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Résumé

Notre travail est réalisé dans le cadre d’évaluer I’activité antioxydant de 1'huile essentiel
de la Menthe récolté¢ dans la région de Tiaret et qui est utilisée traditionnellement comme
assaisonnements dans nos plats, ou consommeée en infusion. Apres une étape d’hydrodistilation
réalisée, I'huile essentielle obtenue a été soumis a 1'é¢tude de 1'activité antioxydant.

Le pouvoir antioxydant de cette huile, a ét¢ mesuré a I’aide de la méthode de DPPH, et
les résultats obtenus montrent que I’huile essentiel de notre plante posséde une activité
antioxydant plus élevé que celle de l'huile essentiel commerciale avec une ICsy= 9,634.107
mg/ml et 21,875.10° mg/ml respectivement. Ces valeurs sont comparés avec celle de ’acide
ascorbique qui a une ICs¢= 8,665.10°mg/ml.

Mots-clés: Huile essentielle, plante aromatique, menthe poivrée, activité antioxydante.



Abstract

Our work is carried out in the context of evaluating the antioxidant activity of the
essential oil of Mint harvested in the Tiaret region and which is traditionally used as seasonings
in our dishes, or consumed as an infusion. After a hydrodistilation step carried out, the essential
oil obtained was subjected to the study of antioxidant activity.

The antioxidant power of this oil was measured using the DPPH method, and the results
obtained show that the essential oil of our plant has a higher antioxidant activity than that of
commercial essential oil with an ICs;= 9,634.10° mg/ml and 21,875.10” mg/ml respectively.
These values are compared with that of ascorbic acid which has an ICsy = 8,665.10° mg/ml.

Keywords: Essential oil, aromatic plant, peppermint, antioxidant activity.
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Depuis 1’aube de ’humanité, les plantes permettent a I’homme de se nourrir, se vétir, se
loger, se chauffer, se parfumer, et aussi de maintenir son équilibre, soulager ses souffrances,
préserver et soigner les maladies qui nuisent a sa santé [1].

Ces plantes représentent une source immense de composés potentiels attribués aux
métabolites secondaires, qui ont I'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique, et
ils possedent de nombreuses activités biologiques. Cependant I'évaluation de ces activités
demeure une tache trés intéressante, qui peut faire 1'intérét de nombreuses études [2].

Par ailleurs, les plantes médicinales et aromatiques en particulier, jouent un role
¢conomique tres important dans des secteurs tres divers [1], a cause de la découverte progressive
des applications de leurs huiles essentielles, principalement en aromathérapie [3] grace a leurs
propriétés organoleptiques et antioxydantes.

L’aromathérapie, étant une branche particuliére de la phytothérapie, est considérée a
travers le monde comme une médecine complémentaire ou alternative de la médecine
traditionnelle [4].

De nos jours, les huiles essentielles suscitent de plus en plus ’intérét des chimistes, des
biologistes et des médecins [5]. Cette popularité des huiles essentielles et des plantes
aromatiques, est en général liée a leurs propriétés médicinales anti-inflammatoires, antiseptiques,
antivirales, antifongiques, bactéricides, antitoxiques, insecticides, tonifiantes, stimulantes, et
calmantes [6]. Elles sont également utilisées dans le traitement de certaines maladies
infectieuses, pour lesquelles les antibiotiques de synthése deviennent de moins en moins actifs.

Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs,
feuilles, écorces, bois, racines, rthizomes, fruits ou graines [7].

L'Algérie est connue pour sa diversité taxonomique vu sa position biogé€ographique
privilégi¢e [8]. Cependant, il y a eu peu d'efforts consacrés a I’étude des agents thérapeutiques
de ces plantes. C'est pour cette raison que nous nous sommes intéressés a étudier la menthe
poivrée.

Dans le présent travail, nous allons effectuer l'extraction de 1’huile essentielle de la
menthe poivrée, qui appartient a la famille des Lamiacées. Par la suite nous essayerons de mettre
en veille les activités thérapeutiques de cette plante et ses effets bénéfiques sur la santé humaine,
grace a une ¢étude de I’activité antioxydant de I’huile essentielle obtenue.

Notre étude comporte deux grandes parties, dont : La premiere est consacrée a la partie

bibliographique, elle est divisée en trois chapitres :
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Le premier chapitre est employé a un apercu bibliographique sur sur les huiles
essentielles et les différentes méthodes d’extraction.

Le deuxiéme chapitre est consacré a une généralité sur la plante étudié

Le troisiéme chapitre est consacré a un apercu bibliographique sur 1’activité anti-
oxydante.

Et la deuxiéme partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres :

Le premier chapitre est employé aux matériels et méthodes utilisées pour L’extraction, les
tests phytochimique, suivis 1'évaluation d’activités anti-oxydante de nos huiles essentielles.

Le deuxiéme chapitre (résultats et discussions) aborde les différents résultats obtenu et

leurs discussions. Enfin, une conclusion générale.
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Chapitre I : Généralités sur les Huiles essentielles 2020-2021

1-Huile essentielle

On appelle huiles essentielles (ou parfois essence végétale) le liquide concentré et
hydrophobe des composés aromatiques volatiles d’une plante. Elle est obtenue par distillation
ou extraction chimique. Par solvant (eau, alcool). Contrairement a ce que suppose la
dénomination, ces extraits ne sont pas forcément huileux [1].L’huile essentielle appartient a la
gamme des métabolites secondaires, issue du métabolisme végétale, elle ne se rencontre
cependant que chez certaines plantes, qui prennent ainsi le nom de plantes aromatiques [2,3].

Huiles essentielles, substances volatiles et odorantes sécrétées par des parties
spécifiques de certains végétaux. Ils ont été initialement appelées « esprit » pour un souci de
normalisation, cette dénomination « essence » a €té abandonnée au profit de celle de I’huile
essentielle, seul terme en usage actuellement. Le mot essentielle renferme deux significations:
origine essence ou partie la plus importante [4].

