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Résumé :

Dans ce travail nous avons comparé¢ les huiles essentiales des fleurs et des feuilles de
la plante médicinale et aromatique Mentha pulegium L. Cette plante appartenant a la
famille des lamiacées est cultivées dans la région de Tablat de la wilaya de Médea.
Pour extraire les huiles essentielles, nous avons utilisé¢ 1’hydrodistillation de 1'eau en
utilisant 1’appareil de Clevenger. Nous avons fait 1’étude cinétique et on déterminé le
temps nécessaire pour extraire 1’huile de fleurs qui ¢était de 30 minutes avec
rendement moyen est de 4.05 %, ainsi que le temps nécessaire pour extraire 1’huile de
feuilles qui était de 60 minutes et rendement moyen est de 1,71 %.L'activité
antioxydante de I'huile extraite a ¢été évaluée par la méthode de DPPH, la valeur de
ICsp pour 1'huile de fleurs et 1'huile de feuilles étant respectivement de 14,94 mg / ml
et 4,1 mg / ml.L'activit¢ anti- inflammatoire, le pourcentage d’augmentation de
I’cedéme des pattes gauches par rapport aux pattes droites du témoin est % 21,79,
concernant le lot de référence,

Enfin, pourcentage d’augmentation de 1I’cedéme le Pour lot d’huiles essentiales (1 %:
fleurs 37,25 %, feuilles 33,27 %).

Mots Clés: huiles essentiales, Fleurs, Feuilles, Hydrodistillation, Mentha pulegium

L, Activité antioxydante, Activité anti- inflammatoir



Abstract:

In this work we have compared the essential oils of the flowers and leaves of the
medicinal and aromatic plant Mentha pulegium L. This plant belonging to the
lamiaceae family, is cultivated in the Tablat region of the Medea wilaya. To extract
essential oils, we used the hydrodistillation of water using the Clevenger apparatus.
We did the kinetic study and determined the time needed to extract the 30-minute
flower oil and the average yield was 4.05 %, as well as the time needed to extract the
leaf oil that was 60 minutes and average yield is 1.71%. The antioxidant activity of
the extracted oil was evaluated by the DPPH method, the ICs, value for the flower oil
and the leaf oil being respectively 14.94 mg / ml and 4.1 mg / ml. The anti
inflammatory activity, the percentage of increase of the edema of the left paws
compared to the right paws of the control is% 21,79, concerning the reference batch,
Lastly, percentage increase of edema for batch of essential oils ( 1%: flowers 37.25

%, leaves 33.27 %).

Key Words: Essential oils, Flowers, Leaves, Hydrodistillation, Mentha pulegium L,

Antioxidant activity, Anti-inflammatory activity.
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Introduction générale

L’histoire des Plantes a Parfum, Aromatiques et Médicinales (PPAM) est associée a
I’évolution des civilisations. Dans toutes les régions du monde, 1’histoire des peuples,
montre que les plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans
la composition des parfums et dans les préparations culinaires. L’homme utilise les
plantes depuis des milliers d’années, pour traiter divers maux. Le monde végétal est a
I’origine d’un grand nombre de médicaments [1].

Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des produits
chimiques utilisés en médecine ou dans I’industrie alimentaire. En effet, la
peroxydation des lipides au cours des processus de fabrication et de stockage des
aliments sous I’action des radicaux libres conduit a la perte de la qualité et de la
sécurité des aliments. Les antioxydants de synthése, généralement utilisés en industrie
alimentaire pour retarder I’oxydation des lipides, sont suspectés d’avoir des effets
néfastes sur la santé du consommateur [2] ; [3]. De plus, ’'usage excessif d’agents
antibactériens et antifongiques chimiques dans la médication humaine ainsi que dans
I’¢levage animal et la conservation des aliments conduit au développement de
microorganismes résistants a la plupart des antibiotiques [4]. Suite a cette
préoccupation, il semble donc important de trouver une alternative. Le développement
de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour lutter contre ces
phénomenes de résistance bactérienne et d’oxydation des aliments.

D’apres [5] les PAM occupent une place importante en médecine alternative, dans le
cosmétique et la composition des parfums, ainsi que dans les préparations culinaires.
Mentha pulegium L. est une plante odorante qui appartient a la famille des Lamiacées,
est trés répandue dans le nord de 1I’Europe, dans la région méditerranéenne et dans
I’Asie [6] ; [7]) En Algérie Mentha pulegium L est trés abondante et pousse
spontanément [6].

Son huile essentielle de fait partie des huiles les plus produites dans le monde dont la
valeur commerciale s’éléve a plus de 400 millions de $US/an. Elle est trés répandue
dans I’aire méditerranéenne, est connue sous le nom de « menthe pouliot — Fliou en
berbere ». Elle est fréquente dans les milieux humides et elle est parfois cultivée
comme plante condimentaire pour ses feuilles trés aromatiques. C'est une espece
spontanée dans l'ensemble de 1'Europe, 1'Asie, I’ Amérique et le nord de 1'Afrique (du

Maroc a I'Egypte) [8].
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Introduction générale

Les huiles essentielles représentent une importance économique considérable, vu leur
application dans des domaines variés, allant des industries alimentaires, aux industries
pharmaceutiques en passant par les industries des parfums et cosmétiques [9]. Les
huiles essentielles se composent d'un certain nombre de composés de différentes
origines biosynthétiques s'étendant des hydrocarbures terpénoides aux composés de
soufre, et de tels composés sont naturellement présents dans différentes

concentrations [10].

L’objectif dans un ce travail de recherche est de faire comparé les deux huile
essentielles fleurs et feuilles de Mentha peluguim L de la région Tablet - Médéa par
I’extraction et suite son effet biologique ainsi que son activité antioxydant et

inflammatoire.

Notre travail est organisé en cinq chapitres :
e Dans le premier chapitre: généralité de la plante étudiée.

e Dans les deux chapitres ; généralité sur les huile essentielles.

e Dans le trois chapitre; les méthodes d’extractions et de caractérisation des

huiles essentielles existants.

e Dans le quatre chapitre ; différents modes opératoires et matériels utilisés

pour nos expériences
e Dans le cinq chapitre ; résultats obtenus et leurs interprétations.

Enfin, ce travail se termine par une conclusion générale qui englobe les résultats

obtenus.
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Chapitre 1 Présentation de la plante

I-1-Introduction :

Les plantes médicinales sont des végétaux dans lesquels les €éléments et les
forces de la nature engendrent des substances spéciales dont certaines sont capable de
contrdler et de favoriser les fonctions de 1’organisme humain et dont d’autres peuvent
exercer une action thérapeutique sur des états pathologiques de ces fonctions Selon
[11],

L’Algérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singuliérement riche et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15%
endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques [12], Elle possede
d’importantes potentialités en mati¢re de plantes aromatiques et médicinales en raison
de la flore spontanée, qui est particuliérement riche en plantes utiles telles que I’ortie,
le thym, la menthe... etc.

Ceci est li¢ principalement a la diversité de son climat et a la nature de ses sols ( [13].

Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des
plantes aromatiques et médicinales, en particulier leur pouvoir antifongique [14];

[15];[16], antibactérien [17]; [18], antioxydant [19]et insecticide. [20]; [21] ;[22].

I-2- Définition :

Les Menthes, du nom latin Mentha, sont des herbacées vivaces, indigénes et tres
odorantes appartenant a la famille des Lamiacées [23].. Sur le plan des principes
chimiques, la plupart des espéces de menthe doivent leur odeur et activité a leurs
huiles essentielles ou essences de menthe [24].

Autant les menthes sont faciles a reconnaitre a leur odeur tout a fait caractéristique,
autant elles sont difficiles a distinguer les unes des autres, en raison des formes
intermédiaires et des origines hybrides qui les relient. Parmi toutes les Lamiacées, les
menthes se reconnaissent, en plus de leur odeur spéciale, a leurs fleurs trés petites, a
leurs corolles presque régulieres a quatre lobes presque €égaux et leurs quatre étamines

¢galement presque égales [24].
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Chapitre 1 Présentation de la plante

La menthe pouliot, Mentha pulegium, est 1’espéce la plus exploitée pour ses vertus

médicinales et aromatique [25]; [26].

Elle est représentée par deux sous especes: Mentha pulegium ssp. vulgaris et Mentha

pulegium ssp. pulegium [6]. Cette derniere fera I’objet de notre étude.

Figure I .1 : Morphologie de la Mentha pulegium L [27]

I-3-Les différents noms de la plante

La Mentha pulegium posséde plusieurs de nominalités, Elle est appelée localement «

Fliou », également pouliot, pouliot royal, herbe aux puces, chasse puce, herbe de Saint
Laurent ou frétillet [28].
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Chapitre 1 Présentation de la plante

I-4-Description botanique :

I-4-1-Classification botanique :

Cette classification est faite selon [6] 5 [29]
Régne : Plante.
Embranchement : Angiospermes.

Sous embranchement : Spermathophyte.

Classe : Equisetopside.
Ordre : Lamiales.

Famille : Lamiaceae.

Genre : Mentha.

Espéce : Mentha pulegium L.

Figure 1.2 : Feuilles et fleurs de Mentha pulegium L (original )
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Chapitre 1 Présentation de la plante

I-4-2-Description botanique :

C’est une plante de 10 a 30 cm de hauteur, a inflorescence formée de nombreux
verticillés denses, feuillés et distants [30]. Sa saveur est fortement aromatique et son
odeur est intense. Le nom de pulegium vient de latin pulex, la puce car la plante a la

propriété d’¢loigner les puces [31].

I-4-2-1- Les tiges :
Les tiges a section carrée, sont plus ou moins dressées, verdatres ou grisatres, tres

ramifiées.

1-4-2-2-Les feuilles :
Les feuilles, opposées et petites, sont ovales ou oblongues presque enticres

(Iégérement dentelées ou crénelées) et munies d'un court pétiole.

