'ensemble est porté à reflux pendant une heure. 

Le mélange est filtré et l'extrait éthanolique est soumis aux différents tests (Annexe II). 

11.2.1. Les flavonoïdes 

La mise en évidence des flavonoïdes consiste à traiter 5 ml de l'extrait éthanolique avec 

I ml d'HCl concentré et 0,5g de tournure de magnésium. La présence des flavonoïdes est 

confirmée par l'apparition d'une couleur rose ou rouge qui se développe après 3 minutes 

(Bruneton, 1993). 
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11.2.2. Les alcaloïdes sels 

Leur détection consiste à (Memelink et al., 2001) 

. Evaporer à sec 20 ml de l'extrait éthanolique; 

Ajouter 5 ml d'HCl (10%) au résidu obtenu, puis chauffer dans un bain marie; 

• Filtrer le mélange et l'alcaliniser avec quelques gouttes d'une solution de NII40H 

(10%) jusqu'au pH 9; 

. Extraire la solution avec l'éther diéthylique, ensuite concentrer à sec; 

s Dissoudre le résidu dans du HC1 (2%); 

• Tester la présence des alcaloïdes par quelques gouttes de réactif de Mayer et Wagner 

afin d'obtenir un précipité blanc et un précipité brun respectivement indiquant leur 

présence. 

11.2.3. Les tanins 

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, à lml de l'extrait éthanolique 

2m1 d'eau et 2 à 3 gouttes de solution de FeC1 3  diluée. Un test positif est révélé par 

l'apparition (Trease et Evans, 1987) 

une coloration bleue-noire indique la présence des (tanins galliques). 

• Une coloration bleue-verte indique la présence des (tanins catéchiques) 

11.2.4. Les anthracénosides, coumarines et anthocyanosides 

Pour mettre en évidence ces composés, il faudra suivre les étapes suivantes (Bruneton,1999) 

Ajouter 15 ml d'HCl (10%) à 25 ml de l'extrait éthanolique; 

• Porter l'ensemble à reflux pendant 30 minutes; 

Refroidir la solution et l'extraire 3 fois avec 15 ml d'éther diéthylique; 

• Ensuite, chacune des ces familles est détectée séparément 

a. Les anthracénosides 

La détection des anthracénosides est réalisée par le réactif de Borntrger, en traitant 8ml 

de la solution extractive éthanolique par ce dernier. Un test positif est révélé par l'apparition 

d'une teinte vive variant de l'orangée-rouge au violet- pourpre (Bruneton, 1999). 
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Annexe IV: Rendement des extraits bruts des feuilles et des tiges deMentharotundfolia 

Extraits Parties Rendements (%) 

Méthanolique 
Feuilles 8.01 

5.87 

Aqueux 
Feuilles 32.85 

Tiges 26.65 

Annexe : Diamètre (mm) des zones d'inhibition de l'antibiotique et du DMSO relatif 

aux différentes souches bactériennes. 

Extrait en flavonoïdes 

I Salmonella Typhimurium 1. 
Stapitytococcus aureus 
Badilus cereus 
Pseudomonas aeniginti 
Enterobacterfaecoiis 
Escherlchia cou 
Klebsieila pneumoniae  

Ciprofloxacine(5pg/disque) I DMSO 

Diamètres des zones d'inhibition (mm) 

27  6 

24  6 

27  6 

11 ______ 6 
31  6 

32 - 	 6 

30 6 



Annexe IV: Rendement des extraits bruts des feuilles et des tiges deMeniharotundifolia 

Extraits Parties Rendements (%) 

Méthanolique 
Feuilles 8.01 

Tiges 5.87 

Aqueux 
Feuilles 32.85 

Tiges  26.65 	 - 



Annexe I: Tests phytochimiques 

Epuisement du matériel végétal avec de l'eau à chaud 

50 g du matériel végétal broyé 	+ 

Epuisement avec eau chaude (300m1) à reflux pendant I heure 

I 
Filtration 

+ 
5m1 de filtrat + solution 	2ml de filtrat + peu d'eau 	1m! de filtrat + 1 m d'eau 
NaC1 saturée 	 + I à 2gouttes FeCI 3  dilué 

I 	 I 
Chauffer au bain-marie 

Réactif d'amidon 

1 
Coloration bleue-violacée 

Agitation forte 

écume persistante en 20min 

+ 
( 

Saponoside 
) 

Coloration verte foncée ou 

bleue-verte 

ÇjAmidon 
1g du matériel végétal 

+lOml KOH (0,5N) +lmI H202 (5%) 

Bouillir queki4es min et filtrer 

Acidifier avec CH 3CO2H 

Extraire la solution acide avec lOmI de toluène 
+ 5m1 de NH40H à'extrait de toluène 

Agitation 

Coloration rouge au iiveau de la couche 
alcmne 



Annexe 111: Tests phytoehimiques 

Epuisement du matériel v&étal avec de l'éther diéthyliiue 

50 g du matériel végétal broyé 	 I 
u. 
e. 