L’huile essentielle est un produit odorant, généralement de composition complexe,
obtenu a partir d’une matic¢re premicre végétale botaniquement définie, soit par entralnement
par la vapeur d’eau, soit par distillation séche, ou par un procédé mécanique approprié¢ sans
chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé
physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition [5].

La norme AFNOR NF T 75-006 définit I’huile essentielle comme : « un produit
obtenu a partir d’'une maticre premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit
par hydrodistillation. L’huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par des procédés
physiques» [6]. Une huile essentielle est en général un mélange de substances naturelles
volatiles obtenues par codistillation avec la vapeur d’eau a partir de la biomasse végétale.

Les huiles essentielles se caractérisent par leur odeur, leur golt, leurs propriétés
physicochimiques et biologiques [7].L’huile essentielle est de plus en plus souvent utilisée
dans les cosmétiques. Elle possede de nombreuses propriétés qui permettraient de soigner
toute sorte de troubles ou de désagréments grace a leurs propriétés antibactériennes et
antiseptiques [8].

Exemple :

Figure 01 : Menthol
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1-2 Origine des huiles essentielles
Les plantes vertes puisent I’eau et utilisent I’énergie solaire et le gaz carbonique
présent dans 1’air pour synthétiser les glucides, ce processus est appelé photosynthese, il se
déroule au niveau des feuilles, plus précisément au niveau des chloroplastes qui renferment la
chlorophylle, les produits issus de la photosynthéese sont (glucides, NADPH, ATP) constituent
une source d’énergies, ils contribuent a la génération de nouvelles cellules, ils interviennent
indirectement dans la biosynthése de divers composés secondaires tels que les lipides, les
hétérosides et les essences. Ainsi les huiles essentielles font parties des résidus du
métabolisme végétal [9].
1-3 Localisation dans les végétaux
Les HE sont stockés sous forme des microgouttelettes dans les glandes des plantes
[10].0n les trouve dans les fleurs, les fruits, les feuilles, les racines, les graines et les écorces
de nombreux végétaux [11]. Ces huiles sont stockées dans des structures cellulaires
spécialisées (cellules a huile essentielle, poils sécréteurs comme dans la menthe, canaux
sécréteurs) et ont vraisemblablement un réle défensif [12].
Ou les trouve-t-on dans les végétaux et qu’elle est leur role? Dans toutes les parties
des plantes aromatiques, tous leurs organes végétaux, peuvent contenir de I’huile essentielle:
o Les fleurs, exemple : orange, rose, lavande
o Les feuilles, exemple : eucalyptus, Menthe, thyme, laurier, sauge, sapin
e Les organes souterrains, exemple : racines (vétiver), thizomes (gingembre, acore)
e Les fruits, exemple : fenouil, anis, épicarpes des citrus
e Les graines, exemple : noix de muscade
e Le bois et les écorces, exemple : cannelle, santal, bois de rose
e Les huiles essentielles dans des structures cellulaires spécialisées (cellules a huiles
essentielle, cellules a poils sécréteurs (comme dans la menthe), canaux sécréteurs) et
ont vraisemblablement un role défensif.
Protection du bois contre les insectes et les champignons, certains insectes sont attirés par
I’odeur des plantes aromatique [13].
1-4 Composition chimique
Les huiles essentielles sont constituées de plusieurs molécules chimiques de synthése
naturelle. Ces molécules sont différentes selon la nature de la plante, le sol, le temps de

récolte, la partie de la plante, la préparation de 1’échantillon, ainsi que la méthode d’extraction
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[14]. Les HE regroupent des "composés majeurs": les alcools, les esters, les aldéhydes, les
cétones...etc.

1-5 Propriétés des huiles essentielles

1-5-1 Propriétés organoleptiques des huiles essentielles :

Les huiles essentielles ont des propriétés organoleptiques communes comme le fait
d’étre liquides a température ambiante, d’étre volatiles et entrainables a la vapeur d’eau. Elles
sont aussi trés odorantes et incolore ou jaune pale sauf pour les huiles essentielles de cannelle,
girofle, camomille matricaire, vétiver et bouleau ou la couleur est relativement foncée [15].
1-5-2 Propriétés physiques :

Les huiles essentielles ont aussi des propriétés physiques communes. Elles ne sont pas
solubles dans 1’eau mais en revanche elles le sont dans les solvants organiques et huiles
végétales. Leurs densités sont inférieures a « 1 » sauf les huiles essentielles de cannelle,
girofle, sassafras et ail. Elles sont sensibles a 1’oxydation, conservation limitée, a la lumiére et
a la chaleur. Les huiles essentielles ont des indices de réfractions élevés et des pouvoirs
rotatoires [16].

1-5-3 Propriétés chimiques :

Les caractéristiques chimiques des huiles essentielles sont magiques. Il en résulte que
les huiles essentielles constituent des mélanges complexes de composés organiques possédant
des structures et des fonctions chimiques tres diverses, aboutissements de ces biosynthéses, en
particulier celle des isoprénoides (Monoterpeénes, sesquiterpénes, diterpénes, triterpenes,
caroténoides) [17].

2 Méthodes d’extraction et caractérisation d’huile essentielle:

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour 1’extraction des essences végétales. En
général, le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel végétal a traiter
(graines, feuilles, ramilles) et de la fragilité de certains constituants des huiles a la température
¢levée. Selon Piochon (2008), ils existent trois différents procédés utilisant le principe de la
distillation : I’hydrodistillation, I’entrainement a la vapeur d’eau et I’hydrodiffusion [18].

2-1 Hydro-distillation:

Il s’agit de la méthode la plus simple, et de ce fait la plus ancienne utilisée ou la
matiere végétale est immergée directement dans un alambic rempli d’eau puis placé sur une
source de chaleur. Le tout est ensuite porté a I’ébullition, les vapeurs sont condensées dans un
réfrigérant et I’huile essentielle se sépare de 1’hydrolysat par simple différence de densité.
L’huile essentielle étant plus 1égere que 1’eau, surnage au-dessus de 1’hydrolysat (Figure 02)

[19].
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Figure 02 : Appareillage utilisé pendant ’hydro-distillation d’huiles essentielle
2-2 La distillation par entrainement a la vapeur d’eau :

Dans ce procédé, la masse végétale repose sur une grille vers laquelle la vapeur seche
est pulsée. La vapeur d’eau endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les
molécules volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant (Figure 03). Cette méthode
apporte 1’amélioration de la qualit¢ de I’huile essentielle en minimisant les altérations
hydrolytiques [20].