Figure 1.3: Feuilles de Mentha pulegium L (original)
1-4-2-3-Les fleurs :

Les fleurs, qui apparaissent I'ét¢, de mai a fin septembre, sont rose lilas, parfois
blanches, et sont groupées a l'aisselle des feuilles en glomérules largement espacés le

long de la tige. Chaque inflorescence, en cyme, est axillée par une bractée foliacée.
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Chapitre 1 Présentation de la plante

Elle englobe jusqu’a 30 fleurs. Deux préfeuilles, réduites, naissent a la base de chaque
inflorescence. Le calice, persistant et finement velu, est en cloche. Il est faiblement
bilabié, stri¢ et a 5 dents subégales (les 2 dents inférieures sont plus étroites). La

corolle est gamopétale formée de cinq pétales soudées. Le fruit est constitué¢ de 4

akenes. [30];[32].

Figure 1.4: Fleur de Mentha pulegium L (original)

La floraison s'étant du mois de juin a aott [33]

I-5-Aires de répartition :

Mentha pulegium L est trés répandue dans le nord de I’Afrique, dans la région
méditerranéenne et dans 1’ Asie [30];[34].

En Algérie, Mentha pulegium L est trés abondante et pousse spontanément [30] Elle
se rencontre dans les zones humides et généralement marécageuses, pres des routes, et

elle est plus abondante dans les paturages de montagnes [34].
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Chapitre 1 Présentation de la plante

I-6-Propriétés thérapeutiques :

En Inde la menthe pouliot, est utilisée pour la digestion, pour traiter les maladies
du foie et la vésicule biliaire, la goutte, le rhume, ainsi que le traitement des maladies

de la peau [35].

Selon [36]. Le genre menthe, est utilis¢é comme remede, pour le traitement des
nausées, bronchites, flatulences, anorexie, ulcére du col de ’utérus et les maladies du
foie ; a cause de leurs propriétés anti-inflammatoire, carminative, diaphorétique,

antispasmodique, analgésique, stimulant, emménagogue et anticatharral.

L’huile essentielle (ou/et) les extraits du genre menthe, ont des propriétés

antimicrobiennes et antioxydantes [37].

I-7-Utilisation traditionnelle :

Mentha pulegium L est utilisée pour ces actions carminatives, diaphorétiques,
stimulantes et emménagogues, et elle est principalement utilisée contre les désordres
provoqués par le froid ou le froid soudain. Elle est également salutaire dans les cas
des spasmes, hystérie, flatulence et elle est utilisée pour chauffer 1'estomac [38].

L’huile essentielle de la menthe pouliot est utilisée traditionnellement en
phytothérapie pour aider a la digestion et a soulager la dyspepsie flatulente et les
coliques intestinaux [39].

» Inflammations aigu€s ou chroniques des muqueuses avec hypersécrétion des

glandes de la région enflamm¢ée.

» Expectorante, calme la toux, utilisée pour la sphére respiratoire (tropisme
sphere rhinopharyngée et les poumons), contre les bronchites, les thumes et
les sinusites (en nettoyant toute la spheére digestive), ainsi que contre les
troubles digestifs et I’insuffisance biliaire.

» Elle est également utilisée pour provoquer les régles ou pour soulager les

régles douloureuses [39].
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Chapitre 11 Les huiles essentielles

II-1-Historique :

De tous temps, en tous lieux, notamment dans les pays tropicaux, les plantes
aromatiques ont joue des rdles primordiaux.
D’abord utilisées a 1’état brut, puis infusées, digérées, sous forme d’onguent, de
parfum, d’extraits alcooliques, elles ont toujours eu une place prépondérante dans la
culture de nombreux peuples a travers les ages, que ce soit sur le plan religieux, ou
médical.

Il y a plus de 7000 ans en Inde, les < eaux aromatiques > étaient déja
largement employées dans le traitement des troubles de la sante. Le continent indien
est le berceau de bien des plantes aromatiques, dont le basilic, qui était sacre (Ocimum
sanctum), et elles occupaient une large place au cours des sacrifices religieux, autant
que pour soigner le corps et I’esprit.

A Babylone, on faisait bruler du Cypres et d’autres plantes aromatiques dont les
traductions ne nous permettent pas de percer la nature afin de lutter contre les <
esprits malfaisants >>

A Athénes vers 400 av. JC, un écrit attribue a Hippocrate, Aphorismes, fait
mention de fumigation de diverses plantes aromatiques dont le romarin, la sarriette et
I’hysope afin de lutter contre la grande peste qui ravagea la ville [40].

Les premicres traces d’utilisation des HE en tant que telles nous viennent
d’Egypte, entre 3000 et 2000 ans avant JC [41] En effet, a cette période il semble
qu’une forme rudimentaire de distillation soit employée pour extraire la substance des
plantes aromatiques. Vers 1700 avant JC, le papyrus Edwin Smith, attribue a Imhotep,
indique des recettes se rapprochant de I’aromathérapie moderne. [42].

Ce sont les Perses qui sont considéres comme les inventeurs de la distillation,
technique qui a été perfectionnée par les Arabes, qui I’employaient plutot a des fins de
parfumerie que thérapeutiques.

Les Musulmans reprirent cette technique et I’adapterent a des fins médicales. Ibn
Sina, dit Avicenne, le <troisiéme maitre >, fait un large usage des huiles essentielles
au cours des Xeme et XIeme siecles, et il contribue a répandre cette thérapeutique

grace a I’un de ses plus fameux ouvrages, le Canon de médecine [43].
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C’est sans doute grace aux croisades que la distillation a pu étre ramenée en
Occident, ou pas moins de cent huiles essentielles sont utilisées couramment et de
maniere ciblée des le début du XVIIéme.

L’avénement de la civilisation industrielle entraina un oubli presque total de
I’utilisation thérapeutique des huiles essentielles. C’est en France, au XIXéme siecle,
avec les travaux de Chamberland, puis par la suite de Cadeac et Meunier, que la
capacité des huiles essentielles a neutraliser les germes est prouvée.

Mais c’est Réne-Maurice Gattefosse, en 1928, qui forge le terme <
aromathérapie >>.

L’on raconte cette anecdote bien connue, ou un jour, suite a une explosion
accidentelle dans son laboratoire, il eut les mains brulées. Parfumeur, il avait
vaguement connaissance des usages ancestraux des huiles essentielles. Devant la
mauvaise tournure que prenait la plaie, il eut I’idée de s’enduire régulierement d’huile
essentielle de lavande. Il connut alors un soulagement immédiat et une cicatrisation
¢tonnamment rapide et < propre > Mais ’histoire ne nous dit pas s’il s’agit de
lavande officinale, dite vraie, ou bien de lavande aspic, mieux connue que sa cousine
pour ses vertus cicatrisantes et antiseptiques cutanées. ..

Il n’aura de cesse jusqu' a sa mort de prouver l'efficacité des huiles essentielles.
L’avénement de I’antibiothérapie, avec la découverte et 1'exploitation de la pénicilline
dans les années quarante, éclipsera 1’aromathérapie pendant des dizaines d’années.
C’est concomitamment a I’apparition de résistances des bactéries aux antibiotiques
que I’engouement pour les huiles essentielles renait, grace notamment aux
publications du Dr. Valent dans les années soixante. Ce médecin a tire ses
enseignements de ses propres expériences en tant que chirurgien militaire au Tonkin
de 1950 a 1953 : il usait sur les blesses de mélanges aromatiques de sa confection et
obtenait selon lui des résultats supérieurs a ce qu'on pouvait espérer avec les méthodes
en cours a cette période. Depuis lors, de trés nombreuses études ont été réalisées pour
prouver I’intérét thérapeutique et économique de ces substances, a présent intégrées a
I’industrie agro-alimentaire, ainsi qu’a I’arsenal thérapeutique d'un nombre croissant

de médecins.

Page 10



Chapitre 11 Les huiles essentielles

11-2-Définition :

Les huiles essentielles sont définies comme étant des liquides concentrés, tres
complexes et hydrophobes. Ce sont des extraits volatils et odorants qu’on obtient par
extraction mécanique, distillation a la vapeur d'eau ou distillation a sec de plantes
aromatiques (fleur, feuille, bois, racine, écorce ou fruit). Elles se forment dans un
grand nombre de plantes comme sous-produits du métabolisme secondaire. Elles ont
des propriétés et des modes d’utilisation particuliers et donnent naissance a une
branche nouvelle de la phytothérapie : 1’aromathérapie [44].

L’association Francaise de Normalisation définit [45], les huiles essentielles
comme ¢tant « des produits obtenus a partir de matic¢res naturelles végétales soit par
entrainement a la vapeur d'eau, soit par des procédés mécaniques a partir de 1'épicarpe
des Citrus, soit par distillation seche. L'huile essentielle ainsi obtenue est séparée de la
phase aqueuse par des procédés physiques.». A ce jour, 3000 huiles essentielles sont

connues, seulement 300 d’entre elles sont commercialisées [46].

