.(B République Algérienne Démocratique et Populaire I ',

Ministére de I'Enseignement Supérieur de la Se

Recherche Scientifique

Université Saad Dahleb - Blida 1

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département de Biotechnologie

Mémoire de fin d’Etude

En vue de I'obtention du dipléme de Master en Science de la Nature et de la vie

Specialité: Biotechnologie et Valorisation des plantes

Theme :

Evaluation de l'activité antioxydante des
extraits de la menthe :Mentha rotundifolia

Présenté par :
Leroul Nour.elhouda

Baouche Houda

Mr Bendali A
M™ Kadri F
M™ Ghanai R
Mr Abbad.M

Soutenue le : 16/09/2020

Devant le jury compose de :

MAA USDB President
MCB USsSDB Promotrice
MAA USsSDB Co-promotrice
MCA USDB Examinateur

Année universitaire : 2019/2020




Remerciements

Avant toute chose, nous remercions « ALLAH » le Tout Puissant, le Clément,
le Miséricordieux, qui nous a faciliter de réaliser ce modeste travail, qui nous
a ouvert les portes du savoir, qui nous a donné la patience et la force et la
volonté de poursuivre nos étude.

Mes remerciements les plus profonds vont @ ma promotrice Mme Kadri et Co-
promotrice Mme Ghanai, qui nous devons beaucoup d’estimation et de
respect pour l’intérét qu’elles ont porté a ce travail et leur grande
disponibilité a mon égard ainsi que ses judicieux conseils.

M. Abbad, C’est un plaisir pour nous d’accepter d’examiner notre travail,
nous n’oublierons jamais votre disponibilité, vous trouverez nos
remerciements les plus profonds.

Nous remercierons : M. Bendali d’étre le président de membre de juré notre
mémoire.

On remercie également les membres du laboratoire de recherche des plantes
médicinales et aromatique de [ 'université de Blida pour aide précieuse.

Un grande merci a tous les enseignants de la faculté des sciences de la nature
et de la vie, et du département de la biotechnologie de / université Saad
Dahleb de Blida-1 qui ont contribué a notre formation.



‘—Q’ & \ y {

\ I‘:

y Dédicace

= ) - "

Louange a ALLAH, le Tout Puissant, qui nous a permis de mener a bien ce
modeste travail.

VS

On dit « les mots s ’envolent, seuls les écrits restent » c’est pour cela que je
vous écris cespetits mots.

C’est avec un trés grand honneur que je dédie ce travail aux personnes 'e§§§"
plus chéres au monde

Mes tres chers parents

Qui m ont offert leur amours et leur soutient et qui n’ont cessé de
. m’encourager et m’enseigner persévérance durant toute mes années d’études.
> N . \
» A ma jumelleGhozlaneetmon frere AbdErzak
Qui me font oublier tous mes soucis avec leurs douces paroles et leur
charmant sourire enfantin. Merci pour votre amour sans limite.

A toute la Famille Leroulet Laoues &
v P, 4

Spéciale dédicace a toutes mes amies :Mouni,Yassmine et Meriem 4

A ma binette Houda avec qui j 'ai partagé les bons etles durs moments.

A tout la promotion de 2019/2020 de biotechnologie et valorisation des
plantes

'C Tous mes professeurs de |'université, et a toute personne ayant contribué de
prés ou de loin a L élaboration de ce mémoire.

g Nou @;ﬁouda
pe o7 \



7 Dédicace

Y - o

A mon cher pere Allel, pour tous leurs sacrifices

Leur amour, leur tendresse, leur soutien et leur priéres tout

Au long de mes étude Que dieu me la garde.

Ma tres chére maman Hamida, Aucune expression, aussi élaborée qu’elle soit,
ne pourrait traduire ma profonde gratitude et ma reconnaissance pour toutes
ces années de sacrifices et de dévouements surtout celles de mes études. Ta
patience, ton grand amour, ton soutien et tes encouragements sont et seraient
pour toujours les secrets de ma réussite.

A mes cheres sceurs et mes chers freres Fadhila,Abla, Hanane, Ghanai,
Hocine, Rabah, Toufik, Ahmed et Oussama, qui je souhaite boucoup de succés
dans leur vie.

A toi chére bindme nourelhouda , pour le respect et la gentilles infinie.
A vous chére amies Sara, Rahma, Imen, faiza, roumaissa

tA tout la promotion de 2019/2020 de biotechnologie et valorisation des v
i/ plantes oY=

C»'?rous mes professeurs de [ ‘université, et a toute personne ayant contribué de
pres ou de loin a

Houda



Résumé

L'espéce de Mentha rotundifolia est largement utilisée par des habitats de la région de
bouinane (Blida) comme des herbes et aromate dans le traitement des maladies. L’objectif de
cette étude est évalué de, l'activité antioxydante de I'extrait méthanolique obtenue par macération
et I'huile essentielle extraite par hydrodistillation, de la partie arienne de I'espéce.

Le screening phytochimique a permit de mettre en évidence la présence des flavonoides,
des tanins, des tanins galliques, des alcaloides et des mucilages et I'absence des tanins
catéchique, des anthocyaness et des glucosides.

Le dosage des composés phénoliques a montré une richesse en polyphénols et en
flavonoides de I'extrait méthanolique .

L'analyse par CG/MS a permis d'identifier plus de 30 composeés et deux chémotypes de I'espece
récoltée dans 1’ Afrique du Nord, un chémothype a pulégone (85.5%) en Maroc et chémotype a
1’oxyde de pipéritone (46,06%) en Algérie.

L'évaluation de l'activité antioxydant des extraits de Mentha rotundifolia réalisée par
déférents tests: Test des piégeages des radicaux DPPH, test du blanchissement du B-
caroténe/acide linoléique), test de pouvoir réducteur (FRAP) et le test ABTS, I’activité la plus
élevée a été observée avec I’extrait alcoolique (méthanolique et éthanolique) avec des valeurs de
ICs0 = 0.0585+0.0003 mg /ml, ICso = 0.763+0.0007 mg/ml, ICso= 0.550+0,03613mg/ml et I1Csq =
0.1589+0,0282mg/ml. respectivement. Cependant, le teste de chélation des métaux, 1’activité la
plus élevé a été observée dans I’huile essentielle (ICso = 3,3+0,4 mg/g).

Ces résultats suggerent que la richesse de I'extrait méthanolique en composés phénoliques a

offert a mentha rotundifolia une activité antioxydante intéressent.

Mots clés : Mentha rotundifolia, huile essentielle, extrait méthanolique, polyphénols,

flavanoides, antioxydant



Abstract

The species of Mentha rotundifolia is widely used as herbs and aromatic in folk medicine
in bouinane région (Blida). The objective of this study is evaluated, the antioxidant activity of
the methanolic extract obtained by maceration and the essential oil extracted by hydrodistillation,
of the arienne part of the species.

The phytochemical screening allowed to highlight the presence of flavonoids, tannins,
gallic tannins, alkaloids and mucilages and the absence of catechic tannins, anthocyanins and
glucosides.

The dosage of the phenolic compounds showed a richness in polyphénols and in
flavonoids of the methanolic extract.

Analysis by GC / MS made it possible to identify more than 30 compounds and two
chemotypes of the species collected in North Africa, a polegone chemothype (85.5%) in
Morocco and piperitone oxide chemotype(46.06%) in Algeria .

Evaluation of the antioxidant activity of Mentha rotundifolia extracts carried out by
deferent tests: DPPH radical scavenging test, 3-carotene / linoleic acid bleaching test, Reducing
power test (FRAP) et ABTS test, The highest activity was observed in the alcoholic exract
(Méthanolic and éthanolic) with values IC50= 0.0585+0.0003 mg / ml, IC59 = 0.763+0.0007 mg
/ ml, IC50 = 0.550+0,03613 mg / ml and 0.1589+0,0282 mg/ml respectively. However, the metal
chelation test, the highest activity was observed in the essential oil (IC50 =3.3+0.4 mg / ml).

These results suggest that the richeness of the methanolic extract in phenolic compounds

gave mentha rotundifolia interesting antioxydant activity.

Key words : Mentha rotundifolia , essential oil , menthanolic extract, polythenols, favonoids,

antioxidant.
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Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I’antiquit¢é comme remedes pour le
traitement de diverses maladies parce qu’elles contiennent des composants riches en principes
thérapeutique (khaldi et al., 2012). Selon ’organisation mondiale de la santé (OMS) prés de
80% de populations dépendent de la médecine traditionnelle. La plupart des plantes sont utilisées
empiriquement et sans validation scientifique de leur efficacité et securité (Moutinho, 2013).

Une plante aromatique se différencie des autres plantes par ces principes odoriférants et
parfumés appelés huiles essentielles (Willem, 2005), elles sont utilisées comme tous les
végétaux en médecine, en parfumerie, en cosmétologie et pour 1’aromatisation culinaire.

Les plantes synthétisent de nombreux composés appelés métabolites primaires qui sont
indispensables a leur existence. Ceux-ci englobent les protéines, les lipides et les hydrates de
carbone qui servent a la subsistance et a la reproduction, non seulement de la plante elle-méme
mais encore des animaux qui s’en nourrissent. De plus, les plantes synthétisent une gamme
extraordinaire d’autres composés appelés métabolites secondaires dont la fonction est loin de
faire I’unanimité (Yifan, 2010). Les molécules du métabolisme secondaire des plantes
appartiennent a des familles chimiques trés diverses telles que les alcaloides, les phénols, les
flavonoides, les terpénoides, et les stéroides (Benyad, 2008).

La recherche de ces dernieres décennies a montré que de nombreuses pathologies
humaines sont causées ou favorisées par le stress oxydant (Berger, 2006) ; déséquilibre entre les
systémes producteurs d’especes radicalaires oxydantes et les systemes de défense antioxydant
(Bonnefont-rousselot et al., 2002). Ce phénomeéne cellulaire est la cause principale de plusieurs
maladies telles que : le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes, le cancer et les
maladies cardiovasculaires (Favier et al., 2003).