Vapeur deau Chamgés Eau chaude
d'hutks sssentele

Huie essentefla
Plarites aromaliques

Vapsur deau

Eau
Eau Morale
Eau forale
huile essentiebe ]

Chaleur
Essenceer

Figure 03: Principe de la distillation par entrainement a vapeur d’eau [21]
2-3 Hydro-diffusion :

Cette technique est relativement récente. Elle consiste a faire passer du haut vers le
bas, et a pression réduite, la vapeur d’eau a travers la matiere végétale. L’avantage de cette

méthode est d’étre plus rapide, donc moins de dommage pour les composés volatils.

7
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2-4 Autres procédés d’extraction :
2-4-1 Enfleurage et macération :

Cette technique, qui est la plus ancienne, est trés couteuse et peu employée
aujourd’hui. On I’emploie pour des fleurs sensibles, ne supportant pas un chauffage trop
¢levé, comme par exemple le jasmin, la violette et la rose. Les fleurs sont mises & macérer
dans des graisses ou des huiles, chauffées (bain-marie ou soleil) et étalées sur des chassis en
bois pendant plusieurs jours. Une fois gorgés de parfum, les corps gras sont filtrés a travers de
tissus de lin ou de coton (Figure 04). Les huiles sont ensuite lavées a 1’alcool puis filtrés et

évaporeées.
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Figure 04: Extraction par enfleurage et macération
2-4-2 Extraction a froid :

Cette technique constitue le plus simple procédé, mais ne s’applique qu’aux agrumes
dont 1’écorce de fruit comporte des poches sécrétrices d’essences. Le procédé consiste a
broyer a 1’aide de presse, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer I’essence. Le
produit ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique
[22].

2-4-3 Extraction aux solvants volatils :

Ce procédé est utilisé pour les fleurs ne supportant pas la chaleur, et dont le rendement
en huile essentielle est faible. Les solvants tres volatils par exemple 1’éther et 1’hexane qui
s’évaporent rapidement sont employés. Le solvant lave la matiére premiere qui subira apres
une décantation, et une distillation partielle. Ce solvant volatil est alors séparé de « concrete »
par filtrage, puis glagage de -12°C a - 15°C. La précieuse substance ainsi obtenue est nouveau

filtrée et concentrée a faible pression
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Figure 05 : Appareil (Soxhlet) utilisé pour I’extraction aux solvants volatils
2-4-4 Extraction assistée par micro-ondes :

L’extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle technique qui combine
I’utilisation des micro-ondes et d’autres méthodes traditionnelles. Dans ces procédés, la
matiere végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la
pression est réduite de manicre séquentielle. Les composés volatils sont entrainés par la
vapeur d’eau formée a partir de 1’eau propre a la plante. Ils sont ensuite récupérés a 1’aide des

procédés classiques : condensation, refroidissement et décantation (Figure 06) [20].

&

l_l:-v.vv'vv-v—v
[ ———F TTTAN

Figure 06 : Procédé d'extraction par micro-ondes [23]

2-4-5 Extraction par gaz supercritique :

Comme son noms 1’indique, le fluide dans cette extraction (Figure 07) est porté
au-dessus du point critique, qui est caractéris¢é par la température et la pression qui
correspondent a un changement de 1’état physique de la substance, autrement dit, au-dela du

point critique (P = 73,8 bars et T = 31,1°C), le fluide peut avoir la densité d’un liquide et la




Chapitre I : Généralités sur les Huiles essentielles 2020-2021

viscosité d’un gaz, ce qui lui confére une bonne di fusibilité dans les solides et un bon pouvoir
solvant. Si plusieurs gaz peuvent en théorie étre utilisés, le dioxyde de carbone emporte
I’intérét car c’est un produit naturel, aisément disponible, inerte chimiquement,

ininflammable, strictement atoxique, facile a éliminer totalement, sélective et peu couteux
[24].

I Etot gozeux
I Etat liguide
Etat supercritique

Figure 07:Principe de la technique d’extraction par le CO, supercritique [23]

3- Huile essentielle de Menthe poivrée :

Cultivée dans notre région provencale dans les départements du Vaucluse et des Alpes
de Haute Provence sur des terres mise a I’irrigation, les parcelles de Menthe sont assez rares.
L’huile essentielle de Menthe est utilisée principalement en aromes Alimentaires mais aussi
en Parfumerie et cosmétique. C’est un liquide limpide transparent a jaune verdatre clair.

L’huile essentielle est 100% pure et naturelle obtenue par distillation a la vapeur des

o]
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sommités fleuries et de la partie verte de la plante. Son odeur est caractéristique de la plante

[25].

Tableau 01 : Caractéristiques de I’huile essentielle

Zone de production

Tiaret

Période de récolte
Partie utilisé
Apparence
Couleur

Odeur

Avril 2021

Les feuilles

Liquide mobile, limpide
Transparent a jaune verdatre claire

Caractéristique de la plante
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1- La menthe :

La menthe est I’une des plantes médicinales les plus célébres que 1'on connait depuis
plus longtemps. On a retrouvé en effet des feuilles de menthe séchées vieilles d'environ 3000
ans dans les pyramides égyptiennes. Tandis que les Grecs et les Hébreux s’en parfumaient, les
Romains en glissaient dans leur vin et leurs sauces. Au Moyen Age, on découvre vraiment ses
vertus thérapeutiques soit en calmants, antiseptiques ou encore en anesthésiques, puisqu’elle
est prescrite aux personnes souffrantes pour anesthésier la douleur. [1]

Le terme « menthe » est apparu dans la langue en 1275. Il vient du latin mentha, qui
I’a emprunté au grec minthé.