Epuisement avec l'éther diéthylique (300ml) à reflux pendant I heure. 

1 
Filtration  

4 
IOmI de solution 	 20ml de solution 	 20ml de solution 

Evaporée 	 concentrée 	 étherique cc 

1 
Résidu+lml NH4OH 	 Résidu+ alcool 	 Résidu + Alcool 

'J! 	1 
Solution alcoolique 

Réaction de Borntrager 	solution alcoolique 
le résidu gras se saponifie 

(hydrolyse d'ester présence d'une Teinte 

vive 

de l'orangé-rouge 

au violet pourpre 

I  
oid base  

Concentration à sec 

I 
Huiles volatiles 

base soude ou potasse) Variant 

Ajouter un peu d'eau extraire la 

solution avec l'éther diéthylique 

I 
Concentrer à sec 

1 



25 ml solution +15m1 HCL IOX (reflux 30min) 

Refroidissement et extraction 3fois avec 15m1 
d'étherdiéthyl ique 

4' 	 4. 
solution extractive 	solution aqueuse 
étherique 	 acide 

Dosage NaOH 

8m1 de sol 	Sml de sol cc 
Reaction 	résidu+ 1m! d'H20 
deborntrager 	 Virage de couleur 
différents pH 

I 
4, 	

lfl i2 vol temoin 	11H 2 vol 
+0,5m1 

Teinte vive variant de 	NH40HI07 
L'orangé au violet pourpre 
Influorescence intense 

4, 	4, 

I ml de solution 
alcoolique 

+2 ml H20 
+ 2-3 gouttes 

desolt. FeCI3 dilué 

Coloration 

4, 	4,  
Bleue - noire 
	

Verte ou 
Bleue- verte 

I 
Ttini;,s 	i'aj,in.s' 

(;t:I/iqitc 	(i!éehique 

4 nt/,rucé,wside 	coumarine 	Anthocyaiwsides 

Annexe B: Tests phytochimiques 
Epuisement du matériel végétal avec de l'éthanol 

-- 	 Annees 

50 g du matériel végétal + 300m1 d'éthanol 
Reflux pendant 1 heure. 

Filtration 

4' + I ml de solution 

5 ml d'extrait 40 ml de solution alcoolique cc 10 ml d'extrait alcoolique cc + 2 ml H20 
+ 20 gouttes de 

alcoolique 
+ 10 ml HCI (10%) 

Chauffage au  bain-marie 4, Liqueur de 
+ 1 ml HCI cc 

, 

Résidu Fehling 
+ 0,5 g de Mg Y (chauffage) + NH4OH 10% 

(jusqu'à pH = 9) + 10 ml CHCI, 	0,5 ml d'anhydride 
Acétique 	+ 0,5 ml de CHCI, I Coloration rose ou Extraire avec l'éther diéthylique Ft rer 	 Réactiode 

rouge (en 3 mm) 
+ 	 Liebermn Précipité 

Con 	nfter à sec Burchardt rouge brique 
5 ml d'anhydride 
Acétique 

Dissoudre le résidu Vert-violet 

I dans I mldeHCl(2%) 

f 1r 	 Jiétérosides I 4' Triterpéniqi 
I ~ qlques gouttes 

0,5 ml de soit. 	0,5 ml de soit. 
+ 2-3 gouttes 	+ 2-3 gouttes 

de HO4  cc 	Vert-bleu 
Comj,oss' 

Réactif MayerRéactif Wagner giter 	 I Réducteurs 
Flavonoïdes 

4, 	4, 
 

Lais, 
	

reposer 

Précip. Blanc 	Précip. Brun Apparition d'une 	Hétérosùles 
coloration violace 	Stéroliques 

Alcaloïdes sels fugace virant au vert 
(max. d'intensité en 
30 min. à21 °C) 

I 	I 	Ç 

Stérols et Stéroïdes 

I 