La recherche d’antioxydant naturels comme source alternatives aux antioxydants de
synthése a émergé et 1’exploitation des différents métabolites secondaires de la plante a été mis
en évidence. Ces substances sont capables de réduire les radicaux libres comme le superoxyde,
perroxyle, I’alcoxylate et hydroxyle (Benhamou et al., 2008).

Les especes de Mentha occupent une place privilégiée dans la phytothérapie. Elles
étaient cultivées depuis 1’antiquité pour leur propriétés médicinales, puis utilisées comme source
mondiale d’extraits a fort pouvoir antibactérien et antioxydant, Il y’a peu de travaux sur la
caractérisation des metabolites secondaires et des activités biologiques de Mentha rotundifolia
notamment 1’activité antioxydante.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées dans la présente étude a évaluer

I’activité antioxydante des extraits de cette plante aromatique Mentha rotundifolia.
1



Introduction

Les objectifs de la présente étude sont :

<> Etude phytochimique de mentha rotundifolia.

<> Analyse des extraits de mentha rorundifolia.

X8 Evaluation de D’activité antioxydante des extraits de mentha rotundifolia selon
différents méthodes : DPPH, blanchissement du R-caroténe, réduction du fer. Cette derniere
méthode de travail a été étudiée théoriqguement en analysant des résultats obtenus par cing
auteurs (Bentoura, 2015; Benabdallah et al., 2016; Lablate, 2018 ; Ferdjoui, 2014 ;
Nickavar et al., 2008).
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Chapitre 01 : Synthese bibliographique

1. Présentation de la plante

1.1. La famille des Lamiaceae

Les lamiacées anciennement appelée Labiées, est 1’'une des familles les plus vaste dans le
regne végétale. Elles constituent 1’une des principales familles de plantes dicotylédones. elle
comprend approximativement 240 genre et 7200 espéce (Harley et al., 2010). Plus ou moins
cosmopolites, mais particulierement répandues depuis le Bassin méditerranéen jusqu’en Asie
centrale (Botineau, 2010).

Les espéces de cette famille sont souvent des plantes herbacées, ou sous-arbrisseaux a
poils glanduleux, en générale aromatique. Leur tiges sont carrées, certaines especes sont
dressées, d’autre couchées portes des feuilles opposées ou verticilles. Les fleurs bisexuées,
irrégulieres, groupées a 1’aisselle des feuilles en inflorescences plus ou moins allongées ou en
inflorescences terminale plus ou moins denses, a calice tubuleux ou en cloche persistant, les
corolles sont généralement caduque et & 2 lévres (rarement 1). Le fruit se séparant en quatre
articles contenant chacun une graine (Guignard, 1979).

La famille des Lamiaceae est d’une grande importance aussi bien pour son utilisation en
industrie alimentaire et en parfumerie qu’en thérapeutique. Elle est I’une des familles les plus
utilisées comme source mondiale d’épices et d’extraits a fort pouvoir antibactérien, antifongique,
anti-inflammatoire et antioxydant. Les huiles essentielles extraites des plantes de cette famille
ont particuliérement connues pour leur propriétés pharmacologiques tant sur le plan humain
qu’industriel. De nombreuses propriétés leurs sont conférées: anti-infectieuses,

antispasmodiques, antalgiques, toniques, digestives et cicatrisantes (Hilan et al., 2006).

1.2. Le genre Mentha

Les Menthes, du nom latin Mentha, sont des plantes vivaces, herbacées indigénes,
appartenant a la famille des lamiacées. Elles sont vigoureuses et leurs racines souterraines sont
envahissantes, génant les plantes aromatiques voisines. Les espéces de menthes s’hybrident trés
facilement d’ou I’existence de nombreuses variétés.

Ce sont des plantes peu exigeantes et se répandent rapidement quand elles sont dans un
sol sableux, humifere et frais, et peuvent former des aromatiques tres décoratifs. Au soleil, elle
charmeront également tous les insectes butineurs (Page et al., 1990).

Les Menthes ne dépassent pas 1m, a tiges quadrangulaires, a feuilles pétiolées ou sessiles,

arrondies ou ovales, plus ou moins dentées, a fleurs presque régulieres mauve, rose ou blanches.
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Les quatre parties des fruits sont ovoides, parfois verruqueuses, 1’odeur est forte et
agréable, plus ou moins fine, a tige fortifiées terminées par les fleurs inflorescences en téte
arrondie (Beauquesne et al., 1980). On présente les cing espéces les plus répandues du genre
Mentha dans la Figure (01).

M.aquatica M.longifolia M.spicata M. rotdifolia M. arvensis

(Water min) (Horse mint) (Spearmint) (Apple mint) (Japaneese mint)
Figure 01: Cing espéces les plus répandues du genre Mentha en Algérie (Brahmi et al., 2017)

1.3. Mentha rotundifolia

Ce sont des plantes aromatique trés utilisées en médecine traditionnelle, dans les
préparations culinaires, les confiseries, en cosmétique et en parfumerie (Brada et al., 2007) .
Mentha rotundifolia, dont le nom vernaculaire est « Timarssat » en langue arabe, est un hybride
de Mentha Longifolia et de Mentha suaveolens (Kokkini, Papageorgiou, 1988 ; Lorenzo et al.,
2002) . Selon d’autres auteurs (Hendriks, Van Os, 1976). Mentha rotundofolia (Menthe a

feuilles rondes) et mentha sauveolens Ehrch (Menthe odorante) correspondent a la méme espéce.

1.3.1. Description botanique

M.rotundifolia est une herbe vivace de 25 a 80 cm de hauteur. Les feuilles sont
distinctement pédonculées, ovales, obtuses, moins deux fois plus longue que larges et ridées en
réseau. Les fleurs sont en épis cylindrique terminaux non feuillés. Calice tubuleux ou en cloche a
5(4) dents subégales. Corolle infundibuliforme blanche, rosée ou violet péale a 4 lobes subégaux.

L’ensemble de la plante est couvert de poils denses et blanchatres qui la rendent douce au
toucher. Comme toutes les menthes, elle dégage une forte odeur caractéristique qui chez cette
plante rappelle la pomme (Figure 02) (Quezel et Santa, 1963; Benayad, 2008) (Figure 02).
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Figure 02: Mentha rotundifolia

1.3.2. Systématique de la plante
Mentha rotundifolia est classée selon Iserine et al., 1997 comme suit :
- Embranchement : Spermatophytes
- Sous embranchement : Angiospermes
- Classe : Dicotylédones
- Sous Classe : Gamopétales
- Ordre : Lamiales
- Famille : Lamiaceae
- Genre : Mentha
- Espece : Mentha rotundifolia (Linné, 1762)

1.3.3. Nomenclature

En Algérie diverses appellations lui sont attribuées telles que : Timersitt, Timersad sa
prononciation differe légérement d’une région a une autre.
- Dans les Aures on attribue au nom scientifigue Mentha rotundifolia. Le nom chawi de
Temersout.
- Dans la Région berbeére on lui attribue le nom Morsot (Doutté et Huyghe, 1913).
- Elle est également signalée comme : Himersad selon Le pére. Huyghe (1907). timersudt
(Ounissi, 2003).
- Dans d’autres pays On retrouve d’aprés Benchabane (1991) :

Francais : Menthe a feuilles ronde, Menthe crépue, Menthe odorante.

Allemand : Apfelminze, Bastar drossminze, Bowles Apfelminze, Runde Minze.

Anglais : Apple mint, Roundes-leaved mint.

Espagnole : herbe buena de burro. Maroc : timidja, I’'mersita.
5
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1.3.4. Localisation

Mentha rotundifolia croit dans les zone humides prés des cours d’eau en basse et
moyenne montagne (El Arch et al., 2003). Elle existe en Europe, et I’Afrique du Nord, dans
toute la méditerranée sauf en Chypre, en Grande Bretagne et en Autriche (Page et al., 1990 ;

Beauquesne et al., 1980).

1.3.5. Propriétés et emplois

Le Mentha rotundifolia possede des effets sédatifs, myorelaxants, anticonvulsivants et
non toxique aux doses thérapeutique (Hadouche, 2011).

Dans la pharmacopée traditionnelle, elle est utilisée comme analgésique en infusion et
compression comme antiseptique en infusion des voies respiratoire et digestive (en infusion) et
bactéricides pour purifier I’eau. Elle est utilisé contre la grippe et le rhume, la nausée, les maux
de dents, les piqures d’insectes (Brada, 2007).

En Algérie les feuilles et tiges sont consommées géneralement en décoction par voie
orale contre les troubles et les coliques digestives, contre le vertige et le refroidissement et les
feuilles séchées sont employées comme laxatif (Hadouche, 2011).

1.3.6.  Principaux meétabolites secondaires isolés a partir de Mentha

rotundifolia

Plusieurs travaux ont montré que cette plante (Mentha rotundifolia) est riche en huile
essentielle. Plus de neuf chimotypes différentes ont été identifiés (Tableau 01). Cependant on a
remarqué gue les constitués majoritaires dans la pluparts sont les monoterpenes oxygeénes.

Des composés phénoliques de Mentha rotundifolia sont des acides phénoliques tels que
coumarique, rosamarinique, caféique et des flavonoides (Apigenine, Luteoline) (Tableau 01).
Tableau 01 : Principaux métabolites secondaires isolés a partir de Mentha rotundifolia

Classe Composés idetifier Référence

Acides - Acide coumarique Brahmi et al., 2017
Polyphénols | phénoliques | - Acide rosamarinique

- Acide caféique

Flavonoides | - Apigenine, Luteoline
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- Le pulégone (50%) au Maroc | Ouzmil et al., 2002
- Le carvone (62.3%) en Galambosi et al., 1998

Finlande

-Lacis-dihydrocarvone (43.2%) | Lawrence, 2007

- Le menthol (48.3%) en De la Torre, Torres
Argentine ., 1977
- Le pipéritol (57.6%) en Perez et al., 1990
Espagne

Huile essentielle - Le néoiso-isopulégol(52.3%) | Bezzaz, 2014
Au Japon
- L’oxyde de pipériténone Bezzaz, 2014
(87.3%) Au Japon,
46.06% en Algérie Aouadi

et al., 2020 (Algerie)
- L’oxyde de trans-pipériténone | Avato et al., 1995

En Italie

- L’oxyde de pipériténone en Kokkini et
Grece et en Allemagne Papageorgiou, 1988.