1-1- Définition :

La menthe est une plante aromatique aux multiples propriétés. Sur le plan médicinal
elle révele des capacités antidouleur, antiseptique ou digestive......... tandis qu’en cuisine la
menthe apporte une petite touche de fraicheur a nos repas.

La menthe est une plante vivace, vivace du verbe vivre donc une herbacée qui vit
longtemps en général supérieur a deux ans, qui produit plusieurs floraisons et qui résiste aux
rigueurs de la mauvaise saison, que ce soit le gel de I'hiver ou la sécheresse des périodes de

canicule. [2]

Figure 01 : Une variété de plante de menthe

1-2- Caractéristiques :
v Description: Plante herbacée vivace de 10-50cm de haut, a tige droite quadrangulaire,
feuilles pétiole, lancéolées, dentées, vertes. Fleurs mauves, roses ou blanches.
v Odeur: Trés fine, trés aromatique.
v' Saveur: Chaude, piquante, acre, trés aromatique, laissant dans la bouche une

impression de fraicheur agréable.
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Composants chimique: Menthol, Menthone, Menthéne, Carvone, Pulégone,
Limonene, Tanin...
Famille : lamiacées.

- Lamiacées sont des plantes herbacées, rarement ligneuses, souvent velues, a tige

généralement quadrangulaire ; feuilles opposées, disposées en paires se croisant d’un nceud a

I’autre (décussées), sans stipules, a limbe denté ; fleurs (rarement isolées) en cyme, souvent

réunies en faux verticilles étagés, axillaires ou terminaux ; corolle en forme de tube se

terminant par 4-5 lobes ou subégaux, ou formant 1 leévre inférieure, ou le plus souvent

formant 2 lévres. Les Lamiacées, répandues dans le Bassin méditerranéen, possédent souvent

des glandes a huiles essentielles les rendant trés odorantes (nombreuses espeéces aromatiques

ou médicinales). [3]

1-3 Les propriétés :

>

La menthe, riche en vitamine C, en fer, en mangané¢se. Elle est conseillée pour les
femmes enceintes, allaitantes, et les personnes présentant des troubles digestifs, ou
sujets aux maux de ventre.

De par sa forte teneur en antioxydants, elle contribue a limiter les risques de maladies
cardiovasculaires ainsi que celles liées au vieillissement.

La menthe se révéle étre un insecticide naturel efficace.

Appliquée au niveau des ouvertures de votre habitation, elle devient une barriere

contre les moustiques.

1-3-1 Ses propriétés Thérapeutiques

Anesthésique, analgésique
Antibactérienne

Anti virale

Anti-inflammatoire urinaire et intestinale
Tonique et stimulante digestive

Emménagogue.

2 Usages médicinales de la plante

En générale une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés

thérapeutiques. Cela signifie qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine etc.) peut étre

employée dans le but de se soigner. Elles sont utilisées depuis au moins 7.000 ans avant notre

¢re par les hommes et sont a la base de la phytothérapie. [4]
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La menthe est avant tout une plante bienfaitrice ayant un pouvoir positif sur la santé.
D’aprés certaines sources, la menthe fut utilisée au Moyen Age par de nombreuses personnes
telles que les chirurgiens pour ses propriétés calmantes. Mélangée a de 1'opium, elle servait a
apaiser les malades. Considérée comme une herbe aromatique, la menthe est, depuis toujours,
un moyen efficace de lutter contre les troubles digestifs. En effet, idéale en infusion, elle
permet de controler les problémes gastriques et peut aider en cas d’indigestion. Stimulante et
relaxante, elle peut aussi s’employer pour faciliter le sommeil et conduire a un état de
relaxation. Certaines recherches ont méme montré que la plante aurait des propriétés
antibactériennes. Ce qui explique pourquoi les arabes en mettent dans 1’eau qu’ils boivent
pour que celle-ci se conserve plus longtemps. Il est aussi possible de s’en servir en inhalation
aprés avoir réalisé une décoction avec celle-ci. Ses caractéristiques rafraichissantes seraient
idéales pour les voies respiratoires et auraient des effets décongestionnants. [5]

La menthe offre 1’opportunité de lutter d 'une fagon naturelle contre divers maux sans
effets secondaires. Treés employée en phytothérapie, la menthe posséde de nombreuses
facultés anti-oxydantes et serait, selon des chercheurs, efficace contre le mauvais cholestérol.
L automédication n’est pas déconseillée car 1'emploi des propriétés de la plante permet
d’obtenir de bons résultats sans aucun effet négatif majeur sur la santé. Néanmoins, il faut
quand méme éviter les abus car une prise trop conséquente en infusion peut entrainer des
insomnies surtout si elle est consommée le soir. On peut confectionner soi-méme de 1’huile de
massage avec de la menthe, elle s’avere idéale pour lutter contre les douleurs. [6]

Comme d’autres plantes la menthe possede elle aussi de nombreuses variétés, mais
nous ne pouvons pas tout aborder. Parmi ces variétés nous citons :

1. Menthe poivrée (Mentha x piperita)

2. Menthe des champs (Menthaarvensis)

3. Menthe pouliotou Menthe 'Flio' (Menthapulegium)

4. Menthe verte (Menthaspicata)

Dans cette étude nous allons présenter le premier type : menthe poivrée.

3 La menthe poivrée (mentha x piperata) :
3-1 Définition :

La menthe poivrée est la variét¢ de menthe la plus répandue, et la plus utilisée en
phytothérapie, pour ses propriétés, connues de la tradition et étudiées scientifiquement. On la
trouve généralement sur des terrains humides et frais, de nature argileuse et calcaire.

Selon les différentes sources, cette plante vivace mesurerait de 10 a 60 cm de haut. Ses

tiges sont velues et violacées et ses feuilles ovales et dentelées prennent des teintes vertes
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foncées a bleu ou rouge. Ses fleurs sont roses, un peu violacés et regroupées en épis au
sommet de la plante.

La menthe poivrée est une plante hybride issue du croisement de la menthe aquatique
(menthaaquatica) et la menthe verte (menthaspicata), d’ou le "X" présent dans sa

dénomination latine. Elle est appelée également menthe sauvage ou encore menthe Anglaise.