I1-3-Répartition et localisation des huiles essentielles :
On rencontre les huiles essentielles dans divers familles botaniques elles se
localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et forment dans le cytoplasme

de cellules spécialisée. [47]

ITI-3-1-Répartition géographique de la plante :
Les huiles essentielles sont largement répandues dans le régne végétal et surtout

chez les végétaux supérieurs, il y aurait 17500 espéces aromatiques.
Les familles botaniques capables d'élaborer les constituants qui composent les huiles
essentielles sont réparties dans un nombre limite de familles, EX: Myrtaceae
(Girofle), Lauraceae (laurier), Rutaceae (citron), Lamiaceae (Menthe), Apiaceae
(Coriandre), Zingiberaceae(Gingembre). .etc. [48]

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes de la plante, par
exemples : dans les sommités fleuries (menthe, lavande) les feuilles (eucalyptus,

laurier) les rhizomes (gingembre) les fruits (agrumes, badiane, anis), les racines
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(vétiver), les graines (muscades), bien que cela soit moins habituel dans des écorces

(cannelier). [49]

I11-3-2- Localisation des huiles essentielles :

Elles sont ¢élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque
toutes les parties de la plante. Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de certaines
cellules ou seras semblent sous formes de petites gouttelettes comme la plupart des
substances lipophiles. [50]

La synthese et I'accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a
la présence des structures histologique spécialisés, souvent localisée sur ou a
proximité de la surface de la plante qui sont : cellules a huiles essentielles de
Lauraceae, les poils sécréteursdes laminaceaes, poches sécrétrices des Myrtaceaes,
des Rutaceaes, et les Laminaceaes, et les canaux sécréteurs qui existent dans de
nombreuses familles. Il est intéressant de remarques que les organes d'une méme
espece peuvent renfermer des huiles essentielles de composition différente selon la

localisation dans la plante [47].

I1-4-Variabilité de 1a composition :

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant
diverses conditions telles que I'environnement, le génotype et l'origine géographique.
D’autres facteurs interviennent également tels que la période de récolte, le séchage,
lieu de séchage, la contamination par des parasites, des virus et des mauvaises herbes
et le choix de la méthode d’extraction. C'est ainsi que l'action des huiles essentielles
est le résultat de I'effet combiné de leurs composés actifs et inactifs, ces composés
inactifs pourraient influencer la disponibilité biologique des composés actifs et
plusieurs composants actifs pourraient avoir un effet synergique [S1] ; [S2]; [46];

[53];[44]. Pharmaceutiques : sirop, goutte, gélules pommade ...etc.
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I1-5- Propriétés physico-chimiques :

D’une maniere générale, les propriétés et caractéristiques d’une huile essentielle
sont :

Les différents indices, pouvoir rotatoire, viscosité, densité, solubilité dans 1'alcool,
point d'ébullition et congélation. Plusieurs autres se sont intéressés aux caractérisés
physico -chimique de 1'huile essentielle se présentent comme suit :

Elles sont généralement a I'é¢tat homogene liquide a température ambiante sauf
quelques-unes qui se présentent sous I'état solide (anis, fenouil, menthe de japon....)
Elles contiennent des substances volatiles dans le végétal ce qui les déférences des
huiles « fixes ».Toutes les huiles volatiles sont acres, trés inflammables, et tres
odorantes. Elles ne sont trés rarement colorées, (sauf quelques exceptions) mais
prennent peu a peu une coloration bleu clair (camomille, patchouli) est due a la
présence de chamazuléne (carbures sesquiterpénique qui est 1'azuléne).

Du fait de leur nature huileuse, ces produits sont trés peu soluble dans 1'eau, mais
soluble dans les solvants organiques apolaire usuels, les huiles grasses, et dans les
alcools a titre ¢éleve et éther.

La plupart des huiles sont plus légeres, leur densité est en général inférieure a
celle d’eau.

Quantitativement, les teneurs en huiles essentielles sont faibles parfois tres faibles
elle est de ordre de 0, 1% a 1%, ceci explique le cott éleveé de ’HE, a 1 exception de
quelque uns comme par exemples le clou de girofle qui renferme plus de 15%
d'essence.

L'indice de réfraction et leur pouvoir rotatoire sont généralement éleves, et la
plupart devient a la lumicre polarise, et sont plus souvent optiquement actives car
elles sont contenus des molécules asymétrique.

Elles sont trés sensibles a I'oxydation et ont également tendance a se polymériser
pour former des produits résineux. Les huiles essentielles sont extrémement volatiles
et perdent rapidement leur propriétés, lorsqu'elles sont exposées au soleil, ou lumiére,
ou a leur chaleur, elles absorbent de grande quantité d'oxygene a 1'air en se résinifiant,

en méme temps leur odeur se modifie, leur point d’ébullition augmente et leur
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solubilité diminue. Elles doivent étre conservées dans des flacons en verre coloré bien

fermés, a labri de 1'air, de la lumiére pour une meilleure protection. [S4], [48], [55].

I1-6- Composition chimique :

Du point de vue chimique, les huiles essentielles sont constituées de mélanges
extrémement complexes. Les constituants des huiles essentielles peuvent étre répartis
en deux classes en fonction de leur voie de biosynthése : les terpénoides (composés
terpéniques) et les phénylpropanoides [56].

Elles peuvent également renfermer divers produits issus du processus de
dégradation mettant en jeu des constituants non volatils [S4].

L’¢tude de la composition chimique est généralement -effectuée par
chromatographie en phase gazeuse (CPG). C’est la technique la plus utilisée, car elle
permet de réaliser une analyse compléte de plus d’une centaine de molécules
chimiques que contient 1’huile. Le spectrométre de masse (SM), que I’on associe
souvent a la chromatographie (CPG-SM), permet lui d’obtenir la composition précise
de I’huile essentielle [S7]. La résonance magnétique nucléaire (RMN) peut également

étre utilisée pour identifier les constituants des huiles essentielles [S8];[59].

I1-6-1-Les composés terpéniques :
Les terpénes constituent une famille de composés largement répandue dans le
régne végétal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans

leur squelette d’une unité isoprénique a 5 atomes de carbone a la formule générale

(CsHg) n reconnue par Wallach dés 1887 [60].

HoC™ o2

CHs

Figure II.1 : Structure chimique de 1’isopréne
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Cet isoprene est a la base du concept de la «régle isoprénique» €énoncée en 1953 par
Ruzicka. Cette régle considere le diphosphate d’isopentényle (IPP), désigné sous le
nom d’isoprene actif, comme le véritable précurseur de la molécule terpénique. Les
systétmes enzymatiques responsables de cette conversion (IPP en composés
terpéniques dans les trois compartiments: cytoplasmes, mitochondries et plastes) sont
hydrosolubles ou membranaires. Ces derniers permettent 1’élongation de la chaine
isoprénique conduisant a tout 1’éventail des composés terpéniques a 10, 15, 20 et 30
atomes de carbones [60].Le terme « terpénoide » définit I’ensemble des terpenes
oxygénés et non oxygénés, alors que le terme « terpeéne » ne tient pas compte de la
présence d’oxygene [61].

Ainsi, on distingue selon le nombre de carbone: les monoterpenes (Cyp), les
sesquiterpenes (Cjs), et moins fréquemment les diterpenes (Cyp), les triterpénes (Csp)
et les tétraterpenes (Cyo).

Seuls les terpenes dont la masse moléculaire est relativement faible (mono et
sesquiterpenes) sont rencontrés dans les huiles essentielles [54] et leurs conférent un

caractere volatil et des propriétés olfactives [62].

I1-6-1-1 Les monoterpenes:

Les terpenes simples sont formés de deux unités d’isopréne, leur formule
chimique brute est CjoH;s [63]. On y rencontre des monoterpeénes acycliques
(myrceéne, ocimene), des monoterpenes monocycliques (a- et y-terpinéne, p-cymene)
et des monoterpénes bicycliques (pineénes, A 3 -caréne, camphene, sabinene).

la réactivit¢ des cations intermédiaires justifie [’existence de nombreuses
molécules caractérisées par différentes fonctions [64].
e Alcools : acycliques (géraniol, linalol, citronellol) monocycliques (menthols,
o- terpinéol, 1-terpinénes-4-ol) ou bicycliques (bornéol, fenchol) ;
e Aldéhydes : le plus souvent acycliques (géranial, néral, citronellal) ;
e (Cétone : acycliques (tagetone), monocycliques (menthone, carvone, pulégone)

ou bicycliques (camphre, fenchone, thuyones) ;
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e Esters : acycliques (acétate ou propionate de linalyle, acétate de citronnellyle),
monocycliques (acétate de menthyle, d’a-terpinyl) ou bicycliques (acétate
d’isobornyle);

e Peroxydes : ascaridole ;

e Ethers : cinéole (on dit aussi eucalyptol);

e Phénols : thymol, carvacrol.

e Les monoterpénes peuvent constituer parfois plus de 90% des huiles

essentielles (Citrus) [64].

I1-6-1-2-Les sesquiterpénes :

Ils comportent trois unités d’isoprene, leur formule est CisH,4 soit une fois et
demi (sesqui) la molécule de monoterpeéne [65]. Ils présentent une grande variété dans
leurs structures conduisant @ un nombre ¢élevé de possibilités, ce qui a retardé leur
¢lucidation [63]. Les sesquiterpénes peuvent ¢étre également, comme les
monoterpenes, acycliques (farnésol), monocycliques (humuléne, a-zingibéréne) ou
polycycliques (matricine, artéannuine, P, artémisinine). Ils renferment aussi des
fonctions chimiques caractéristiques comme alcools (farnésol, carotol, B-santalol,
patchoulol), cétones (nootkatone, cislongipinane- 2.7-dione, B-vétivone), aldéhydes

(sinensals) ou esters (acétate de cédryle) [66]; [64].

I1-6-2- Les phénylpropanoides :

Les huiles essentielles renferment aussi des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane (C6-C3), mais qui sont beaucoup moins fréquents que les terpénes et
dont la biogenese est totalement différente [67].

Les phénylpropanoides ou composés phénoliques, sont biosynthétisés a partir des
acides aminés aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine. Ils sont
généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle

phényle [56].
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Considére que ces composés sont trés souvent des allyl- et propenyl phénols, parfois
des aldéhydes, caractéristiques de certaines huiles essentielles d’Apiacées (anis,
fenouil: anéthole, anisaldehyde, estragole. persil : apiole) mais aussi de celles du
girofle (eugénol), de la muscade (safrol, eugénol), de I’estragon (eugénol), du basilic
(eugénol), de D’acore (asarone) ou de la cannelle (cinnamaldéhyde, eugénol,

safrol).[54]

I1-6-3-Composés d’origines diverses :

Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer
divers composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables
lors de I'hydrodistillation : carbures, acides et lactones [68]. Il s’agit de composés
issus de la dégradation d’acides gras et de terpeénes. D’autres composés azotés ou

soufrés peuvent subsister mais sont rares [54].
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Figure I1. 2 : Structure chimique de quelques composés des huiles essentielles [69].
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I1-7-Toxicité des huiles essentielles :

Les Huiles essentielles contiennent des milliers de composants : elles sont tres
efficaces, mais aussi trés dangereuses. Certains composants aromatiques peuvent étre
dangereux et toxique.