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes des constituants. Elles contiennent
20 & 60 composantes avec des concentrations différentes et sont caractérisées, généralement, par
deux ou trois composants majoritaires représentant 20 a 70% de I’huile essentielle totale, alors
que les autres composés se trouvent sous forme des traces. Les constituants des huiles
essentielles appartiennent a deux principaux groupes : les terpenes et les composés aromatiques
(Bakkali et al., 2008).

La composition chimique des huiles essentielles de Mentha rotudifolia est trés variable

Néanmoins, la synthese bibliographique montre que dans la plupart des cas.
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1.3.7. Activites biologiques des extraits et de I’huile essentielle de

M.rotundifolia

El Arhe et al. (2003) ont étudié I’activité antimicrobienne et insecticide de 1’huile
essentielle de Mentha rotundifolia poussant au Maroc. La sensibilité des bactéries (Echerichia
coli, Bacillus subtilis, Sthaphylococcus aureus), des champignons (Tramette pini, Aspergillus
niger, Penicilium parasiticus) et des insectes des céreales stockées (Rhyzopertha dominica
et Sitophilus oryazae) vis-a-vis de I’huile essentielle de Mentha rotundifolia différentes
concentration.

Selon Clemente et al. (2003), I’extrait dichlorométhanique de M.rotundifolia Huds
avéré étre plus efficace causant une mortalité de 74% tandis que les infusions ont causé
seulement 19% de mortalité larvaire.

Selon brada et al. (2007), Mentha rotundifolia riche en oxyde pipériténone, un
monoterpéne oxygéné possede des effets biologiques trés intéressants. Il présent des effets
cardiovasculaires (Activité hypotensive, vasodilatateur, bradycardie), une Activité sur les centre
nerveux sympathiques (relaxant, stimulant, dépressant), des propriétés antibactériennes
et antifongique, et agit aussi comme agent retardant la reproduction du vecteur de malaria
Anopheles stephensis (Damien Dorman et al., 2003 ; Tripathi et al., 2004) .

Derwiche et al. (2010) ont mené un test in vitro I’effet antimicrobien de I’huile
essentielle des feuilles de M.rotundifolia cultivée au Maroc sur neuf souches bactériennes.
L’huile essentielle extraite a montré la plus haute activité contre Echerichia coli, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus intermedius avec la plus forte zone d’inhibition 45,34 et 31mm,
respectivement.

Le travail de Moldovan et al. (2014) a fait ’objet d’évaluer 1’activité antioxydante des
composés phénoliques de M.rotundifolia poussant en Roumanie. Ces extraits ont montré une
activité antioxydante et antimicrobienne importantes. Ces résultats pourraient étre importants
pour la valorisation thérapeutique de 1I’espéce comme agent antioxydant ou antimicrobienne.

Seladji et al. (2014) ont déterminé I’activité antioxydante et antimicrobienne de 1’extrait
méthanolique et aqueux des tiges et des feuilles de M.rotundifolia d’Algérie.

Elhartiti et al. (2015) ont réalisé une étude pour I’isolement, la purification et
I’identification des bactéries endophytes qui produisent des substances antifongiques a partir des

racines de M.rotundifolia.
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La recherche de Bounihi (2016) a été consacrée a 1’étude toxicologique des extraits
aqueux et I’huile essentielle de M. rotundifolia qui a permis la détermination de leurs doses
létales 50 chez les souris. La toxicité chronique a pour objectif de mettre en évidence les
altérations fonctionnelles et ou anatomo-pathologiques consécutives aux administrations répétés
(pendant 90 jour) des extraits.

La détermination du profil pharmacologique des extraits (I’activité sédative, anti-
inflammatoire et analgésique in vivo et I’activité antioxydante et antibactérienne in vitro) a
démontré que les déférents extraits testés (aqueux et HE) possedent des propriétés anti-

inflammatoire et analgésique intéressantes.

2. Activité antioxydante

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, ces derni¢res années 1’attention
s’est portée sur I’activité antioxydante en raison du rdle qu’elle joue dans la prévention des
maladies chroniques telles que les pathologies du cceur, le cancer, le diabéte, I’hypertension en
combattant le stress oxydant(Cole et al., 2005; Liu, 2003; Riboli & Norat, 2003). Certaines
études ont aussi montré que les antioxydant peuvent retarder la progression de la maladie
d’Alzheimer qui est fréquemment observée chez les personnes agées (Howes et al., 2003).

Diverses espéces du genre Mantha possedent un effet antioxydant. Les acides
phénoliques, Flavones et flavanones sont les principaux composés antioxydants du genre Menta.
Aussi, les terpénes oxygénés peuvent contribuer au potentiel antioxydant (Merouane et al.,
2014; Brahmi et al., 2017).

2.1. Le stress Oxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de
production des espéces réactives de I’oxygene (ERO) et ceux qui sont responsable de leur
contréle et élimination (Sayre et al., 2008 ; Bloomer et al., 2008 ; Brown et al., 2008 ; Power
et al., 2010). Ce déséquilibre peut se produire quand le systeme de défenses antioxydant est
surmené par I’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une
carence d’apport et /ou de production d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008). L’équilibre ou
homéostasie redox est perturbé et les cellules deviennent vulnérables aux attaques par les ERO
(Mac, 2007).
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2.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres, molécules pro oxydantes, ou espéces réactives de 1’oxygéne (ERO)
sont des especes chimiques (atomes ou molécules) qui possedent un électron célibataire(ou
électron non apparie) sur leur couche externe (Toussaint, 2008), extrémement instables, donc
tres  reactifs. Sa durée de vie est tres courte (quelques millisecondes voir quelques
nanosecondes), ces composees peuvent réagir avec les molécules les plus stables pour apparier
son électron (Andre, 1998 ; Beckman et Ames, 1998). Les radicaux libres jouent des réles dans
la signalisation, la migration et la différentiation cellulaire (Ziech et al., 2010), mais a des
concentrations plus éleveées, ils induisent la mort cellulaire et 1’apoptose (Salido et Rosado,
2009), Ils sont des espeéces réactives d’oxygene et les dérivés d’espéces azotées réactives
(Tableau 02).

les especes réactive du RCS (réactive chlorine espéce) sont aussi une partie intégrante
des especes comme 1’acide hypochlorite (HOCL) (kay et al., 2000 ; Harrison, 2000).

Tableau 02 : Principales espéces réactive de 1’oxygene (ROS) et de I’azote (NOS) produite par
métabolisme tissulaire et cellulaire (Huet et Duranteau, 2008).

Espece réactives de I’oxygene (ROS) Espéce réactive de I’azote(NOS)
Oz : anion superoxyde NO*: Oxyde nitrique
OH" : Radical hydroxyle NO® : Dioxyde d’azote
ROO: : Peroxyde HNO: : Acide nitreux
ROO" : Alcoxyle ONOO' : Peroxynitrite
H202: Peroxyde d’hydrogéne ONOONH : Acide peroxynitrique
HOCL : Acide hypochloreux ROONO : Alkyle peroxynitrite
102 : Oxygene singulet

2.3. Sources des espéces réactives de ’oxygéne(ROS)

Les situations pathologique et sources métabolique produisant les ROS sont nombreuses
(figure 03):  dysfonctionnement de la chaine mitochondriale (ischémie-reperfusion,
vieillissement), activation de systeme enzymatiques (cytochrome P450, Xanthine oxydase,
NADPH oxydase, glucose-oxydase, monoamine oxydase), libération de fer libre a partir de
protéine créatrices (ferritine) ou d’une oxydation de certain molécules (glucose, hémoglobine,

catécholamines...) figure 03. Alors que les especes réactives du NO sont essentiellement

10
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produites par la NO-synthase. Enfin une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants

contribuera également a 1’apparition du stress oxydant (Pincemail et al., 2002; Alfonso et al.,
2009).

Inflammation Facteurs environnementaux

Cytokines & Métaux
Facteurs

s de croissance Fe, Cu, Zn Radiations

Xénobiotiques

Phagocytes

Membrane

Physiologie/Pathologie

XO : xanthine oxydase ; P-450 : cytochrome P-450
Figure 03 : Origine extra et intracellulaire des radicaux libres dérivés de I’oxygenes (Alfonso et

al., 2009).

2.4. Conséquences du stress oxydatif

Des concentration élevées en ERO peuvent étre un important médiateur de dommages
des structures cellulaires, des acides nucléique, des lipides et des protéines (Figure 04) (VIko et
al., 2007).

Selon favier (2003), la plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent
avec I’age, car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production
mitochondriale de radicaux.

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le cancer,
le syndrome de deétresse respiratoire aigle, les cedémes pulmonaires et vieillissement
accéléré .. .etc.

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant I’apparition de maladies
plurifactorielles tel que le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires.

11
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Figure 04 : Principales cibles des ERO (Favier, 2003)

2.5. Les antioxydants

Un antioxydant est une molécule capable d’empécher 1’oxydation d’autre molécules et
toute substance qui, en faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé,
prévient ou ralentit 1’oxydation de ce substrat (Halliwell & Guitteridge, 1989 ; Sies, 1993 ;
Halliwell, 1995).

2.5.1 Mécanismes d’action des antioxydants

Un antioxydant peut agir de diverses maniéres selon Coene (2004) :

e Il peut empécher I’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidement
que celui-ci et en le préservant ainsi de 1’oxydation.
e |l peut arréter la réaction en chaine qui préside a la multiplication des radicaux libres, le

plus souvent parce que la structure des antioxydants est relativement stable.

e |l peut absorber 1’énergie excédentaire de 1’oxygéne singulet pour la transformation en
chaleur.
e |l peut aussi agir via la chélation avec des métaux. Ce qui a pour effet de transformer

ralentir les réactions de Fenton (formation de radicaux hydroxyles résultant de la réaction

du fer ferreux avec le peroxyde d’hydrogéne selon une réaction d’oxydo-réduction).

12
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2.5.2. Classification

- Antioxydants endogene (enzymatique)

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué¢ principalement de trois
enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx) (Avissar
et al., 1989).