Figure 02 :Mentha x piperata (menthe poivrée)

3-2 Principaux constituants actifs de son huile essentielle [8]
e Monoterpénols : menthol (30 a 50%)
e (Cétones : menthone (entre 15 a 25%)

e Monoterpénes : a et B pi néne (env. 7%)
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Introduction :

Les cellules et tissus humains peuvent étre soumis a une grande variété d’agressions
physiques (traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermique), chimiques (acidose, toxines) et
métaboliques (exposition a des xénobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou facteur de
croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune appelée stress
oxydant, dues a I’exagération d’un phénoméne physiologique, normalement trés controlé, la
production de radicaux dérivés de I’oxygene [1].

L’activité antioxydante :

Le premier test consiste a mesurer la capacité d’huile essentielle pure ainsi que celui
acheté du commerce et celle de l'acide ascorbique a inhiber le radical stable DPPH. Il permet de
mesurer le pouvoir réducteur des huiles. La mesure est effectuée apres que le mélange de 1'huile
¢tudié et d’une solution éthanolique de DPPH ait été réalisé. Les résultats sont exprimés en
termes de IC50, concentration permettant d’inhiber 50% du signal de référence.

1- Différents types de radicaux libres :

Un radical libre est une espece caractérisée par une instabilité et /ou, un pouvoir oxydant
fort. Il se différencie par la présence d’un électron non apparié sur la couche €lectronique la plus
externe [2]. Parmi toutes les espéces réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble
restreint de ces composés qui jouent un role particulier en physiologie et que nous appelons les
radicaux primaires a savoir : I’anion superoxyde (O-."), le radical hydroxyle (OH), le monoxyde
d'azote (NO.), le radical peroxyde (ROO") et le radical alkoxyle (RO.). Les autres radicaux libres,
dits radicaux secondaires telles que I’oxygene singulet1 O,, le peroxyde d’hydrogene (H,0,) et le
nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule [3].

2- Origine et production des especes réactives oxygénées :

La chaine respiratoire est une source permanente de production des ROS. Selon certains
auteurs, environ 1 a Y% de 1’oxygene utilisé par la mitochondrie sont incomplétement réduit et
produisent des anions superoxyde, de I’eau oxygénée et éventuellement des radicaux hydroxyles
[4].L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits
directement via les cellules phagocytaires. L’activation de ces cellules immunitaires par des
stimuli exogeéne ou endogene s’accompagne d’une accélération de leur consommation d’oxygene
avec activation d’une enzyme membranaire, la NADPH oxydase qui catalyse la réduction de cet
oxygeéne en anion superoxyde (O, ). Ce dernier donne le (H,0,) 18 par dismutation. Le O, et

H,0, participent a la libération d’hypochlorite sous I’influence d’une enzyme leucocytaire, la
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my¢loperoxydase [5]. A c6té de ces sources majeures des ROS, d’autres sources existent. Les
sources cytosoliques, constituées essentiellement de peroxysome qui constitue une source
importante de la production cellulaire de H,O; [6,7], la xanthine oxydase qui produit de I’OfB°- et
H,0; [8] et les enzymes de réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450 qui oxyde les
acides gras insaturés et les xénobiotiques) [9]. A cela, s’ajoute d’autres facteurs qui peuvent
contribuer dans la formation des radicaux libres. On peut citer entre autres, les rayonnements UV
capables de générer des anions superoxyde ou de 1’oxygéne singulet, les rayons X ou U sont
aussi capables de couper la molécule d’eau en deux radicaux par I’intermédiaire d’agents photo
sensibilisants [10] les poussiéres d’amiante et de silice sont des sources des ROS [11,12]. Les
fumées de combustion (cigarettes), la consommation de 1’alcool et I’effort physique intense sont
aussi des parameétres a ne pas écarter [13]. Des infections bactériennes ou virales provoquent,
elles aussi selon Aurousseau (2002) [14], des phénoménes radicalaires a caractére exponentiel
aprés augmentation de la population des macrophages impliqués dans leur élimination.

3- Détoxification passive :

Elle permet la réduction des radicaux oxygénés qui ont pu passer les deux premicres
lignes de la défense. Elle inclut tous les antioxydants non enzymatiques capables de neutraliser
seulement un radical libre par molécule tels que les vitamines C et E, les caroténoides, les
composés phénoliques, les flavonoides, 1’albumine, 1’acide urique, les polyamines, I’acide
lipoique [15,16].La vitamine E est considérée comme le principal antioxydant attaché a la
membrane utilisé par la cellule pour inhiber la peroxydation lipidique [17,18].Durant la réaction
antioxydante, I’a-tocophérol est converti en radical a-tocophérol beaucoup plus stable en perdant
un hydrogene arraché par une espece radicalaire (radical peroxyle) : vitamine C, caroténoides,
acide lipoique, alumine et composés phénoliques.

4- Méthodes d’évaluation in vitro des propriétés antioxydants :

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre de nombreuses méthodes
spectrométriques de détermination de I’activité antioxydante. Parmi les tests les plus utilisés,
nous présenterons ceux couramment cités et qui ont été utilisés au cours de notre étude: la
méthode au DPPH (Diphényl Picrylhydrazyle) et la méthode de FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power).

4-1- La méthode de DPPH :

Le 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (capteur de proton) est un radical libre, stable au

cours du temps et largement utilis¢ pour évaluer 1’activité antioxydante d’un composé

quelconque [19], le radical DPPH en solution est coloré en violet. En présence d’antioxydant
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(donneurs de proton); le radical DPPH est réduit en formant une liaison moléculaire stable
(Figure 01). Le produit réduit présente une coloration qui tire vers le jaune. On mesure a 1’aide
d’un spectroméetre UV a 517 nm, la diminution de coloration de la solution qui est
proportionnelle a la quantité d’antioxydant. L’activité antioxydante de 1’extrait est comparée a

celle d’un antioxydant de référence en termes d’équivalence ou en termes d’inhibition.