La toxicité des huiles essentielles (principalement des cétones mono terpéniques)
est connue depuis le si¢cle dernier.

L'automédication (dangereuse) est favorisée par le fait que bon nombre de ces
produits sont distribués en dehors du secteur pharmacies ; au mépris d'une législation
qui réserve la distribution de certains d'entre eux aux pharmaciens garantissant ainsi
un contrdle rigoureux d’identité et de conformité. Egalement les huiles essentielles de
Lamiaceae ; peuvent se révéler dangereuses lorsqu'elles sont ingérées a forte dose.

Les intoxications décrites sont généralement consécutives a un usage inconsidéré
(exp.5 ml de I'huile essentielle). La symptomatologie de ce type d'intoxication est
marquée par des épisodes de convulsions de type €pileptique, parfois accompagnée de
cyanose et entrecoupé de phases hypotoniques et hyporéflexique. Elle peut aussi
comporter une perte de conscience. L'un des cas les plus récemment publiés révele
que 12 gouttes peuvent suffire pour induire une sensation de malaise rapidement suive
d'un épisode de convulsion tonic cloniques généralisées. La lipophile de ces huiles
essentielles explique que leur toxicité peut se manifester aussi bien par voie orale que
par voie rectale ou par voie transcutanée (exemple, avec des préparations pour bains).
Le menthol lui -méme n'est pas sans danger la dose Iétale pour I'hnomme est estimée a
2g et la simple administration se solutés pour instillation nasale ou d'autre produits a

base de menthol a jeunes peut déclencher un spasme Iétale de la glotte. [70]

I1-8- La conservation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles se conservent plusieurs années, elles ont méme tendance a
se bonifier avec le temps (a I’exception des huiles essentielles extraites des zestes
d’agrumes qui ne conservent pas plus de 2 ans).

Il est recommande de les stocker dans flacons en verre ambre on foncé de maniere a

les protéger de la lumiére, il faut éviter les forts de température et le contact avec I’air,

Page 19



Chapitre 11 Les huiles essentielles

Il faut bien refermez les flacons aprés usage car les aromes s’évaporent dans
I’atmosphere, tenir les flacons hors de portée des enfants. Les flacons doivent étre
stockes en position verticale, en position horizontale, il y a un risque que le bouchon
soit attaqué par I’huile (les huiles ont une action corrosive sur le plastique). Dans ces

conditions, les huiles essentielles se conservent plusieurs années. [71]

I1-9- Domaine d’application des huiles essentielles :
Par leurs nombreuses et diverses propriétés, les plants aromatiques et leurs
essences trouvent leur emploi dans de multiples domaines tels que : 1'alimentation, la

pharmacie, la parfumerie; I’aromathérapie....

I1-9-1-L'utilisation dans ’industrie agroalimentaire :

Les huiles essentielles sont utilisées comme condiments, aromates ou €pices.

C’est le cas des essences de gingembre, de girofle, de vanille, de basilic, de poivre, de
citrus. Les huiles essentielles extraites de citrus, par exemple, trouvent leur utilisation
dans la confiserie, les sirops, les biscuiteries. On note leur intégration aussi dans les
boissons, les produits laitiers, les soupes, les sauces, les snacks, les boulangeries ainsi
que la nutrition animale. [72]

I1-9-2- L'utilisation dans La médecine et ’industrie pharmaceutique :

Les propriétés pharmaceutique des HE leurs conférent un pouvoir antiseptique contre
les bactéries, champignons et levures, en plus des propriétés bactériostatique,
vermicide, antiseptique, insecticides. Les He de thym, girofle, lavande, eucalyptus. le
thymol, constituant principal de I’huile essentielle de thym, est 20fois plus
antiseptique que le phénol. [72,73]

L’huile essentielle de Malaleuka a prouvé cliniquement son action antiseptique,

antimicrobienne et antioxydant.

Des propriétés spasmolytique et sédatives : certaines drogues a HE (menthe, verveine)

sont réputées efficaces pour diminuer les spasmes gastro-intestinaux.

Des propriétés irritantes : de nombreuses crémes, pommades a base d’HE sont

destinées a soulager entorses, courbatures ou claquages musculaires ; certaines HE
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ex : oléorésine dans térébenthine augmentent la microcirculation, induisent une
sensation de la chaleur et dans certains cas une 1égere anesthésie locale.
I1-9-3-L’utilisation dans parfumerie et cosmétique :

Utilise fréquemment les huiles essentielles. La cosmétique est le secteur des produits
d’hygiéne naturels et synthétique pour consommateur. Elles sont intégrées dans des
analgésiques pour la peau, les produits solaires [74]. On les retrouve aussi dans les
préparations pour bains. Intégrée aux huiles de massage, leur teneur ne doit pas passer
3 a 4%. Le menthol, par exemple, trouver une utilisation variée dans les produits tels
que dentifrices mousses, nettoyantes, aliments, cigarettes et des préparations
pharmaceutique orales. L’huile de menthe poivrée est la troisiéme saveur mondiale,
derriére les saveurs vanille et citron. [75],[76]

I1-9-4- L’utilisation dans diverses industries

Ce sont surtout des industries chimique que utilisent des isolants (substances pures
isolées des HE) comme matieres premiéres pour la synthése de principe actifs
médicamenteux, de vitamines, de substances odorantes, etc. [77]

Citons ainsi I’utilisation des isolats linalool, D-limonéne dans des shampoings et
sprays insecticides pour les chats et les chiens.
I1-9-5- L’utilisation dans thérapeutique :

Les huiles essentielles, ont depuis longtemps été employées pour leurs effets
thérapeutiques, c’est I’aromathérapie qui est I’art de la science d’utilise ces huiles
essentielles pour maintenir ou améliorer la santé et la beautg.

Etymologiquement le mot aromathérapie signifie le traitement des «thérapies »par
les ardmes (essences ou huiles essentielles) « ardmay.

Les huiles essentielles sont aujourd’hui mises en lumicre par le progrés scientifique :
elles sont antiseptiques, antimicrobiennes ; anti-infectieuses. Cicatrisantes de plus
certains revitalisent et stimulent 1’énergie vitale. Elles sont donc tonique, [78].elles
sont volatiles ce qui permet de les pour purifier I’atmosphere. [79].
I1-9-6-L’utilisation en entretien :

Les huiles essentielles sont utilisées dans la fabrication des nettoyants ménagers

pour sol et murs, anti-moustique, encaustiques divers [79].
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Chapitre 111 Les procédés d’extraction

I11-1- Hydrodistillation :

L’hydrodistillation, proprement dite, est la méthode standard la plus sélective pour
I’extraction d’une huile essentielle et le contrdle de qualité [80]. Le procédé
correspond a une distillation hétérogene, et consiste a immerger la matiére premicre
végétale dans un bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté a ébullition généralement a
pression atmosphérique. La chaleur permet I’éclatement du lieu de sécrétion (poils,
poches ou canaux) et la libération des molécules odorantes contenues dans les cellules
végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange

azéotropique.

Sachant que la température d’ébullition d’un mélange est atteinte lorsque la somme
des tensions de vapeur de chacun des constituants est égale a la pression
d’évaporation, elle est donc inférieure a chacun des points d’ébullition des substances

pures. Ainsi, le mélange azéotropique

« Eau + Huile essentielle » distille a une température 1égérement inférieure a 100°C a
pression atmosphérique, alors que les températures d’ébullition des composés
aromatiques sont pour la plupart trés €levées. A la sortie, le mélange circule dans un
serpentin ou il se condense. Ensuite, il est recueilli dans un essencier ou un vase

florentin. La différence de densité entre les deux phases permet une séparation aisée.

La période de distillation varie considérablement selon la matrice et peut atteindre

plusieurs heures. Elle influe également sur le rendement et la composition de I’extrait.

La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage de la phase aqueuse obtenue
lors de la décantation. Le principe de recyclage est communément appelé cohobage.
En laboratoire, le systéme équipé d’une cohobe, qui est généralement utilisé pour

I’extraction des huiles essentielles, est appelée le Clevenger [81] (Figure I11.1).
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Figure III.1 : Dispositif de hydrodistillation par Clevenger

I1I-2- Entrainement a la vapeur d'eau :

Les méthodes d'extraction par I'entrainement a la vapeur d'eau sont basées sur le
fait que la plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables
par la vapeur d'eau, du fait de leur point d'¢bullition relativement bas et de leur
caractere hydrophobe.

Sous l'action de la vapeur d'eau introduite ou formée dans l'extracteur, 1'essence se
libére du tissu végétal et entrainée par la vapeur d'eau. Le mélange de vapeurs est
condensé sur une surface froide et I'huile essentielle se sépare par décantation [82]
En fonction de sa densité, elle peut étre recueillie a deux niveaux:

v’ au niveau supérieur du distillat, si elle est plus légére que l'eau, ce qui est

fréquent.

v' au niveau inférieur, si elle est plus dense que 1'eau.

Les principales variantes de l'extraction par l'entrainement a la vapeur d'eau sont

I'hydrodistillation, la distillation a vapeur saturée et I'hydrodiffusion.