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation d’eau et

d’oxygéne moléculaire (Marfak, 2003).

La superoxyde dismutase (SOD) réagit contre les produits toxiques de métabolisme cellulaire, et
catalyse la dismutation d’O2 = en H20 (Tableau 3, Equation 1) (Papa et al., 2014). Cette
enzyme associée a des cofacteur métallique les ions de cuivre et de zinc, donnait le complexe
Cu-SOD ou Zn-SOD (c’est une forme cytosolique et nucléaire) de manganése en donnait le
complexe Mn-SOD (consternant la forme mitochondriale et en plus d’une forme extracellulaire

(EC-SOD) (Peng et al., 2014).

La Catalase (CAT) est une enzyme qui catalyse la transformation le molécule de peroxyde
d’hydrogéne (H202) en molécule d’eau (H20) et O, moléculaire (Tableau 3, Equation 2)
(Bonnefont et Collin, 2010), et se trouve dans les hématies et dans les peroxysomes de

nombreux tissu et cellules (Tokraz et al., 2013).

La glutathion peroxydase (GPX) agit en synergie avec la SOD puisque son rdle est d’accélérer
la dismutation d’H202 en HO et Oz et la réduction de divers hydropéroxydes lipidiques. Lors
de cette réaction (Tableau 3, Equation 3), deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont
oxydeées en glutathion disulfure (GSSG) (Jacquot, 2013). Le GSSG ainsi produit est & nouveau
réduit par la glutathion réductase (GR) utilisant le NADPH comme donneur d’électron
(Tableau 3, Equation 4) (Foyer et al.,, 2008 ;Lonn et al., 2012). Ces deux enzymes sont

localisées dans le cytosol et dans les mitochondries (Sorg, 2004).

13
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Tableau 03 : Les différentes équations d’antioxydants endogene

Nombre | Equation

1 H>0, +O,"” = O,+0OH + HO®

2 2H,0,= 2H,0 + O

3 ROOH+ 2 GSH =ROH + GSSG+ H.0
4 H202+2 GSH =H;0 + GSSG

- Les antioxydants exogénes (non enzymatiques)

D’autres substances exogenes sont apportées par 1’alimentation, telles que la vitamine E
(tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique), 1’'ubiquinone, et les caroténoides, D’autres
composées comme les alcaloides, les polyphénols et les huile essentiels sont également

considérés comme antioxydant exogénes (Bruneton, 1999) .

La vitamine C: est I'un des principaux antioxydants présent dans les fluides intra et
extracellulaires, ses activité biologiques vient de son puissant potentiel réducteur. Cependant un

effet peroxydant de cette vitamine a été constaté en présence de Fe*3(vertuani et al., 2004).

La vitamine E : la vitamine E ou a-tocophérol , et un antioxydant liposoluble , elle se localise
entre les chaines d’acides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les
lipoprotéines .Le role essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux pyroxylés lipidique
ROO’ qui propagent les chaines de peroxydation ( Gardés et al., 2003).

Les données cliniques ont prouvé que les patients d’Alzheimer obtiennent des avantages

remarquables au traitement par vitamine E (mohemmedi, 2006).

Les caroténoides et les polyphénols : Antioxydants d’origine végétale sont géneralement de
bons capteurs de radicaux hydroxyles OH" et pyroxyles ROO". Il sont donc susceptibles d’inhiber
les chaines de peroxydation lipidique, mais d’une maniere moins efficace que celle de a-

tocophérol (Gardés et al., 2003).

Les flavonoides sont des composants présents dans la plupart des plantes. plus de 8000
polyphénolique, y compris plus de 4000 flavonoides ont été identifiés dans diverses plantes, et ce
nombre est encore en croissance (Beecher, Harborne et al.1999). Il été rapporté que les

flavonoides peuvent agir comme antioxydants par piégeage des radicaux tels que les radicaux :
14



Chapitre 01 : Synthese bibliographique

superoxyde (O27) (Hu et al., 1995 ; Robak & Gryglewski, 1988), hydroxyle (OH") (Husain et
al.,1987) et I’oxygene singulet (1O 2) ( Takahama 1984).

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles et odorantes qui sont sécrétées par
les plantes aromatiques que I'on extrait par divers procédés dont I'entrainement a la vapeur d'eau
et I'hydrodistillation (Iserin et al., 2007). Elle ne contient ni protéines, ni lipides, ni glucides, ne
contient pas de minéraux ni de vitamines. Elle n’a donc aucune valeur nutritionnelle (Couic-
Marinier et Lobstein, 2013). les huiles essentielles ont une activité antioxydante de grand
intérét car elles peuvent préserver les aliments des effets toxiques des oxydants et jouent un role

important dans la prévention de certaines maladies (Miguel, 2010).

- Les antioxydants synthétiques

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le butylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate propylée (PG) et le tetrabutylhydroquinone (TBHQ)
(figure 05) sont largement utilisés pour la conservation des produits alimentaires et cosmétiques,
par exemple, parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels. Cependant
leur sécurité est trés discutée et ils générent un besoin de recherche, des matieres de substitution

a partir des sources naturelles (Maamri, 2008).
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Figure 05 : Les Antioxydants Synthétiques.

2.5.3. Utilisation des antioxydants

Les antioxydants sont utilisés dans plusieurs domaines :

» En médecine en tant que médicament et complément alimentaire pour I’homme ;

exemple : les maladies du stress, des activités antioxydants : vitamine E, vitamine C,

luteine, xantine.
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» Dans ’industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie
pour protéger les métaux de 1’oxydation.

» Dans I’industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

» Dans I’industrie teinturerie : pour éviter 1’oxydation des colorants au soufre ou des

colorant des cuve lors de la teinture (Bouhadjra, 2011).

2.6. Technique d’évaluation de ’activité antioxydant

2.6.1. Test de piégeage du DPPH

Le DPPH (2 ,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable possédant un
électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation empéche la
polymérisation du composé, qui reste sous forme monomere relativement stable a température
ambiante (Figure 06).

Ainsi, cet état induit 1’apparition d’une couleur violet foncée bien caractéristique de la
solution DPPH. Cette couleur disparait en présence d’antioxydant lorsque le DPPH est réduit,
passant au jaune péle du groupe pécryl, I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle
a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-
Moreno ,2002). Le suivi de la délocalisation est réalisé par spectrophotométrie a 517 nm
(Gulcin et al., 2003 ; Molyneux, 2004 ; Roginsky et Lissi, 2005).

oo | Ao
S ) { >

DPPH* DPPH-H

(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine)

Figure 06 : Mécanisme réactionnel du test DPPHe entre 1‘espéce radicalaire DPPHe et un
antioxydant (AH).
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2.6.2. Test du blanchissement du -caroténe

L’activité antioxydante est déterminée dans cette méthode par la mesure de 1’inhibition
de la dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de I’acide
linoléique.

En fait, oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes suite a
I’abstraction des atomes d’hydrogéne a partir de groupements méthylenes. Ces radicaux libres
vont par la suite oxyder le 3-caroténe hautement insaturé entrainant ainsi la disparition de sa
couleur rouge, qui est suivie spectrophotométriqguement a 490 nm (Shon et al., 2003).
Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de

’acide linoléique et par conséquent prévenir I’oxydation et le blanchissement du B-carotene

(Deba, 2008).

2.6.3. Test de réduction du fer FRAP (Ferric reducing — antioxidant power)
Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. L’activité
réductrice du fer, est basé sur la réaction chimique de réduction du fer ferrique (Fer (I11))
présent dans le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux ( Fer(Il)). L’absorbance du milieu réactionnel
est déterminée a 700nm (Zhao et al., 2007; Ali et al., 2014). Une augmentation de 1’absorbance
un fonction de la concertation des substances testées, correspond a une augmentation de leur

pouvoir réducteur correspond a une augmentation du pouvoir réducteur (Hubert, 2006).
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Chapitre 02 : Matériel et méthodes

Notre travail s’est étalé sur une période de 3 semaines, au niveau du laboratoire de
recherche des plantes Médicinales et Aromatique Département de biotechnologie, Université de

Blida 1, pour réaliser 1’extraction et les tests de ’activité antioxydant.

1. Matériel
1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne de la plante de Mentha rotundifolia
(figure 07). La plante a été recoltée au stade feuillaison au mois de février 2020 dans la région
de Bouinen localisées dans la wilaya de Blida.

La récolte a été effectuée dans une matinée, ensoleillés ou la température avoisinée les

Figure 07 : Mentha rotundifolia avant floraison février 2020

1.2. Localité de récolte

La région de Bouinan est située au niveau de la wilaya de Blida dans la metidja central,
elle est située a 36° 31° 54°” nord et 2° 59’ 31"’ Est. L’altitude de Bouinan est de 91 m (figure
08).
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Figure 08 : Présentation géographique de la station de récolte de Bouinan.
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1.3. Matériel non biologique
Plusieurs réactifs chimiques et appareillage ont été utilisés dans la présente étude (extraction,

préparation des extraits et screening) (voir annexe 01 et 02).

e Méthodologie
Notre travail consiste deux partie : partie expérimentale et partie de discussion des résultats

- La partie expérimentale a porté sur I’extraction des huiles essentielles et des composés
phénoliques.

- La Partie discussion des résultats : comporte 1’é¢tude de ’activité antioxydante dont le
travail expérimentale au laboratoire n’a pas été possible a cause de confinement du la pandémie a
covid 19. Elle est faite par comparaison de cing travaux de recherche publiés ces derniéres
années (Bentoura (2015), Benabdalah et al. (2016), Ferdjoui (2014), Labat (2018), Nickavar
et al. (2008)) et qui ont traité 1’activité antioxydant des métabolites secondaires de Mentha
rotundifolia récoltés en Algérie et en Iran. Notre approche est de comparer les résultats obtenus

par les auteurs pour en tirer les discussions et des conclusions.

2. Méthodes
2.1. Séchage et broyage

Les feuilles de Mentha rotundifolia sont nettoyées et séchés a labri de la lumiere et de
I’humidité a température ambiante dans un endroit aéré durant 15 jours. Apres séchage, nous les
avons finement broyées a 1’aide d’un mixeur électrique.la poudre est conservée dans des sacs en

papier jusqu’a utilisation (figure 09).