JALINE

Figure 01: Principe du test DPPH
4-2- La méthode de FRAP :

Les métaux sont en général les meilleurs initiateurs de réactions en chaine susceptibles
de déséquilibrer la balance du stress oxydatif en faveur de prooxydants. Parmi ces métaux, le
cation ferrique Fe3+ est le plus actif et on le retrouve souvent dans les aliments d’origine
végétale ou animale. Le pouvoir réducteur d’un extrait vis-a-vis du cation ferrique peut étre
considéré comme un indicateur de son activité antioxydante. L’activité antioxydante, non
enzymatique, d’inhibition de radicaux libres et de la peroxydation lipidique, est généralement
controlée par des réactions d’oxydo-réduction ; la méthode FRAP peut €tre une bonne méthode
pour investiguer le pouvoir antioxydant d’un extrait en évaluant son pouvoir de réduction du
cation ferrique.

La capacité totale en antioxydant de chaque extrait de plante est déterminée par la
méthode Hinneburg adaptée par Lamien- Meda et al. en 2008[20]. Le dosage consiste a réduire a
réduire le complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(Ill)-TPTZ] de couleur jaune en complexe
ferreux [(Fe(I)- TPTZ] de couleur bleu, sous I’action d’un antioxydant par un transfert

d’¢électron (Figure 02). La variation de la coloration est mesurée 700 nm.
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1 Matériel

1-1 Matériel végétal :

La plante qui a fait objet dans notre étude est la Menthe Poivrée.
1-2 Matériel utilisé :

v Hydrodistillateur (simple)
v’ Réfractométre

v Etuve

v Plaque chauffante

v Balance de précision

1-3 Produits et réactifs chimiques :

Plusieurs réactifs chimique et solvants ont ét¢ utilisés dans nos expériences, parmi ces

produits :

Acide sulfuriques (H2SOj) Acide chlorhydrique (HCI) Chlorure ferrique (FeCls),
Ammoniac (NH4OH) Magnésium (Mg) Hydroxyde de sodium (NaOH)
Chloroforme (CHCl3) Réactif de Wagner Méthanol

2 Méthode :

La plante, fraichement récoltée, est laissée sécher a I’ombre dans un endroit sec et aéré
pendant dix jours, puis broyée manuellement. La poudre obtenue est ensuite conservée dans
des flacons en verre fermes jusqu’a I’utilisation ultérieur pour le screening phytochimique et
I’extraction de I’huile essentielle.

2-1 Préparation des extraits :
2-1-1 Extrait aqueux :

Consiste a introduire 2g de poudre végétale dans 40 ml d’eau bouillante qu’on laisse
infuser pendant 15 minutes. Ensuite, on filtre et on rince avec un peu d’eau chaude de maniere
a obtenir 40 ml de filtrat.

2-1-2 Extrait méthanoique :

Consiste a introduire 1g de matériel végétal dans 20 ml de méthanol puis on
le laisse macérer pendant 24h.
2-2 Screening phytochimique :

C’est une technique expérimentale qui nous permet de détecter les différents groupes
chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques bases sur
des réactions de précipitations et ou de colorations. Ces dernieéres permettent de définir la

présence ou I’absence d’une substance chimique.
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Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les stéroides,
les coumarines, les stérols, les terpénes, ...... Différents méthodes ont été adoptées, soit par
macération, décoction, infusion ou poudre avec différent solvant selon le Protocol suivi.

» 2-2-1 Détection des flavonoides :

A 1 ml de chaque extrait on ajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCI)
concentré et quelques milligrammes de magnésium (Mg). La présence des flavonoides est
confirmée par 1’apparition de la couleur rouge ou orange. [1]

> 2-2-2 Détection des tanins :

Pour détecter la présence des tanins, on ajoute a 2 ml de chaque extrait quelques
gouttes de FeCls a 1%. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au bleu
verdatre en présence de tanins catéchiques (tanins condensés). [2,3]

» 2-2-3 Détection des saponines :

A 5ml de chaque extrait on ajoute10 ml de I’eau distillée, le tout est agité avec énergie
en position horizontale pendant 15 secondes. Puis, le mélange est laissé au repos pendant 15
min. La persistance de la mousse d’au moins 1 cm pendant 15 min indique la présence des
saponines. [4]

» 2-2-4 Détection des substances polyphénoliques :

La caractérisation des polyphénols est basée sur une réaction au chlorure ferrique
(FeCl3), a 2 ml de I’extrait, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2% est
ajoutée. L’apparition d’une coloration bleu noiratre ou verte plus ou moins foncée fut le signe
de la présence des polyphénols. [5]

» 2-2-5 Détection des anthocyanes :

La présence des anthocyanes dans un décocté ou un infusé est indiquée par une
coloration rouge qui s’accentue par 1’addition de HCl dilué et vire au bleu-violacé verdatre
par I’ajout d’ammoniaque. [6]

» 2-2-6 Détection des terpénoides :

A 5 ml de chaque extrait on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré, la formation de deux phases et un couleur marron a l’interphase indique la
présence de terpénoides. [7,8].

> 2-2-7 Détection des alcaloides :
On prend 1 ml de I’extrait a analyser dans un tube a essai et ajouter 5 gouttes de réactif

de Wagner, 1’apparition d’un précipité marron chocolat révele la présence des alcaloides
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* Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g de I,.
Le volume obtenu est ajusté a 100ml avec I’eau distillée. [9,10]

> 2-2-8 Détection des anthraquinones :

Pour la détection des anthraquinones, a 10 ml d’extrait sont ajoutés 5 ml de NH4OH a
(10%). Apres agitation, I’apparition d’un anneau rouge indique la présence d’anthraquinones.
[11]

> 2-2-9 Détection des quinones :

Libres Sur un volume de chaque extrait quelques gouttes de NaOH a 1% sont ajoutées.
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones
libres. [12]

2-3 Huiles essentielles
2-3-1 Procédé d’extraction des huiles essentielles :

Les HE ont été préparées par hydrodistillation, dans un ballon de 1000 ml contenant 2
litres d’eau distillée et surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur et 2 cm de diamétre
reliée a un réfrigérant. Les extractions ont été répétées trois fois pour chaque HE afin de
récupérer des volumes considérables. Aprés I’élimination des traces d’eau par du sulfate de
sodium anhydre, les HE obtenues ont été conservées dans des tubes en verre fumé a 1’abri de
la lumiére et a une température entre 0 et 4 °C afin de préserver jusqu’a leur utilisation pour

les tests de 1’activité antioxydante.