Page 22



Chapitre 111 Les procédés d’extraction

II1-3-L'hydrodiffusion

Elle consiste a pulser de la vapeur d'eau a travers la masse végétale, du haut vers le
bas. Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant
contrairement aux techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est
ascendant. L'avantage de cette technique est traduit par l'amélioration qualitative et

quantitative de 1'huile récoltée, 1'économie du temps, de vapeur et d'énergie.
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Figure III. 2: Entrainement a la vapeur d’eau et hydrodiffusion

III-4-L’extraction assistée par micro-ondes :

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-
ondes pour extraire de fagon rapide et sélective des produits chimiques de diverses
substances [83]. Le matériel végétal est immergé dans un solvant transparent aux
micro-ondes de manicre a ce que seul le végétal soit chauffé¢. Les micro-ondes vont
chauffer 1’eau présente dans le systéme glandulaire et vasculaire de la plante, libérant
ainsi les produits volatils qui passent dans le solvant. On filtre et on récupére ensuite
’extrait.

L’extraction par micro-ondes a le grand avantage de réduire le temps d’extraction a
quelques secondes [84]. Ce procédé, tres rapide et peu consommateur d’énergie, livre
un produit qui, est le plus souvent, de qualit¢ supérieure a celle du produit

d’hydrodistillation traditionnelle [S4].
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Figure III. 3: Montage d’extraction assistée par micro-onde

I11-5-Détente Instantanée Controlée

Cette méthode d'extraction est née des études théoriques menées par le Professeur
[85] sur I’expansion par extrusion et suivies de travaux expérimentaux. La Détente
Instantanée Controlée est fondée sur la thermodynamique de I’instantanéité et des
processus d’autovaporisation couplée a I’évolution hydro-thermo-mécanique de
nombreux polymeres a usages alimentaire, cosmétique, pharmaceutique, etc...
[861;87].

Le traitement par "Détente Instantanée Controlée D.I.C." est utilis¢ en vue d'extraire
les aromes et les huiles essentielles a partir de végétaux adéquats naturels ou
préalablement séchés. En effet, appliquée aux végétaux, la D.I.C. permet la
modification de leur structure, provoquant ainsi leur texturation et facilitant alors les
opérations de transfert de mati¢re. L'auto—vaporisation qui accompagne la détente
implique la séparation liquide-solide et permet donc I'extraction de composés
spécifiques. Cette opération se distingue par un traitement thermique trés localisé,
durant un temps réduit (quelques dizaines de secondes). Comparée aux autres
procédés traditionnels, la D.I.C. (Figure 04), est relativement rapide, et donc
nettement plus flexible. D'un rendement supérieur, la méthode est comparable a
l'extraction par CO2 supercritique au niveau de la qualité de l'extrait, alors que la

consommation énergétique est inférieure a celles de la distillation et par entrainement
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a la vapeur. Les différents aspects de la qualité sont ainsi couplés : ceux du produit
fini, ceux du procéd¢ et ceux de son impact environnemental :
e Vecteur qualité - Améliorer la qualité de I'extrait obtenu par élimination de la
dégradation thermique et de la présence de solvants résiduels.
e Vecteur environnemental : Réduire les rejets de solvants, d'eau usée et de
maticres résiduelles.
e Vecteur énergétique : Réduire la consommation énergétique nécessaire a

I'extraction des huiles essentielles.
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cycle de traitement.

La Détente Instantanée Contrélée (DIC) trouve des applications diverses dans le
séchage des fruits et légumes, et dans la décontamination microbienne. Elle offre
¢galement des avantages économiques (vitesse, colt), et qualitatifs (stérilisation,

qualités organoleptiques, contenu en vitamines) [88].
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II1-6-Extraction par solvants volatils :

La technique d’extraction classique par solvant, consiste a placer dans un extracteur
un solvant et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va
se charger en molécules aromatique, avants d’étre envoyé au concentrateur pour y étre
distillé a pression atmosphérique. Le produit ainsi obtenu est appelé « concréte «.
Cette concréete pourra étre par la suite brassée avec de 1’alcool absolu, filtrée et glacée
pour en extraire les cires végétales. Aprés de derniére concentration, on obtient une
«absolue «. Les rendements sont généralement plus important par rapport a la
distillation et cette technique évite 1’action hydrolysante de 1’eau on de la vapeur
d’eau. Du fait de technique évite solvants organiques, cette technique présente
toutefois des inconvénients qu’il est important de noter. En effet, I’intervention de
solvants organique peut entrainer de risque d’artéfacts et des possibilités de
contamination de I’échantillon par des importantes parfois difficile a élimine. Le
solvant choisi en plus d’étre autorisé¢ devra posséder une certaine stabilité face a la
chaleur, la lumiére, ou I’oxygene, sa température d’ébullition sera de préférence basse
afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir chimiquement avec 1’extrait.
Parmi les solvants les plus utilisé, on recense : le méthanol, le 1’éthanol, le éther de
pétrole ou encore le dichlorométhane. Cependant depuis quelque décennie,
I’extraction par solvant a connu d’intéressantes améliorations.
L’hydrodisillation_extraction simultanée I’extraction par Soxhlet sont les principales

[89]

L’extraction par 1’appareil de Soxhlet consiste a faire passer a travers la matic¢re a
traiter contenue dans une cartouche de cellulose, un flux descendant de solvant
toujours neuf puisque distillé a chaque cycle. Cette technique est loin d’étre exclusive
aux molécules aromatiques d’origine végétale. Elle est fréquemment utilisée pour

I’extraction de lipides, ou de diverses autres catégories de molécules.

De plus, cette technique d’extraction a été récemment combinée aux micro-ondes et

aux ultra-sons.
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Figure IIL.5: I’extraction par solvants volatils [90]; [91].

III-7-L’expression a froid :

L’extraction par expression a froid, est souvent utilisée pour extraire les huiles
essentielles des agrumes. Son principe consiste a rompre mécaniquement les poches a
essences. L’huile essentielle est séparée par décantation ou centrifugation. D’autres
machines rompent les poches par dépression et recueillent directement I’huile

essentielle, ce qui évite les dégradations liées a I’action de I’eau [92].

I11-8-Extraction par ultrasons

L’extraction des composés bioactifs par ultrasons (20 — 100 kHz) est une technique
émergente qui offre beaucoup de reproductibilit¢ en peu de temps, trois fois plus
rapide qu’une extraction simple par solvant. Elle est facile a mettre en ceuvre et peu
consommatrice de solvant et d’énergie [93]. En effet, la matiére premicre est
immergée dans 1’eau ou dans le solvant, et en méme temps elle est soumise a 1’action
des ultrasons. Cette technique peut étre utilisée pour ’extraction des composés
aromatique ou des essences de plantes, mais elle a surtout ét¢ développée pour
I’extraction de certaines molécules ayant un intérét thérapeutique [94];

[95151961519715198]; [99]5[100].
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Figure II1.6: Schéma démonstratif de la cavitation ultrasonore.

Pendant la sonication, les ondes sonores utilisées induisent des vibrations
mécaniques dans le solide, le liquide ou le gaz, a travers une succession de phases
d’expansion et de compression, comme au cours d’un phénomene de cavitation. Les
bulles, formées par 1’expansion, vont se développer puis dégonfler. Si ces bulles se
situent prés d’une surface solide, alors le dégonflement sera asymétrique, ce qui
produira des jets de liquide ultra-rapides (Figure II1.6).

D’apres [97], les mécanismes d’extraction impliquent deux phénomenes physiques :
v Les molécules peuvent parfois traverser la paroi cellulaire par simple diffusion
v' Le contenu des cellules peut étre « lessivé» aprés destruction des parois
cellulaires, afin de récupérer I’ensemble des composés d’intérét.
Les ultra-sons permettent d’améliorer ces deux phénomenes. Ils pourraient augmenter
le rendement, diminuer la quantité de solvant nécessaire et/ou le temps de traitement

[101].
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III-9-L’extraction au CO2 supercritique

La technologie du CO2 supercritique est basée sur le pouvoir solvant du CO2 qui
est modulable a volonté selon les conditions de pression et de température qu’on lui
applique.

A D’état supercritique (plus de 74 bar et de 31°C) le CO2 posséde des propriétés
trés particuliéres : une grande diffusivité, comme celle d’un gaz, et une densité élevée,
permettant une capacité d’extraction et de transport importante.

Un procédé d’extraction par CO2 supercritique fonctionne en circuit ferme. Il
comporte des organes de mise en pression (pompes) et en température (€changeurs)
afin d'amener le CO2 au-dessus de son point critique.

Le produit a traiter est place dans un extracteur traverse par le flux de CO2
supercritique. Le fluide se charge en compose extrait, puis il est détendu, passe en
phase gazeuse et se sépare du compose extrait. Ce dernier est recueilli dans un

séparateur. [102]

Hite

SCHEMA DE PRINCIPE
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Figure IIL.7: schéma de principe d'extraction au CO2 supercritique
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Les molécules solubles dans le CO2 supercritique, donc extractibles, sont les
composes peu polaires de faible masse moléculaire, tels que les composes
aromatiques, des alcools, des esters, de nombreux pigments, les stérols... Une étude
tend a prouver que cette méthode d'extraction entraine les métaux lourds dans une
proportion a peine supérieure a celle retrouvée avec la distillation par entrainement a

la vapeur d'eau [103]Ce procédé produit des Extraits aromatiques.
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Chapitre IV Mateériel et méthodes

IV-1-Introduction

Dans le cadre de ce travail, nous avons procédé a I’extraction de fleur et feuille de la
plante Mentha pulegium L par : hydrodistillation type clevenger et avons procédé a
I’¢tude effets biologique (pouvoir antioxydant et pouvoir inflammatoire). Le travail
est réalise hydrodistillation type clevenger au laboratoire biomasse ENS, Kouba, et la
partie effet biologique pouvoir antioxydant au laboratoire de biologie lycée
universités de Médéa, et pouvoir inflammatoire au niveau de la filiale Antibioticale de

Médéa (laboratoire de pharmaco-toxique).