Plante seche poudre de plante séche

Figure 09 : Echantillon de plante et poudre seche de Mentha rotundifolia
(Original, 2020)
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2.2. Extraction de I’huile essentielle
e Principe
Les huiles essentielles ont été isolées par hydrodistillation. Cette méthode consiste a
immerger directement le matériel végétal a traiter dans un alambic rempli d’eau distillée qui est
ensuite porté a ebullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur une surface froide et

I’huile essenticelle se sépare par différentes densité (Bruneton, 1999).

e Mode opératoire

Metre 50 g de feuilles séchées de Mentha rotundifolia dans un ballon ronde de 1000 ml et
introduire 650 ml d’eau distillée dans le méme ballon, en utilisant un appareil de type
Clevenger.

Chauffer le contenu avec une chauffe ballon, la vapeur se charge de substance volatils qui
vont étre condensées grace a un réfrigérant, et cela pendant trois heures, cette opération a été
répéter 5 fois. La récupération d’huile essentielle est faite aprés la lecture du rendement a I’aide
de la burette graduée attaché a ’appareil. Ces huiles essentielles sont récupérees directement sur

un eppendorf, apres sa pesée.

Figure 10: Extraction de I’huile essentielle par hydrodistilation.
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e  Conservation de I’huile essentielle
La conservation des huiles essentielle exige certaines précautions indispensables. C’est pour
cela qu’on a conservé notre huile a température voisine de 4 °C a I’abri de la lumiere (Ayoughi

et al., 2011), enveloppé de papier d’aluminium, jusqu'a leur usage pour éviter tout dégradation.

e Détermination du rendement en huiles essentielles
Le rendement est obtenu par rapport a la matiére végétale séche et exprimé selon la formule

ci-dessous :

RH - (V /va) 100

Ou :
Ru : Rendement des huiles essentielles en (ml) par rapport a 100g de matiére séche (%).
V : volume d’huile essentielle en (g).

Mwmv : masse de la matiere végétale seche.

2.3. Préparation des extraits méthanolique

Une prise d’essai de 5 g de poudre de la plante de Mentha rotundifolia a été mise a macérer
dans 50 ml de méthanol a 80% sous agitation magnétique pendant 30min. L’extrait a ensuite été
stocké a 4°C durant 24 h, filtré et en suite le solvant est évaporé a sec sous pression réduite a
52°C a I’aide d’un évaporateur rotatif. Aprés évaporation du solvant, I’extrait obtenu est récupéré
(Falleh et al., 2008)

e Calcule du rendement

Le rendement est exprimé en pourcentage est calculé comme suit :

R% =M /Mo . 100

Ou :
R% : Rendement exprimé en pourcentage.
M : Masse en gramme de 1’extrait résultant.

Mo : Masse en gramme du mateériel végetal traité.
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2.4. Préparation des extraits aqueux

10g de poudre de Mentha rotundifolia dissous dans 150ml d’cau distillée ont été chauffé
pendant 2h, apres filtration a froid par papier filtres. Ce filtrat a ensuite été évaporé a sec sous
pression réduite a 65°C a 1’aide d’un évaporateur rotatif. I’extrait obtenu est récupéré (Majhenc
et al., 2007).

2.5. Test du screening phytochimique

Le screening phytochimique est le moyen indispensable pour mettre en évidence la
présence des groupes de familles chimiques présentes dans la partie étudiée de la plante soit sur
la poudre de broyat, soit sur un infusé par les réactions quantitative de caractérisation. Ces
réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des réactifs

specifique a chaque famille de composé (bouyer, 1996).

2.5.1. Préparation de ’infusé
A 5g de poudre végétale, sont ajoutés 50ml d’eau distillée bouillant, laissé infuser

pendant 15min avec agitation de temps en temps, apres filtrer.

2.5.2. Identification de quelgues métabolites secondaire

e Lesanthocyanes

A 5ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’ammoniaque Y. L’apparition d’une couleur

rouge indique la présence des anthocyanes.

e Lestanins

A 5ml d’infusé, sont ajoutés quelque goutte d’une solution de FeCL3z a 5%. La réaction

donne une coloration bleue noir en présence des tanins.

» Les tanins catéchiques

15ml d’infusé, sont additionnés & 7ml de Stiasny (10ml de formol a 40% et 5ml d’HCL

concentré). La réaction donne une coloration rouge en présence des tanins catéchiques.
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» Les tanins galliques

A 5ml d’infusé, sont ajoutés 2 g d’acétate de sodium et quelque gouttes de FeCLs. La

réaction donne une coloration bleue foncé en présence des tanins galliques.

e Les flavonoides

A 5ml d’infusé, sont additionnés Sml d’HCL, un copeau de Mg et d’alcool isomylique. La

réaction donne une coloration rouge orangée en présence des flavonoides.

e Lesalcaloides

Introduire 1g de poudre végeétale dans un tube a essai. Ajouter 10ml d’acide sulfurique
(10%). Agiter énergiquement pendant 2min et filtrer, ajouter 2 gouttes de réactif de Dragendorf.

Reésultats : apparition d’un précipité rouge orange.

e Lesglucosides

A 2g de poudre végétale, sont ajoutées quelques gouttes d’acide sulfurique. La formation

d’une coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des glucosides.

e Les mucilages

On introduit 1ml de I’infusé dans un tube et on lui ajoute Sml d’éthanol absolu, I’obtention

d’une précipitation floconneuse indique la présence des mucilages.

2.6. Dosage de polyphenols totaux et des flavonoides totaux
2.6.1. Détermination de la teneur phénolique total : (Boussouf et al., 2017)

La teneur totale en phénols a été déterminée par la méthode Folin-Ciocalte (Othman et
al., 2007). Une aliquote de 0,2ml d’échantillon de Mentha rotundifolia a été dissoute dans 1,5ml
de réactif Folin-Ciocalteu dilué (facteur dilutique 1/10). Les solution Obtenus ont été mélangées

et incubées a température ambiant pendant 5min.
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Un volume de 1,5ml d’une solution a 7,5% de carbonate de sodium (Na2 Cos) a ensuite
été ajouté. Aprés 90min, I’absorbance a été mesurée a 725nm. L’acide gallique a été utilisé
comme standard pour la courbe d’étalonnage. Les résultats d’acide gallique ont été exprimés en
équivalents d’acide gallique(GAE) par g d’extrait brut. Tous les échantillons ont été analysés

trois fois et la valeur moyenne a été calculée.

2.6.2. Détermination de la teneur totale de flavonoides : (Boussouf et al., 2017)

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée par un spectrophotometre
Shimadzu UV mini 1240 selon la méthode de Djeridane et al., (2006). Cette méthode est basée
sur la formation d’un complexe flavonoides-aluminuim ayant une absorbance maximale a 430
nm. La quercétine a été utilisé pour faire Lecourbe d’étalonnage. Un échantillon de 1,5ml dilué a
été mélangé avec 1,5ml d’une solution de chlorure d’aluminium a 2%. Apres incubation a
température ambiante dans 1’obscurité pendante 30min, I’absorbance du mélange réactionnel a
été mesurée a 430nm. La teneur en flavonoides a été exprimée en équivalents de quercétine (QE)
par g d’extrait brut. Le test est réalisé en trois répetitions.

2.7. Analyse chromatographie des huiles essentielles :(El Arch et al., 2003)

2.7.1. Chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse (GC-MS)
L’identification des constituants a €té réalisée en se basent sur leurs indices de kovats (1k)
et sur la chromatographie en phase gazeuse couplée au spectrométre de masse (GC- MS). Cette
derniere est réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse de type Hewlett-Packard (série HP
6890) couplé avec un spectromeétre de masse (série HP 5973). La fragmentation est effectuée par
impact électronique sous un champ de 70 eV. La colonne utilisé est une colonne capillaire HP-
5MS (30m . 0,25mm), I’épaisseur du film est de 0.25um , la température de la colonne est
programmés de 50 a 250°C a raison de 4°C/min. Le gaz vecteur est I’hélium dont le débit est
fixé & 1,5ml/min. Le mode d’injection est split (rapport de fuite: 1/70, débit 112ml/min).
L’appareil est relié¢ a un systeme informatique gérant une bibliothéque de spectres de spectres de

masse NIST 98.
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2.8. Evaluation du L’activité antioxydant des extraits de Mentha rotundifolia
Dans notre étude, la mise en évidence de ’activité antioxydante in vitro des extraits de

Mentha rorundifolia par quatre techniques a savoir : le piégea du radicale libre DPPH, la

réduction du fer (FRAP), le test de blanchiment du R-carotene, Test de la capacité antioxydante

en équivalent Trolox ou «<ABTS».

2.8.1. Test de piégeage du radicale libre DPPH (Bentoura, 2015)
e Principe
Le DPPH ou 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl est un radicale libre stable. sous forme libre, il

est de couleur violette, mais une fois réduit par un donneur d’hydrogéne, sa coloration devient

jaune (Leitao, 2002 ; Chen et al., 2004) .

NO NO
H
OsN 0 N OsN NN
NO NO
DPPH (radical libre) DPPH (forme réduit)

Figure 11 : forme libre et réduit du DPPH (Razafindrakoto ,2010)

e Mode opératoire

» Préparation de la solution du DPPH

2mg de DPPH sont pesés a 1’aide d’une balance de précision et dissout dans 50ml de

méthanol absolu, la préparation est conservée a 1’abri de la lumiére jusqu'a utilisation.
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» Préparations d’extraits
Pour touts les extraits que ce soit la concrété polaire ou I’huile essenticlle, on prépare des
solutions méres dans du méthanol absolu, ces derniéere vont subir des dilutions qui représente des

concentrations de I’ordre ug/ml (Tableau 04).

Tableau 04 : Les différentes concentrations des extraits testées pour la méthode du piégeage
du radicale libre DPPH.