Figure 01: Montage expérimental de I’hydrodistillation
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2-3-2 Rendement :
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE), est défini
comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apres extraction (MHE) et la

masse de la maticre végétale utilisée (MS). Il est donné par la formule suivante :

Rue (%)= Mze/Ms.100

Ryg: rendement de I’huile essentielle de 1la menthe %
Mpyg: masse de ’huile essentielle obtenue en gramme
Ms: masse en gramme de la matiere végétale seche
2-3-3 Evaluation chimique de ’activité antioxydante :
Il existe plusieurs méthodes spectrophotométries de détermination de 1’activité
antioxydant. Les tests courants utilises a cet effet sont :
+ Le test de ABTS (acide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique).
4+ Le test de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle).
4+ Le test de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).
De notre part, nous avons choisi le test au DPPH pour sa facilité de mise en ceuvre en
vue d’évaluer I’activité antioxydant de nos huiles essentielles.
2-3-3-1 Principe du test
Le 1,1-diphény2-picrylhydrazyle (DPPH) est un radical libre stable de coloration
violette foncée et absorbe a 517 nm, lorsqu’il est réduit, en présence des composes anti
radicalaires, il change de couleur en virant au jaune [13]. Les absorbances mesurées a 517 nm
servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au

pouvoir antioxydant de I’échantillon [14].
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Schéma 1 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH’ entre 1‘espéce
radicalaire DPPH’ et un antioxydant (AH) [15].
2-3-3-1-2 Mode opératoire :

Le test est basé sur le protocole de Yang et al., [16] en y apportant quelques
modifications. Le test consiste donc a mélanger dans un tube a hémolyse en verre, 1000 pl
d’une solution de DPPH a 250 uM avec 1000 pl de chaque extrait préparé a différentes
concentrations (0 a 140 pg/ml), ou d’acide ascorbique (vitamine C) préparé a des
concentrations comprises entre 0 et 140 uM. L’absorbance est mesurée a 517 nm dans un
spectrophomeétre, apres avoir laissé incuber la réaction a 25°C a labri de la lumieére pendant

25 min.
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1 Screening phytochimique :

Le test phytochimique nous a permis de détecter les différentes familles des composés
existantes dans les feuilles et les tiges de notre plante par des réactions de précipitation ou de
coloration en utilisant des réactifs spécifiques a chaque famille de composés. L’étude
phytochimique est résumée dans le tableau ci-dessus :

Tableaux 1 : Résultats du screening phytochimique des feuilles et des tiges de (Menthe)

Groupe chimique Partie Unitaires Extrait Résultats
Flavonoides Feuilles Extrait (Aqueux) +
Extrait (Methanol) -
Tiges Extrait (Aqueux) +
Extrait (Methanol) -
Tannins Feuilles Extrait (Aqueux) + gallique
Extrait (Methanol) +catéchique
Tiges Extrait (Aqueux) +gallique
Extrait (Methanol) +catéchique
Saponines Feuilles Extrait (Aqueux) -
Extrait (Methanol) -
Tiges Extrait (Aqueux) -
Extrait (Methanol) -
polyphénoliques Feuilles Extrait (Aqueux) +
Extrait (Methanol) +
Tiges Extrait (Aqueux) +
Extrait (Methanol) +
Anthocyanes Feuilles Extrait (Aqueux) +
Extrait (Methanol) -
Tiges Extrait (Aqueux) +
Extrait (Methanol) -
Terpénoides Feuilles Extrait (Aqueux) +
Extrait (Methanol)
Tiges Extrait (Aqueux) +
Extrait (Methanol) -
Alcaloides Feuilles Extrait (Aqueux) + marron chocolat
Extrait (Methanol) -
Tiges Extrait (Aqueux) -
Extrait (Methanol) -
Anthraquinones Feuilles Extrait (Aqueux) -
Extrait (Methanol) -
Tiges Extrait (Aqueux) +
Extrait (Methanol) -
Quinones Feuilles Extrait (Aqueux) -
Extrait (Methanol) -
Tiges Extrait (Aqueux) + rouge
Extrait (Methanol) + jaune
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Les résultats sont interprétes comme suit :
Présence (+) Absence (-)

D’apres les résultats obtenus dans le tableau si dessus, nous avons noté que la
menthe poivre, est trés riche en polyphénols surtout pour les deux extraits ( aqueux,
méthanoiques).

» Flavonoides :
Les flavonoides sont moyennement positifs dans I’extrait aqueux et négatif dans

I’extrait méthanoique. Les résultats de ce test sont représentés dans la figure O1.

Feuilles Tiges
Figure 01: Résultats de test des flavonoides des feuilles et tiges de la menthe.

» Tanins :
Le test de tanins (catéchique, gallique) a montré que les deux organes feuilles et tiges de
menthe poivre contiennent des teneurs considérables en tanins. Les résultats de ce test sont

représentés dans la figure 02.

Feuilles Tiges
Figure 02: Résultats de test des Tanins des feuilles et tiges de la menthe.
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» Saponines :
On note 1’absence des saponines dans les deux extraits. Les résultats de ce test sont

représentés dans la figure 03.

Feuilles Tiges
Figure 03: Résultats de test des Saponines des feuilles et tiges de la menthe.

> Poly phénoliques :
Concernant les Composés phénoliques on remarque que les deux organes d’études de
notre plante menthe poivre sont riches en composé phénolique. Les résultats de ce test sont

représentés dans la figure 04.