IV-2-Méthodologie :

Matiere végétale W

Mentha pulegium L l

/ N\

Memge Feuilles
Y Extraction avec
I’eau distillé
.~ Hydrodistillation
v =

Les caractérisations Les activités

physique et chimique biologiques
(antioxydant,
inflammatoire)

Figure IV.1 : schéma de la méthodologique suivie.
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IV-3- Matériel :

IV-3-1-Matériel non biologiques :
IV-3-1-1-Appareillage : Voir (Annexe).

IV-3-1-2- Verrerie et accessoires :

La verrerie et les accessoires utilisés sont présentés dans I’ Annexe.
IV-3-2-Matériel biologique :
IV-3-2-1-Matiére végétale :

La matiére végétale utilisée dans cette étude est constituée d’une plante (figure

IV.2). La Mentha puleguim L est un récolté dans la région Tablet de Médéa durant

mai (feuille) /Aout (fleur) 2017. On utilisée 1’obtention des huiles essentielles, mis a

sécher a I’air libre et la lumiére.
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Figure IV.2: photo de la plantes ¢tudies de Mentha puleguim L (original)
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Materiel et méthodes

I-2-2 Matériel animal :

«* Pour le test anti-inflammatoire :

Le tableau présente le matériel animal utilisé et les conditions opératoires :

Tableau IV.1 : les matériels utilisés et les conditions opératoires

Animal

Souris albinos

Nom scientifique

Mus musculus

Référence Souche N.M.R.I (Naval Médical Research
Institut).
D’origine swiss, importée d’IFFA-CREDO
(lyon)

Effectif 4lot +17 souris chacun lot 5 souris +lot +
témoin

Poids(g) 17-24 ¢

Sexe Male et femelle

Nourriture Tourteau, agglomeéres, composés de mais,
son, remoulage, soja, CMV.

Boisson Eau de robinet (eau potable).

Température de laboratoire(C°)

18-24 T° ambiante

Elevage

Complexe antibiotical site de production de

Medea (Saidal).
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IV-4- Extraction des huiles essentielles :

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistillation dans appareil

de type clevenger

¢ Principe :

Les huiles essentielles la plante Mentha puleguim L est extraite par le procédé
d’hydrodistillation, grace a un appareil du type Clevenger (figure IV.3) qui est
constitué d’une chauffe ballon qui permet la distribution homogene de la chaleur dans
le ballon, un ballon en verre pyrex ou I’on place la mati¢re végétale séchée et 1’eau

distillée.

Cette technique est basée sur ’'immersion d’un échantillon solide dans 1’eau portée
a ¢bullition. La vapeur saturée en huiles essentielles traverse un serpentin ou elle se

condense pour donner deux produits: 1’eau florale et I’huile essentielle.

¢ Mode opératoire :
Les matérielles végétales fleurs (feuilles), séché et coupé en petit morceaux au
préalable. Le montage ¢labore pour hydrodistillation du type Clevenger est représenté
dans la figure I'V.3 est décrit comme suit :
v Dans un ballon 41, on introduit de matiére végétale 40,99¢g de fleurs (50g de
feuilles) Mentha puleguim L.
v Ensuite ; on y ajoute une quantité suffisante 1’eau distillé sans pour autant

remplir le ballon pour éviter les débordements lors de 1’¢bullition.

v Le mélange est porté a ébullition a ’aide de la chauffe ballon pendant 1 h pour
les fleurs (feuilles 30 min). Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a
travers le tube vertical puis dans le serpentin de refroidissement ou aura lieu la

condensation.
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v' Les gouttelettes ainsi produites s’accumulent dans un collecteur. L’huile

essentielle de faible densité par rapport a I’eau, surnage a la surface de cette

derni¢re. L’ huile ainsi obtenue est récupérée par décantation puis traitée par
un déshydratant

v’ Elle est alors conservée dans des flacons opaques bien scellés a température
basse (4 a 5°C).

W

i

L

L

M
EL-W jillllillqullnllllllllpI-illl
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Figure IV.3: le montage ¢labore pour hydrodistillation du type Clevenger (original)
IV-4-1-Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse

d’huile essentielle obtenue apres I’extraction et la masse de la maticre végétale

utilisée [77]. (Le rendement (R) est exprimé en pourcentage, et il est donné par la
formule suivante :
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R(%) = g x 100 (IV.1)

R : Rendement en huile essentielles exprimé en %.
m : masse de I’huile essentielle en gramme.

M : Masse d’échantillon en gramme.

IV-4-Détermination des mesures des constantes physico- chimiques
IV-4-1-L’indice de réfraction :

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon
lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de 1’air dans I’extrait maintenue a
une température constante. Il est le meilleur critere de pureté. La mesure a été

effectuée en utilisant un réfractomeétre Figure 1V 4.

Figure IV.4: Réfractometre (original)
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L’indice de réfraction des huiles essentielles est généralement élevé, il est supérieur a
celui de I’eau distillée a 20°C (=1,333), ceci montre leur richesse en composants qui
dévient la lumiére polarisé.
L’¢échantillon d’extrait est mis dans le réfractometre puis on lit la valeur sous la
lumiere.
Mode opératoire :
v' On Place 2 a 3 gouttes de I’HE a I’aide d’une pipette dans la cellule de
mesure jusqu’au trait de signale.
v' Refermer le couvercle pendant 15 second (temps nécessaire pour que
I’appareil sont stabilisé a 20 C°).
v Régler avec les deux boutons, jusqu’a la localisation du trait signale au centre
de la cellule

v A la fin on lit la valeur de I’indice de réfraction sur cercle gradué.

IV-4-2-Densité relative :

La densité (la masse volumique) est une grandeur physique qui caractérise la masse
d'un matériau par unité¢ de volume.

En définie La densité relative a 20 °C d’une huile essentielle est le rapport de la masse
d’un certain volume d’une huile a 20°C, a la masse d’un volume égal d’eau distillée a

20°C et son symbole est d53
» Mesure de densité :

Pour définir la densité de notre huile on a supposé une méthode qui dépend sur la

mesure de volume et la masse d’huile et on fait le rapport :

p = (IV.2)

m
(%

m = masse d’huile.

V=volume d’huile.
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» Mode opératoire

Au moyen d’une balance de précision et a 1’aide d’un flacon 2.5ml on posé 0.5ml

d’HE de choisie, puis on a posé le méme volume d’eau distillée.

IV-5-Etudes des activités biologiques :
IV-5-1-Etude de I’ Activité antioxidante :

% Principe

Le composé chimique 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyle fut I’'un des premiers radicaux
libres utilisés pour étudier la relation structure-activité¢ antioxydante des composés
phénoliques [104]; [105]. La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut étre
suivie par spectrophotométrie visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a
517 nm provoquée par la présence de composés phénoliques.
Le radical synthétique DPPH initialement violet, se décolore lorsque 1’¢lectron
célibataire s’apparie a l’antioxydant. Cette décoloration est représentative de la
capacité des composés phénoliques a piéger ces radicaux libres indépendamment de
toutes activités enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le
pouvoir antiradicalaire direct de différentes substances phénoliques des extraits [106].
|

+ Antioxydant-OH + Antioxydant-C

~~ A
e NH
J:N I ___J-"JIJ‘__ [:J:N e I __NO,
DPPH (violet) DPPH-H (jaune)

Figure IV.5: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH [107]
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*» Mode opératoire

Le pouvoir radicalaire a été testé en utilisant le DPPH. Cette derni¢re comprend les
étapes suivantes :
v" On préparé La solution de DPPH par dissolution de 1.4mg de DPPH dans 25
ml de méthanol.
v On préparé une solution contrdle, on traduire 5ml de solution de DPPH dans
36ml de méthanol (pour détermine la longueur d’onde de DPPH).
v On préparé une solution mére (extrait) :
Fleur : on mélangé 900 pl huile de fleur avec 100 pl de méthanol.
Feuille : on mélangé 600 pl huile de feuille avec 400 pl de méthanol.
v Dans un tube a essai sec et stérile on préparé 6 dilutions, en prélevant 500ul de
la solution mére (extrait) qui sera rajouté a 500 ul de méthanol (Dilution n°
1), de cette dernicre, nous avons prélevé 500 pul que nous avons dilué dans 500
pl de méthanol (Dilution n° 2).Nous avons procédé de la méme maniere pour
préparer les six dilutions
v' A partir de (Dilution n° 2), nous avons mélangés 2.5ml d’une solution
méthanolique de DPPH, le mélange réactionnel est agite et incube 30min a

I’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance sont mesurées a 517nm.

L’acide gallique est un antioxydant de référence utilis¢é comme témoin positif.

< Expression des résultats :

L’activité antioxydante est exprimée comme le pourcentage d'inhibition calculé en

utilisant I'équation suivante:

(AbsSC-Absessai)
AbsSC

AAY = X 100 (IV.3)
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Tel que :
AA : L’activité antioxydant.

Abs : Absorbance a longueur d’onde de 517 nm.

¢ Détermination d’IC50 :
La concentration inhibitrice (IC50) est la concentration de [’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Elle est calculée a partir du graphe de
l'activité antioxydante (en %) en fonction de différentes concentrations des extraits
testes.

Une faible valeur d’IC50 indique une forte capacité de l'extrait a agir comme piégeur

du DPPH.

IV-6-2-Etude de Pactivité anti- inflammatoire :
% Principe :

.Le principe consiste a injecter, sous I’aponévrose plantaire de la patte arriére gauche
de la souris, la carragénine provoquant ainsi une réaction inflammatoire qui peut étre
réduite par produits anti- inflammatoire. Ce test nous a permis de comparer de
I’cedéme plantaire apres administration des doses égales chacun du produit a tester et

celui de références [108].