Extraits a testé HE De feuilles de Extraits méthanolique
Mentha rotundifolia
300 50
Les concentrations 400 100
en pg /ml 500 200
700 400
1000 500

e L’essai DPPH

Dans des tubes secs stériles, on a introduit & partir des solutions meres (HE et extrait
méthanolique) respectivement (300 uL, 400 pL, 500 pL, 700 pL, 1000 pL) et (50 pL, 100 pL,
200 pL, 400 pL ,500 pL).

- On ajuste avec 1ml de méthanole absolu.

- 2 ml de solution DPPH sont ajoutées dans chaque tube.

- On laisse incuber pendant 30 minutes a température ambiante et I’abri de la lumiere.

- Pour chaque concentration, le test est réalisé trois fois de suite.

- Pour chaque série on prépare un blanc constitué de méthanol et la solution DPPH.

- Des solutions standards (Quercétine et Rutine) sont préparées en suivant les mémes

étapes et les mémes conditions expérimentales.

- La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance a la longueur d’onde de 515nm par

spectrophotometre (tableau 05).

26



Chapitre 02 : Matériel et méthodes

Tableau 05 : les concentrations des extraits (a et b) et leurs additifs en méthanol et solution
DPPH

Les Huiles essentielles (a)

Les
Concentrations 300 400 500 700 1000

pg /ml

Volume du
méthanol (uL) 700 600 500 300 0

Volume de
solution 2 2 2 2 2
DPPH(mI)

Extrait méthanolique (b)

Les
Concentration | 50 100 200 400 500

pg / mi

Volume  du | 950 900 800 600 500
méthanol (ul)

Volume de
solution 2 2 2 2 2
DPPH (ml)

e  Expression des résultats
Les résultats sont exprimés en activités antioxydant qui définit la capacité de piége le radicale
libre, elle estimée par pourcentage (%) de décoloration du DPPH, elle se calcule selon la formule

suivant (wang et al., 2008) :

% = [(Abs .- Abs ¢) / Abs (] . 100

Avec :
Abs ¢ : Absorbance du blanc (de la réaction de témoin ou contréle).

ADs ¢ : Absorbance de 1’échantillon testé (composé d’essai).
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- Les résultats ont été exprimés par la moyenne des trois mesures * écart type.

- La détermination de EC50 appelée aussi IC50, est déterminée pour chaque (HE et extrait
méthanolique), Elle est définie comme étant la concentration de substrat qui cause la perte de
I’activité du DPPH de 50%.

- Les résultats de I’IC50 moyenne ont été calculés par les courbes de régressions linéaires.

- Le calcul du pouvoir radicalaire : APR, il est inversement proportionnel I’IC50.

- IC50 : Concentration de l’extrait nécessaire pour réduit a 50% la concentration initial de

radical DPPH.

2.8.2. Test de blanchissement du [3- carotene/acide linoléique (Benabbdallah
et al., 2016)

Une solution de R-caroténe a été préparée en dissolvant 2mg de R-caroténe dans 20ml de
chloroforme. Cette solution (2ml) a été mélangée avec 20mg d’acide linoléique et 200mg de
tween40. Apres élimination du chloroforme a 40°C sous vide, 50ml d’eau ultra-pure oxygénée
ont été ajoutés, puis 1’émulsion a été vigoureusement secouée. Des Aliquotes (750 ul) de cette
émulsion ont été transférés dans différents tubes a essai contenant différentes concentration
d’extraits (50ul). Dés que I’émulsion a été ajoutée a chaque tube, 1’absorbance a temps zéro du
témoin, contenant du méthanol au lieu de I’extrait, a été mesurée a 470nm. Les échantillons
d’essai ont ensuite été incubés dans un bain-marie a 50°C pendant 120min, lorsque 1’absorbance
a été mesurée a nouveau.

L’inhibition du blanchiment du B-caroténe a été calculée en utilisant 1’équation suivant :

Inhibition (%): [(At—Cy) / (Co— Cy)] *100

Ou un At et Ct sont les valeurs d’absorbance mesurées pour échantillon a tester et le controle,
respectivement, aprés une incubation de 120 min, et Co est la valeur d’absorbance du témoin
mesurée & temps nul pendant I’incubation.

Les résultats sont exprimé en ICso valeurs, la concentration requise pour provoquer un
50% R-carotene inhibition du blanchiment du caroténe, BHT comme controle positif (Mata et
al., 2007).
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2.8.3. Test de chélation des métaux sur les ions ferreux (Fe?*) (Lablate, 2018)
Selon la méthode de Deker et Welch. (1990) avec quelque modification, 250uL des
échantillons ont été mélange avec 25ul de mmol/L de FeCl, et 100l de 5Smmol/L de ferrozine.
Le mélange est dilué avec de I’éthanol et laissé au repose a température ambiante pendant 10
minute. L’absorbance de la solution est mesurée par spectrophotométrie a 562 nm. L’activité de

chélation des métaux est calculée selon la formule :

% = [A 562 (controle) — Ase? (échantillon) /A 562(c0ntr6le)] . 100

Donc : A controle est 1’absorbance de la réaction du contrdle (contenant tous les réactifs sauf le
composé d’essai) et A echantillon €st 1’absorbance du composé d’essai.

L’activité de chélation des métaux a été exprimée en valeurs de Clso (mg/ml) pour
comparaison. La valeur Clso de chaque échantillon est définie comme la concentration de
I’échantillon requise pour une diminution de 50% de 1’absorbance de I’échantillon. L’EDTA est

utilisé comme témoin positive.

2.8.4. Test de pouvoir réducteur FRAP (Ferric reducing antioxydant power)
(Ferdjoui, 2014)

Le Pouvoir réducteur est basé sur la méthode décrite par Orhan et al. (2013), avec quelques

modifications.

» Principe
Le test du pouvoir réducteur consiste a évaluer 1’aptitude d’un échantillon a donner un
électron convertissant le fer de la forme Fe3+ a la forme Fe2+ qui peut étre quantifiée par la
mesure de la formation de la couleur bleu (bleu de Prusse) du ferricyanide de potassium a 700
nm. Donc une absorbance élevée indique que I’échantillon posséde un grand pouvoir réducteur

(Gholivand et al., 2010).

» Mode opératoire
A Iml de chaque solution d’extrait a des concentrations différentes (de 50 a 1000ug /ml
pour extrait méthanolique, de 0,05 a 3mg/ml pour HE, ont été mélangé avec 2,5ml d’une solution

tampon phosphaté (0,2 M, PH 6,6) et 2,5ml d’une solution de ferricyanure de potassium
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K3F2(CN)e a 1%. Les mélanges sont incubes a 50°C pendant 20min. Ensuite, 2,5ml d’acide
trichloroacétique a 10% sont additionnés. Le tout est agité vigoureusement. Enfin, on préléve
2,5ml de chaque tube et on ajout 2,5ml d’eau distillée et 0,5 ml FeCl 3 (0,1%). L’absorbance est
mesurée & 700nm.

La ICso est la concentration de d'inhibition 50% (Barros et al., 2010). Elle est calculée a

partir de I’équation de la courbe de I’absorbance en fonction de la concentration de 1’échantillon.

2.8.5. Test de la capacité antioxydante en équivalent Trolox ou «<ABTS»
(Nickavar et al., 2008)

Le cation radical ABTS a été généré en faisant réagir une solution mére ABTS 7mM
avec une solution de persulfate de potassium 2,45mM et le mélange a été maintenus dans
I’obscurité a température ambiante pendante 12-16h avant utilisation .Avant le test, La solution
a été diluée avec éthanol jusqu'a une absorbance de 0,70+0,02 a 734nm. Une aliquote (50uL) de
chaque échantillon a différentes concentration (500, 250, 100, 50, 25, 10, 5ug /ml) a été ajoutée a
5ml de solution ABTS diluée. Apres 10min, I’absorbance a été mesurée a 734nm.

L’inhibition du cation radical ABTS en pourcentage a été calculée par la formule suivante :

|ABTS * % = [A contréle — (Aéchantillon -A vide) /1A contr()le] . 100

Un éthanol témoin (5ml) plus chaque solution échantillon (50ul) a été utilisé comme
blanc. Une solution ABTS (5ml) plus de I’éthanol (50uL) a été utilisé comme témoin
négative .De plus, une solution de rutine (aux concentration de 200, 100, 50, 20,10 ,5 pug /ml) a
été utilisé comme témoin positive (Re et al., 1999).

L’ABTS % a été tracé par rapport a la concentration de 1’échantillon et une courbe de
régression logarithmique a été établie afin de calculer la valeur 1Cso (concentration de
inhibitrice), ce qui signifie la concentration de I’échantillon (ug /ml) nécessaire pour diminuer
I’absorbance de L’ABTS a 50%.
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1. Rendements des différents extraits

Le rendement en huile essentielle et en extrait méthanolique des feuilles de Mentha
rotundifolia sont exprimés en pourcentage par rapport a la matiére végétale séche. Les résultats
obtenus sont présentés de tableau 06 :

Tableau 06: Rendement en pourcentage des différents extraits.

Extraits Rendement %
Huile essentielle 0.4+0.126
Extrait méthanolique 8%

L’extraction de huile essentielle de Mentha rotundifolia réalisé par hydrodistillation, a
permis d’obtenir une huile de couleur jaune claire avec un rendement de I’ordre de 0.4%=0.126.
En comparaison avec d’autres travaux nationaux et internationaux sur la méme espéce, nous
constatons que notre résultat est proche de celui rapporté par Brahmi et al. (2016) qui a obtenu
un rendement de (0,49%) pour des plants récoltés dans la région de Chelef. notre résultat est
inférieur aux rendements obtenus par Brada et al. (2007) (0,8%) qui ont travaillé sur des plants
prélevés dans le nord d’Algeérie. Lehbab (2013) a obtenu un rendement de 1,7% pour 1’espéce
récolté a Tlemcen. Benabdallah (2017) en travaillant avec des échantillons collectés dans le
Nord -Est d’Algérie (El- Kala) a obtenu un rendement de 1,65%. Aouadi et al. (2020) a obtenue
un rendement de 1,29 pour des plantes récoltes dans la région d’Annaba. Le plus faible
rendement a été obtenu par Brada et al. (2006) (0,2%).