Feuilles Tiges
Figure 04: Résultats de test des Poly phénoliques des feuilles et tiges de la menthe.
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» Anthocyaniques :
Les résultats de ce test ont montré 1’absence des anthocyanes dans les feuilles et les tiges

menthe poivre. Ces résultats de ce test sont présentés dans la figure 05.

Feuilles Tiges
Figure 05: Résultats de test des Anthocyaniques des feuilles et tiges de la menthe.

» Terpénoides :
Les terpénoides sont fortement positifs dans I’extrait aqueux et négatif dans I’extrait

méthanoique. Ces résultats de ce test sont présentés dans la figure 06.

Feuilles Tiges

Figure 06: Résultats de test des Terpénoides des feuilles et tiges de la menthe.
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» Alcaloides :
Nous avons remarqué 1’absence des alcaloides dans les tiges de notre plante, tandis que

les alcaloides sont présents chez les feuilles (extrait aqueux), ces résultats de ce test sont

présentés dans la figure 07.

Feuilles Tiges

Figure 07: Résultats de test des alcaloides des feuilles et tiges de la menthe.

» Anthraquinones:
Pour les dérivés Anthraquinones sont moyennement détectés dans les tiges (I’extrait

aqueux) et négatif dans I’extrait méthanolique. Ces résultats de ce test sont présentés dans la

figure 08.

Feuilles

Figure 08: Résultats de test des Anthraquinones des feuilles et tiges de 1a menthe.
» Quinones :
Pour les quinones, on note une forte présence dans I’extrait méthanoique et aqueux pour

les tiges de la plante. Ces résultats de ce test sont présentés dans la figure 09.
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Feuilles- Tiges
Figure 09: Résultats de test des Quinones des feuilles et tiges de la menthe.

2-Rendement en HE :

L’HE a été extraite de la maticre végétale séche, le rendement en HE varie beaucoup avec
la plante utilisée, les pratiques culturales, 1’origine de la plante, le matériel employé et la
méthode d’extraction. Du point de vue rentabilités en poids, Menthe poivrée présente un
rendement satisfaisant (0.64%) non seulement.
3-Etude de P’activité anti-oxydante de nos huiles essentielles :

Nous avons déterminé la ICsy de l'huile essentiel de la menthe poivrée et I'huile
commerciale. D’une part, nous pouvons ainsi comparer leurs activités et nous allons essayer
d’établir une relation entre ’activité anti-oxydante et celle de l'acide ascorbique. Les valeurs des
ICso sont présentées dans le tableau 2. Les ICsy sur le test DPPH, sont données sur le méme
tableau (02).

Tableau 2: valeurs des concentrations inhibitrices du standard et d’huile essentielle de la menthe

poivrée et de I’huile commerciale.

Equation de la Concentration inhibition ICs Coefficient de
courbe de (mg/ml) mg d’EAA/g mg A’EAA/g détermination
tendance d’ES d’ES R?
AA | y=0.813x+49.96 | 8.665.10° / / 0.928
HE | y=0.082x+49.21 | 9.634.10” 0.899 8.275 0.961
HEc | y=0.048x+48.95 | 21.875.107 0.396 / 0.971

AA : Acide ascorbique
HE : Huile essentielle obtenue
HEc : Huile essentielle commerciale
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Figure 10 : Courbes d’étalonnage et de pourcentage d’AO de I’ Acide ascorbique
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Figure 12: Courbes d’étalonnage et de pourcentage d’HEc huile essentielle commerciale

Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentiel de notre plante posseéde une activité
anti-oxydante plus élevé que celle de l'huile essentiel commerciale avec une ICsp= 9,634.107
mg/ml et 21,875.10° mg/ml respectivement. Ces valeurs sont comparés avec celle de ’acide
ascorbique qui a une ICsp= 8,665.10mg/ml. Il semble que I'huile commerciale n'ai certainement
pas aussi purs que celle extraite de notre plante.

La courbe des pourcentages d'inhibition du radical libre en fonction des concentrations de
extrait de huile nous ont permis de déterminer les concentrations d'inhibition a 50% (ICs).
Celle-ci exprime la concentration de 1'échantillon exigée pour réduire le DPPH en solution de

50%.
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La détermination de I’activité anti-oxydante de 1’extrait par le test au DPPH a révélé que
I’HE de Menthe a une activité¢ anti-oxydante de 45.04 ug /ml. Quant a I’acide ascorbique une
ICsp est de 19.73 pg /ml.

L’activité réductrice de I’HE de Menthe est plus que 2 fois inférieure a celle de I’acide

ascorbique.
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Conclusion générale

De nos jours, l'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie connait une
croissance remarquable, car elles sont, et restent toujours, la source la plus fiable des principes
actifs, connus pour leurs effets thérapeutiques, douces et sans effets secondaires.

Les huiles essentielles peuvent rentrer dans beaucoup d’applications, a savoir 1I’industrie
pharmaceutique, I’industrie alimentaire, I’industrie cosmétique, la parfumerie, etc. Ces produits
naturels €taient et restent toujours une source inépuisable de structures complexes et diverses.

Parmi les plantes médicinales nous avons choisi la Menthe Poivrée car L’huile essentielle
de cette plante peut étre utilisée de facons trés différentes pour un large spectre de maladies et
symptomes. Néanmoins, il est recommandé de s’adresser a un professionnel afin de recueillir des
informations personnalisées et sécurisées, adaptées a votre situation médicale, votre profil et
votre age.

Notre travail est réalis¢é dans le cadre d’évaluer 1’activit¢ antioxydant de notre huile
essentielle de la Menthe Poivrée dans la région de Tairet. Afin d’extraire nos I’huile essentielle,
nous avons utilisé I’hydrodistillation.

Le pouvoir antioxydant de cette huile, a été mesuré a 1’aide de la méthode de DPPH, et
les résultats obtenus montrent que I’huile essentiel de notre plante posseéde une activité
antioxydante plus ¢élevé que celle de lhuile essentiel commerciale avec une
ICsp= 9,634.10° mg/ml et 21,875.10°mg/ml respectivement. Ces valeurs sont comparés avec

celle de I’acide ascorbique qui a une 1Csp= 8,665.10'6 mg/ml.
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