Préparation des solutions : les préparations des solutions de I’HE de deux doses :
Dose 1 : (20 mg d’HE feuille /2.5ml et 20mg d’HE fleurs /2.5ml)
Dose 2 : (30mg d’HE feuille /2.5ml et 30mg d’HE fleurs/2.5ml)

Et la solution de dichlofénac de sodium a 75mg/750ml, solution I’eau physiologique

0,9% et la carragénines al%.
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+ Mode opératoire :
a-Animaux :

-penser les souris dont le poids varie entre 17 a 24g, les animaux ont été placés dans
des cages en polypropyléne ou ils sont privés d’eau et d’alimentation : 18h avants

tester.

b-Répartition des animaux :

Les souris ont été réparties en 6 lots de 4 souris
-lot témoin négative.
-lot témoin positive.
- lot dose 1 : (lot3 +lot4)

-lot dose 2 : (lot5 +lot6)

‘ :":"_\;‘v;‘: IT V| o

Figure IV.6: les six lots souris (original)
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c- Administration et injection :

Au temps TO (gavage) : dans notre cas les souris ont été mises a jeun, nous avons

administré par voie intra- gastrique (gavage) des suspensions suivantes :
-lot témoin négative : chacun souris a recu 0.5ml de 1’eau physiologique.

-lot témoin positive : chacun souris a recu 0.5ml de produits de références

Dichlofénac).

-lot dose 1 : chacun souris a regu 0.5ml de ’'HE a 20 mg/2.5ml.

-lot dose 2 : chacun souris a recu 0.5ml de I’HE a 30 mg/2.5ml.

.

|I2

—
—

Figure I'V.7: photo de gavage des souris (original)

Au temps T0+30 min : les souris des six lots ont recu 0.03 ml de la carragénine

chacune et cela par injection de la carragénine sous 1I’aponévrose plantaire de la patte
arriere gauche.
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Figure IV.8: I’injection de la carragénine (original)

Au temps TO0+4h : sacrifier les souris par dislocation cervical (produits de éther).et
coupé les pattes postérieures droites et gauches a hauteur de ’articulation et les peser

sur une balance analytique.

Figure I'V.9: sacrifier des souris et couper les pattes (original)
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K/

< Expression des résultats :

-calcule les moyennes arithmétique des poids de la patte gauche et la patte droite pour

chacun lot.

» calcule du pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% d’cedéme) est

donné par I’expression suivante équation :

moyennes des poids de patte gauche—moyennes des poids de patte droite
Y P Pree Y P b x 100 (IV.4)

% I’cedéme= . .
moyennes des poids de patte droite

» calcule de pourcentage de réduction de I’cedéme cher les souris traitées par

rapports au témoin équation :

, . N %de l'oedéme témoin —% l'oedémeessai
% de réduction de 1’cedéme = x 100 (IV.5)

%de l'oedéme témoin
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Chapitre V Résultat et discussion

V-1-Introduction :

Dans un chapitre précédent ont permis d’obtenir les résultats expriment qui sont

utilise les différentes méthodes traites et interprétes dans ce qui suit.
V-2-Cinétique d’extraction:

Lors des expériences servant a établir la cinétique d’extraction, ’extraction est
périodiquement arrétée, 1’huile essentielle fleur et feuille de Mentha puleguim L
récupérée est pesée a des intervalles de temps de 2et 5 minutes respectivement qui
s’étalent de 0 a 165minutes. Ensuite 1’extraction est reprise. A partir de ces mesures
du poids de I’huile essentielle on en déduit le rendement de chaque prise a partir de la
formule du rendement (%) et ainsi on construit la courbe de la cinétique d’extraction
en fonction du temps. Le résultat est illustré dans les figures V.1 et V.2. Cette étude a
pour but de fixer le temps nécessaire pour extraire le maximum d’huile et pour éviter
les pertes de temps et d’énergie.

Tableau V.1 : Cinétique d’extraction par HD type clevenger d’HE de fleur

T(min) | 2 7 12 27 42 72 102 132 162

m(g) 0.45 1.05 126 | 1.62 |1.62 |1.62 1.62 162 |1.62

R(%) | 125 |2.623.15|4.05 |4.05 [4.05 |[4.05 |4.05 [4.05 |4.05

Rendement d'HE de fleur (%)

4,5

¢ ¢ ¢ >
s

3
2,5 -
2

1,5 I

—o—R(%)

Rendement%o

0,5
0 L 2 T T T 1
0 50 100 150 200

Temps (min)
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Figure V.1. Evolution de rendement en fonction de temps d’extraction par HD type

clevenger d’HE de fleur.

Ces résultats (Figure V.1) montrent que la vitesse d’extraction de 1’huile essentielle
de fleur de Mentha peluguim L est trés rapide. Le rendement augmente en fonction du
temps puis il se stabilise. En effet, ’extraction compléte est achevée en moins de 30

min.

Tableau V.2: Cinétique d’extraction par HD type clevenger d’HE de feuille

T(min) | 5 10 15 20 35 65 95 125

m(g) 0.184 0322 ]0.391 |0.46 0.529 0.575 [0.575 |0.575

R(%) (0540 |0946 |1.149 |1.352 | 1.555 1.690 | 1.690 | 1.690

Rendement d'HE de feuille (%)

1,8

16 it d
o 14
S 12
= 1
g 0,8 [
g g ——R(%)
: 0,4 I
S 02
%l

0 50 100 150 200
Temps (min)

Figure V.2 : Evolution de rendement en fonction de temps d’extraction par HD type

clevenger d’HE de feuille.

Concernant la cinétique d’extraction de I’huile essentielle de feuille de Mentha
pulegium L (Figure V.2), elle est aussi trés rapide et indique que le rendement
augmente rapidement en fonction du temps puis il tend vers un palier a partir de 60

min.
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V-3-Rendement en huile essentielles :

Dans cette partie, le rendement de ’extraction de I’huile essentielle de la Mentha
pulegium L par hydridistillation est donné on démarre d’un échantillon 40.99 g de
fleur (50 g de feuille). La quantité d’huile essentielle permet de donnée le rendement

sa basant sur I’équation (IV.1) : Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau 03

Tableau V.3: Rendement d’extraction des deux huiles essentielles

huile essentielle Feuille Fleur

Rendement R(%) 1.71% 4.05%

Le rendement en HE est influencé par plusieurs parameétres parmi lesquels citons : la
teneur en eau, la nature de la plante, I’origine, la période de récolte, la durée de
séchage et la technique d’extraction utilisée et la masse de la plante utilisée.

La plante des régions dont le climat est sec donne un rendement assez élevé en HE, vu
qu’elle contienne une teneur faible en eau.

L’extraction de I’huile essentielle de fleur et feuille de Mentha pulegium L a donné

un rendement de 4.05% et 1,17% respectivement.

4,5 -

3,5 A

4,05
2,5 A

s ‘F

Feuille Fleur

1,71

Rendement %

Figure V.3. Rendement en huile essentielle de fleur et feuille de Mentha pulegium L
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V-4-Caractérisation physique et chimique des huiles essentielles :

L’un des parametres essentiels concernant la qualité des huiles essentielles est bien
¢videmment les caracteres physico-chimiques. Ceux-ci nous permettent de confirmer
la qualité des huiles essentielles feuille et fleur de Mentha pulegium L par I’analyse de
leur densité relative et indice de réfraction a 20 °C. Les valeurs obtenues sont

représentées dans le tableau 04.

Tableau V.4 : Caractéristiques physiques et chimique des huiles essentielles feuille et
Fleur de Mentha pulegium L

Huile essentielle Feuille Fleur
Densité relative 0,897 0,876
Indice réfraction 1,475 1,484

e Les valeurs obtenues de la densité relative de feuille et de fleur de Mentha
pulegium L est appartiennent aux normes.
e Les valeurs obtenues de I’indice réfraction de feuille et de fleur de Mentha

pulegium L est appartiennent aux normes.
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V-5-Evaluation de L’activité antioxydante:

L’activité antioxydante des huiles essentielles de fleur et de feuille de Mentha
pulegium L est évaluée par le test de piégeage du radical DPPH. Il est bien connu que
quand une solution de DPPH est mélangée avec celle d'une substance contenant des
antioxydants, le radical libre stable DPPH (couleur violet foncé) est converti en 1,1-
diphényl-2-picryle hydrazine ce qui entraine une décoloration facilement mesurable
par spectrophotométrie a 517 nm.

Le test antioxydant est réalis¢ en utilisant la méthode de DPPH. Les résultats obtenus sont

regroupés dans les tableaux 05 et 06.

Tableau V.5. Absorbances des différents échantillons testés sur la fleur

Concentration de I’HE Abs échantillon A%
(mg/ml)

75,4 0,044 95,75
37,7 0,224 75,6
18,85 0,446 55,4
9,42 0,571 42,9
4,71 0,786 21,4
2,35 0,993 0,7

Tableau V.6. Absorbances des différents échantillons testés sur la feuille

Concentration de I’HE Abs échantillon A%
(mg/ml)
19,7 0,035 96,48
9,85 0,292 70,8
4,92 0,435 56,48
2,46 0,672 32,78
1,23 0,99 0,5
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Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes du Variation de 1’absorbance
des échantillons de DPPH en fonction de la concentration en HE pour chaque extrait

des plantes. D’apres les résultats représentés dans les figures 04 et 05.

1,2

1 -

0,8 -

0,6

0,4

0,2 \

0 : : : : : : . .
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Absorbance

Concentration (mg/ml)

Figure V.4. Variation de I’absorbance des échantillons de DPPH en fonction de la
concentration en HE de fleur
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Figure V.5: Variation de I’absorbance des échantillons de DPPH en fonction de la
concentration en HE de feuille
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Sur cette les figures, il apparait clairement que fleur et feuille de Mentha peluguim L
possede une activité antioxydante. La diminution de 1’absorbance de la solution de
DPPH, contenant I’HE de fleur et feuille a différentes concentrations en HE, traduit la
réduction du DPPHe en DPPH-H donc la diminution de la concentration initiale de ce
radical en comparaison avec le controle (Acide gallique). La quantit¢ de DPPH-H

formée dépend de la concentration en antioxydants.