Le rendement de I’huile essentielle de Mentha rotundifolia noté dans notre étude est
inférieur a celui de Derwichet al. (2010) (1,54%) qui ont travaillé au Maroc. Riahi et al. (2013)
ont obtenu des rendements plus élevé (1,26% pour les plants provenant de Béja et 1,04% pour
les plants provenant de Bizerte en (Tunisie), De méme Lorenzo et al. (2002) ont obtenu un
rendement plus élevé (1,02% en Uruguay), le rendement le plus faible a été obtenu par Pino et
al. (1996) (0,2 a Cuba).

Cette faible valeur obtenue peut étre attribuée a la période de récolté (février), qui
correspond au stade feuillaison. D’apres brada et al. (2007), les rendements en huile essentielle
augmentent quand la plante entiére est récoltée pendant la période de la floraison.

Ces divergences dans les résultats sont dues a plusieurs facteurs tels que la méthode

utilisée, les parties de la plante utilisée, I’environnement, le génotype des plantes, 1’origine
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géographique, la période de récolte de la plante, le degré de sechage, les conditions de séchage,
temps et température de sechage et la présence des mauvaise herbes (Amzouar et al ., 2016).

Le rendement de I’extrait méthanolique est de 8%. Ce résultat est comparable avec celui
reporté par Seladji (2015) qui a montré que les feuilles de Mentha rotundifolia donnent un

rendement de 7,70% d’extrait méthanolique.

1.1. Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles

Les critéres d'appréciation d'une huile essentielle sont ses propriétés organoleptiques
telles que le gout, la couleur et I'odeur. Ces propriétés ne donnent qu'une information tres limitée
sur cette essence. La qualité d'une essence et sa valeur commerciale sont définies par des normes
fixées. Ces normes ont €été établies par plusieurs organisations connues a I'échelle mondiale en
précisant les conditions opératoires des analyses, et en mettant au point des monographies pour
la caractérisation des huiles essentielles les plus courants. Aprées I'extraction, nous avons
déterminé les caractéres organoleptiques de notre huile essentielle et comparé avec ceux de la
norme AFNOR, (2000) (tableau 7).

Tableau 07 : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de Mentha rotundifolia

Caractéristiques Normes (Afroun, 2000) Résultats obtenus

Aspect Liquide, mobile et limpide Liquide, mobile et limpide

Couleur Jaune pale Jeune claire

Odeur Epicé, Pénétrante Trés fort et Persistante
caractéristique de I’espéce

Figure 12: I’huile essentielle obtenue a partir des feuilles de Mentha rotundifolia

(Photo originale)
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2. Test du screening phytochimique

Nous avons réalisé des tests phytochimique des extraits de Mentha rotundifolia. Ces tests
sont en relation avec l’intensité du précipité, et la coloration qui sont proportionnelle a la
quantité de la substance recherchée.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 08 et dans la figure 13 :

Tableau 08 : Résultats du screening phytochimique de Mentha rotundifolia

Métabolites secondaires Résultats
Anthocyane _
Tanin +
Tanin gallique +

Tanin catéchique

Flavonoide +
Alcaloide +
Mucilage +
Glucoside

1:témoin, 2 : Anthocyane, 3 : Tanins, 4 : tanin catéchique, 5 : Tanin gallique, 6 : flavonoides
,7 : Glucoside, 8 : Mucilage
Figure 13 : Screening phytochimique des extraits de Mentha rotundifolia
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Sur I’ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que les extraits des feuilles de
Mentha rotundifolia sont riches en métabolites secondaires tel que les flavonoides, les tanins, les
tanins galliques, les alcaloides, les mucilages, Par ailleurs, il est & noter 1’absence des glucosides,
des tanins catéchiques et Anthocyanes.

L’étude compléete du screening phytochimique met en évidence la présence des
composés chimiques possédant des activités biologique intéressantes, notamment les substances
polyphénoliques (Flavonoides et tanins).

Les flavonoides présentent un grand intérét dans beaucoup de domaines a I’instar des
industries agroalimentaires, pharmaceutique (antioxydant), cosmétique (antivieillissement).. etc.
(Diallo, 2003)et en agriculture tant efficaces pour la lutte contre les champignons pathogénes des
grains des céréales (Kalt, 2000) .

La présence de tanins dans la plante pourrait expliquer la forte activité antioxydante puis
qu’ils sont des bons piégeurs des radicaux libres et inhibent la formation du radical superoxyde
(Badiaga, 2011). Les tanins des plantes inhibent la croissance des insectes (Schultz, 1988), les
feuilles riches en tanins galliques sont congues pour le traitement des maladies respiratoires et la
toux. Leurs propriétés antiseptiques et antibactériennes et antifongiques sont clairement
démontrées dans le traitement des diarrhées infectieuses et dermatites (Diallo, 2006).

La présence d’alcaloides peut aussi prévoir une éventuelle utilisation de la plante dans
certaines maladies (Guessan et al., 2009).

La présence de familles chimiques si importantes que recéle M.rotundifolia est a 1’origine
d’activités biologiques intéressantes sur divers plans. Les résultats de notre étude confirment les
vertus thérapeutiques de la plante et sa large utilisation en médecine traditionnelle.

D’apres les resultats du screening, différents groupes de metabolites secondaires ont été
identifiés dans des feuilles de Mentha rotundifolia comme les tanins, les flavonoides, les

alcaloides. Ces résultats ont été déja confirmés par Zekri et al., (2013).

3. Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides (Boussouf et al., 2017)
L'analyse quantitative de polyphénols et de flavonoides de I’extrait methanolique des
feuilles de Mentha rotundifolia, tels que déterminées par la méthode de Folin-Ciocalteu, sont
indiqués en équivalent d’acide gallique (GAE) par référence a la courbe standard (Y= 0.0024x +
0.0886, R? = 0.9142), les résultats obtenus sont montrés dans le tableau 09. Les feuilles de

Mentha rotundifolia sont riches en composés phénoliques. La teneur totale en flavonoides est
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également plus élevée dans I’extrait avec 79 ,44+0 ,76 mg équivalent quercétine (QE)/g d’extrait

brut (CE) en référence a la courbe standard (y = 0.0087x + 0.1121, R?>= 0.9608).

Tableau 09 : Teneur totale en phénols et flavonoides des extraits

différentes régions.

de M .rotundifolia de

Espéce et Extrais Total en Total en Référence
(Provenance) phénol flavonoide
MR (Nord, Extrait 350,10+0,96mg | 79,44+0,76 Boussouf
Est Algérie) méthanolique GAE /g mg QE/g etal., 2017
MR(El Hamania | Extrait 111.21+4.90 6.68+0.88 Bentoura, 2015
, Algérie) méthanolique mg GAE/g mg QE/g
MR(Iran) Extrait 331,3146,51 Nickavar et
éthanolique Hg /mg. / al., 2008
MR Extrait 4,6+£0,1 mg 3,3+0,1 Brahmi et
(Bejaia,Algérie) | éthanolique GAE/ g mg QE/g al., 2015
MR(El-taraf, Extrait 15,10+ 0,60 12, 30+0.30 Benabdallah
Algérie) méthanolique mg GAE/g mg RE/g etal., 2016

La principale raison du choix de ces groupe de métabolites secondaires réside dans le fait
que les polyphénoles et les flavonoides constituent les groupes responsables de 1’activité
antioxydante des plantes (Osman et al., 2013).

D’aprés les résultats enregistré par Boussouf at al., 2017, montré dans le tableau (09)
nous distinguons que la teneur en polyphénols (350,10+0,96 mg GAE /g CE) est plus élevée par
rapport a la teneur en flavonoides (79,44+0,76 mg QE/g CE), ces valeurs sont supérieurs a celui
déterminé par Bentoura, 2015 (111.21+4.90 mg EAG/g et 6.68+0.88 mg EQ/g ) pour les
polyphénoles et les flavonoides Respectivement.

Nickavar et al., 2008 qui ont travaillé sur les cing especes de menthe, ont rapporté que la
teneur en polyphénols totaux de Mentha rotundifolia est égale a 331,31+6,51 pg /mg.

Benabdallah et al. (2016) ont rapporté que la teneur en polyphénols totaux et
flavonoides totaux de I’extrait méthanolique de Mentha rotundifolia provenant du nord-est de

35



Chapitre 03 : Résultats et discussion

1’ Algérie présente des valeurs de 1’ordre de 15,10+0,60 mg équivalent acide gallique/g d’extrait
et 12,30+0.30 mg équivalent rutine/g d’extrait pour les polyphénols et les flavonoides,
respectivement. Les teneurs en polyphénols et en flavonoides sont nettement inferieurs a ceux
déterminées dans les extraits méthanolique de Mentha rotundifolia par Boussouf et al., 2017.

Brahmi et al., (2015) ont constaté que la teneur totale en polyphénols et en flavonoides
de la méme espéce récoltée a Bejaia (Algérie) est respectivement de 4,6+0,1 mg équivalent acide
gallique /g et 3,3+£0,1 mg équivalent quercetin/g. Ces valeurs des flavonoides et des polyphénols
sont tres inferieures (beaucoup plus faible) que celle obtenue par Boussouf et al., 2017.

Ebrahimzadeh et al. (2010) ont évalué les teneurs des polyphénols totaux et des
flavonoides dans d’autre espéce du méme genre (Mentha spicata), ils ont obtenus des valeurs
de I’ordre de 153,3+5,1 mg équivalent acide gallique/g d’extrait et 11,0+0,31 mg équivalent
quercetine/g d’extrait pour les polyphénols et les flavonoides, respectivement.

La différence des teneurs en polyphénols peut étre due aux conditions biotiques et
abiotiques, caractérisant la localisation géographique. les conditions expérimentales peuvent
aussi influences, en effet ces différences peuvent étre liés aux conditions climatique rudes (les
température haute, exposition solaire sécheresse ,salinité), qui stimulent la biosynthése des
métabolites secondaires tels que les polyphénols (W.U et al., 2004) .

La teneur phénolique dépend également d’un certain nombre de facteurs intrinseques
(Génétique), le degré de maturation de la plante et la période de récolte. La distribution des
métabolites secondaires peut changer pendant le développement de la plante (Miliauskas et al.,
2004; Podsedek, 2007; Falleh et al., 2008).