120

100
80 //

60 —

A%

40

20

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentration (mg/ml)

Figure V.6: Variation du pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des

concentrations en HE de fleur.
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Figure V.7: Variation du pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des

concentrations en HE de feuille.
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Figure V.8 : Variation du pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des
concentrations d'acide gallique.
L’IC50 est inversement li¢ a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la
quantité¢ d'antioxydants requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%.
Plus la valeur d’IC50 est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé est grande.
A partir de la courbe de variation du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de

la concentration en HE illustrée sur Tableau V.7

Tableau V.7 : Les valeurs des ICso des différents extraits

Extraits et antioxydants de référence IC50 (mg/ml)
Les huiles essentielles de fleur 14,94

Les huiles essentielles de feuille 41

Acide gallique 0,00444

L’huile essentielle de fleur a montré une activité antioxydante supérieure a celle de
I’huile essentielle de feuille de M.pulegium En effet, I’huile essentielle de fleur a pu
ramener le radical libre 2.2 diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH) au
diphenylpicrylhydrazine jaune-coloré avec un IC50 de 14,94 mg/ml alors que I’'IC 50

de I’huile essentielle de feuille était de 4,1 mg/ml. Les deux huiles essentielles ont
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montré une activité antioxydante largement supérieure a celle du AG qui a une IC50
¢gale a 0,00444 mg/ml. Il semble d’apres ces résultats que le AG est I’antioxydant le
plus efficace avec une IC50 de 0,00444 mg/ml par rapport aux deux huiles
essentielles étudiées. Donc 1’activité antioxydant d’un huile essentielle fleur est un

meilleure par rapport huile essentielle de feuille.

L’¢étude activité antioxydant d’huile essentielle de fleur et de feuille de Mentha

puleguim L, a montré que les deux huile présente des proprietes antioxydant.

V-6-Evaluation de I'activité anti inflammatoire :
L'activité anti-inflammatoire est obtenue en administration d'HE de plantes sur des

souris. Les résultats de 1'étude sont consignés dans le tableau V.8.

Tableau V.8 : Récapitulation des résultats de 1'administration d'HE de la plante sur

les souris.

Lot Lot Lot dose 1 Lots dose2
Témoin Référence

fleur feuille fleur feuille
Patte Patte Patte Patte Patte Patte Patte Patte Patte Patte Patte Patte
Droite gauche droite gauche droite gauche droite gauche droite gauche droite Gauche
0.1592 0.1599 0.1713 0.2066 0.0980 0.1509 0.1272 0.1735 0.1041 0.1505 0.1289 0.1670
0.1477 0.2004 0.1728 0.1843 0.1133 0.1638 0.0991 0.1427 0.0915 0.1438 0.1413 0.1628
0.1157 0.1636 0.1482 0.1897 0.1252 0.1670 0.0955 0.1514 0.0910 0.1222 0.1154 0.1694
0.1426 0.1723 0.1136 0.1572 0.1423 0.1756 0.1015 0.1680 0.1160 0.1507 0.1087 0.1593
La La La La La La La La La La La La
Moyenne Moyenne | Moyenne | Moyenne | Moyenne | Moyenne | Moyenne | Moyenne | Moyenne | Moyenne | Moyenne | Moyenne
0.1413 0.1740 0.1514 0.1844 0.1197 0.1643 0.1058 0.1589 0.1006 0.1418 0.1235 0.1646
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Figure V.9: Evolution de poids moyennes des pattes droites et pattes gauches des

R/

souris des six lots.

< Augmentation de I’cedéme

Les résultats des pourcentages d’augmentation de I’cedéme des pattes gauches par

rapport aux pattes droites des six lots sont reportés sur la Figure V.10
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Figure V.10 le pourcentage d’augmentation de 1’cedéme des pattes gauches par

rapport aux pattes droites des six lots.

D’apres 1’analyse des résultats de la Figure V.10, nous constatons que I’cedéme
présente un plus fort pour les deux lots essai ayant regu les extraits fleur et de feuille,
en comparaison avec ceux du témoin (eau physiologique) qui présente une le
pourcentage d’augmentation de I’cedéme des pattes gauches par rapport aux pattes
droites 23,14%,ainsi que les lots traités par le produit de référence (Diclofenac de
sodium) ou le pourcentage atteint 21,79%.

La figure montre également dans un lot dosel que : le pourcentage d’augmentation de
I’cedéme de feuille 50,18% plus grand comparable le pourcentage d’augmentation de
I’cedéme de fleur 37,25%. Et aussi dans un lot dose2, le pourcentage d’augmentation
de I’;edéme de fleur 40,95% grand comparable le pourcentage d’augmentation de

I’cedéme de feuille 33,27%.

< Réduction d’cedéme

Les résultats des pourcentages de réduction de 1’cedéme de lot de référence et les

qautre lots d’essai par rapport ou témoin sont indiqués par la Figure V.11
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Figure V.11: le pourcentage de réduction de I’cedéme de lot de référence et les six

lots d’essai par rapport ou témoin.

La figure V.11 nous constantons le pourcentage de réduction de I’cedéme des souris
traités par le produit de reference le dichlofénac de soduim par rapport au témoin est
de 5,83% et ce pourcentage est réduit dans les deux lots d’assai ( HE de fleur et
feuille de plante Mentha puleguim L) qui est de: lot 1 (fleur 60,97% et feuille
118,85%) et lot 2 ( fleur 76,96% et feuille 43,77% ).

L’etude activité anti-inflammatoire d’huile essentielle de fleur et de feuille de Mentha
puleguim L , a montré que les deux huile présente des proprietes anti-inflammatoire.
Dans notre cas, la quantité d’HE est tellement petite que les valeus obtenues sont plus

petit que les valeurs de reference.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées depuis longtemps comme
remedes des maladies humaines puisqu’elles contiennent des composants chimiques
de valeur thérapeutique. Selon ’OMS, plus de 80% de la population mondiale
dépendent encore de la médecine traditionnelle pour prendre soin de leur santé.

En Algérie, nombreuses sont les plantes décrites pour leurs vertus médicinales, c’est
pour cela que nous nous sommes intéressés a étudier ’'une de ces plantes, Mentha

puleguim L

Dans le cadre de notre étude quelques résultats on pu étre détermines :

» Etude de [I’extraction de I’'HE de fleur et de feuille de la plante Mentha
puleguim L est effectuée par hydrodistillation en utilisant ['appareil
Clevenger. La détermination du rendement en huile essentielle de fleur et
feuille a montré une rentabilité égale a 4.05 % et 1,71% respectivement.

» Les analyses physico-chimiques réalisées sur I’HE montrent que les deux
parametres étudiés (Densité et 1'indice de réfraction).

» Les ¢études des activités anti oxydants par la méthode du DPPH. Les valeurs
d'IC50 obtenus expérimentalement d'HE de fleur et de feuille de est égal
14,94 mg/ml 4,1 mg/ml respectivement, et IC50 de référence d'acide gallique
est égal 0,00444 mg/ml. Donc l'activit¢ d HE est un fort l'activité anti
oxydant.

» Les études des activités anti inflammatoire d'HE de fleur et de feuille montrent
que :

e Le pourcentage d'augmentation de 1'oedéme des pattes gauches par rapport aux
pattes droites du témoin est de 23,14%, concernant le lot de référence nous
avons remarqué que le pourcentage d'augmentation de I'oedéme est 21,79 % et
enfin nous signalons un pourcentage d'augmentation de l'oedéme pour le lot
d'HE de fleur et de feuille dosel 37,25% et 50,18 % et dose2 40,95% et

33,27% respectivement.
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le pourcentage de réduction de 'oedéme de la référence Dichlofénac est égal
5.83% et le pourcentage de réduction de I'oedéme d'HE de fleur et de feuille
est égal de dosel 60,97% et 118,85% et dose2 76,96% et 34,77%

respectivement.
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Annexes

Appareillage :

Balance pour animaux Vortex

Spectrophotometre(Thermo)



Verrerie et accessoires :
Ballon 41,

Bécher 50ml,

Cages individuelles,
Coton,

Crayon marqueur,

Cuve de qartz,

Entonnoir,

Eprouvettes,

Erlenmeyer de 250 ml,
Etiquette,

Fioles 25ml, 50ml ,100ml,
Flacon,

Gants,

Micropipette 500ml ,1000ml,
Papiers aluminium,
Papiers filtres,

Pince,

Pipettes graduées,

Portoir,

Seringue 1ml, 2,5ml,
Sonde de gavage spéciale aux souris de laboratoire,
Spatule métallique,

Tubes a essai stériles,

Réactifs :
Acide gallique
Dichlofénac
DPPH

Eau distillée
Ether

HEs essai
Méthanol 99%
NaCl



Suspension carragéenine a 1%.

Tween 80%

Préparation des réactifs :

A: soltion carragéenine a 1%.

1g de poudre de carragéenine diluée dans 100ml de I’eau distillé
B: solution I’eau physiologique 0,9% :

0,9g de poudre NaCl diluée dans 100 ml de I’eau distillé

C: Solution dichlofénac de soduim :
75mg de dichlofénac diluée dans 750 ml 1’eau physiologique 0,9%.

D: Solutions de I’HE de deux doses :

Dose 1 : 30mg d’HE avec 2,5ml I’eau distill¢, On ajoute quelque goutte de Tween 80

(pour faciliter la dispersion de I’HE dans I’eau distillée)

Dose 2 : 20mg d’HE avec 2,5ml I’eau distill¢, On ajoute quelque goutte de Tween 80

(pour faciliter la dispersion de I’HE dans I’eau distillée)