L’extrait méthanolique de Mentha rotundifolia est riche en composés phénolique,
flavonoides, ce qui permet d’avoir une activité importante. Ces composés phénoliques sont des
antioxydants puissants susceptibles d’inhiber la formation des radicaux libres et se s’apposer a
I’oxydation des macromolécules (Hodek et al., 2002). En effet, ils ont la capacité de piéger
directement les radicaux libres comme le super oxyde, le radical peroxyle, le radicale alkoxyle et
le OH’ par transfert d’hydrogéne (MeCord, 1995).
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4. Composition chimique de I’huile essentielle

Les résultats obtenus par ElI Arch et al. (2003) sont montre dans le Tableau (10), Les
résultats des analyses chromatographique ont permis d’identifier environ 32 composés dans
I’huile essentielle de Mentha rotundifolia (récolté au Maroc). Le pulégone est le constitué
majoritaire de ces huiles avec un taux d’environ 85,5%. Ce composé est connu par son effet
antimicrobien, antibactérien et antivirale (De Feo et al., 1998). Le reste (14,5%) est constitué de
monoterpénes et sesquiterpeénes. On note la présence de 1’acétate de menthyle avec environ 2%
de menthone avec un pourcentage de 1% et de menthol avec un taux Iégerement inférieur a 1,8.
Ce dernier est trés demandé dans 1’aromatisation des produits alimentaires (Clark et al., 1998).
Cependant, ont faible taux (1,8%) handicape son utilisation industrielle. On signale que la
polégone peut étre transformée en menthol par hémi synthése (Ismaili — Alaoui et al., 1997).

D’autres constituants sont présents en faible teneur: le limonéne, le camphre et
I’isopulégol sont détectés respectivement avec 0,62%, 0,64% et 0,66%. Les hydrocarbures
sesquiterpéniques, tel que Z-caryophyléne, B-selinéne, - curcuméne.....et sont aussi présent
avec des pourcentages en générale inférieurs a 0,5 % (Tableau 10).
Les résultats obtenue par Aoudi et al., 2020 montre dans le tableau (11) : les résultats indiquent
que I’huile essentielle de M.rotundifolia récolté dans le Nord-est de 1’Algérie contient 30
composees identifiés constituant environ 9551% du contenu total. Le profile des huile
essentielle a été caractérisé par 1’oxyde de pipériténone (46,06%), le D-limonéne (9,10%), le cis
oxyde de pipéritone (6,81%) et ando-bornéole (4,64%) (Aouadi et al., 2020).

37



Chapitre 03 : Résultats et discussion

Tableau 10 : composition chimique de HE Tableau 11 : composition chimique HE de

MR (El Arch et al., 2003 ) (Aouadi et al., 2020)

IK | Composés % IR Composés %
939 | a -pinéne 0,22 | 939 | a-Pinéne 2,61
981 | trans-m-mentha-2,8-diéne 0,16 | 954 | Camphéne 1,69
985 | cis-m-mentha-2,8 diéne 0,34 | 976 | Sabinéne 0,91
991 | myrcéne 0,28 || 978 | Vinyl amyl carbinol 1,44
1001 | &-2 caréne 0,13 | 980 | p-Pinéne 2,04
1031 | limonéne 0,62 | 991 | p-Myrcéne 1,39
1040 | Z-R-ociméne 0,33 | 995 | B-Ociméne 0,27
1050 | E-R-ociméne 0,22 | 1028 | D-Limonéne 9,10
1072 | p-mentha-3.8 diéne 0,20 || 1033 | 1,8-Cinéole 0,45
1098 | linalol 0,10 | 1110 | Amyl vinyl carbinyl acétate | 0,67
1102 | cis-thujone 0,12 | 1143 | Camphre 0,57
1118 | myrcenol 0,39 | 1148 | (R)-Lavandulol 0,26
1143 | camphre 0,64 | 1165 | Endo-bornéol 4,64
1154 | menthone 1,03 | 1178 | Terpinen-4-ol 0,35
1164 | isomenthone 0,66 | 1189 | a-Terpinéol 0,82
1173 | menthol 1,77 | 1211 | 5-acétyl-2-hydrazino-4 1,85
1204 | verbenone 0,11 Méthylpyrimidine

1213 | trans-pulégol 0,21 | 1261 | Cis- oxide de pipéritone 6,81
1237 | pulégone 85,47 || 1285 | acétate de bornyle 0,52
1252 | pipéritone 0,20 || 1290 | m-Thymol 0,37
1273 | acétate d'isopulégol 0,28 || 1376 | oxyde de pipéritone 46,06
1275 | acétate de menthyle 1,96 | 1394 | cis-Jasmine 2,47
1324 | aldéhyde de limonéne 0,85 || 1420 | Caryophylléne 3,18
1363 | oxyde piperitone 0,14 | 1454 | o-Humulene 0,42
1376 | o -copaéne 0,14 | 1458 | trans-B-farnéséne 0,87
1381 | propanoate d'isobomyl 0,10 || 1475 | a-Amorphéne 0,34
1391 | B-éleméne 0,21 || 1485 | Germacréne D 3,58
1404 | Z-caryophyléne 0,39 | 1513 | y-Cadinéne 0,46
1485 | B-selinéne 0,24 || 1519 | 1S.cis-calaménéne 0,50
1512 | B-curcuméne 0,20 || 1592 | Veridiflorol 0,47
1535 | Z-nerolidol 0,14 || 1643 | A-Cadinol 0,40
1538 | a — cadinéne 0,42 | Total 95,51
Total 98,27

(IK : indice de Kovats) (IR: indice de retentions)

Le résultat obtenu par EI Arch et al. (2003) qui montre approximativement les mémes
caractéristiques chimiques des huiles essentielles de Mentha pulegium d’origine marocaine
(Farah et al., 2001 ; Ismaili Alaoui et al., 1997) et Mentha rotundifolia de Tunisie (Hajlaoui et
al., 2009), en effet, on constate que le pulégone est le constituant majoritaire de I’HE de Mentha
rotundifolia de Maroc et Tunisie .La teneur en pulégone de ’HE de El Arch (85,75%) est
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supérieur a celle observée chez la méme plante originaire du Tunisie dans la teneur est de
47,15%.) (Hajlaoui et al., 2009).

Par contre Derwiche et al. (2010) ont trouvé que le constituant majoritaire d’HE de
Mentha rotundifolia provenant du Maroc est le menthol (40,50%). Dans M.rotundifolia de
1’Uruguay, le composant principal est I’oxyde de pipériténone (80,8%) (Daniel et al., 2002).

Brada et al. (2006) ont étudié la composition chimique de cette huile provenant de deux
localités d’Algérie ; les constituants majoritaires étaient 1’oxyde de pipéritéone (23,5 et 38 ,6%),
oxyde de cis- pipéritone (28,1 et 30,5%) pour les régions de Rouina et Miliana, respectivement.

Cette divergence dans les résultats explique le role que peuvent jouer les facteurs
environnementaux climatiques sur la composition biochimique et sur la qualité des extraits
végetaux (Laib, 2012). Ainsi que les facteur qui concernent la plante tels que le génotype et les
stades de maturation (Shahat et al., 2011).

5. Activité antioxydante

L'activité antioxydante des extraits (extrait méthanolique, extrait éthanolique et I'huile

essentielle) a été évaluée avec différentes méthodes :

5.1. Test du piégeage des radicaux DPPH (Bentoura, 2015)

L’activité antioxydante des extraits (HE et I’extrait méthanolique) de Mentha rotundifolia
.Vis a vis du radical DPPH a été évaluée par spectrophotométrie. En suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette & la couleur jaune mesurable a
515nm.
Les résultats indiquant que l'extrait méthanolique de Mentha rotundifolia présente une capacité
de neutraliser le radical libre DPPH tres puissante par rapport a I'huile essentielle.
L’étude comparative des ICso des extraits méthanoliques et éthanoliques de Mentha rotundifolia
obtenus par différents auteurs (tableaul2) montre que les valeurs de ICso Vvarient entre
0,02171+0.0018 mg/ml et 0.70+0.03 mg/ml (Tableau 12).
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Tableau 12 : Comparaison des ICsg des différents résultats (méthode DPPH) des mémes espéces
(M.rotundifolia)

Espéces Extraits I1Cso (mg/ml) Référence
et provenance

M.rotundifolia Méthanolique | 0.03166+0.00216 mg/ml Benabdallah
(El-Tarf) etal., 2016
M rotundifolia Méthanoligie | 0.70£0.03 mg/ml Seladji, 2015
(Tlemcen)
M .rotundifolia Méthanolique | 0.0364+0.0011 mg/mi Leblalta, 2018
(Sétif)
M.rotundifolia Ethanolique 0,02171+0,0018) mg/ml Nickavar
(Iran) et al. (2008)
M.rotundifolia Ethanolique 0,0713+0,0026 mg/ml Brahmi
(Bejaia) et al. (2015)
M.rotundifolia Méthanolique | 0.0585+0.0003 mg/ml Bentoura., 2015
(El hamdania)
Quercetine Témoin positif | 0,0039+£0,0000360 mg/ml Bentoura., 2015
(El Hamdania)
Rutine Témoin positif | 0,161+0,001 mg/ml Bentoura., 2015
(El Hamdania)

La valeur la plus faible de 1Cs50=0,02171+0.0018 mg/ml correspondant a la capacité
antiradicalaire la plus importante a été enregistrée par Nickavar et al., 2008. Par contre, la
valeur la plus élevee a été notée par Seladji (2015) (ICso = 0.70+0.03 mg/ml) qui signifie une
capacité de piégeage de radicaux libre plus faible.

Des résultats comparables ont éteé obtenus par Leblalta (2018) (ICso = 0.0364+0.0011 mg/ml),
bentoura (2015) (ICso = 0.0585+0.0003 mg/ml) et Brahmi et al., (2015) (ICso = 0,0713+0,0026
mg/ml).

Nous constatons que dans la majorité des €tudes 1’extrait méthanolique ou éthanolique ont exercé
un effet antiradicalaire plus important que celui de la rutine (Tableau 12).

D’autre étude comparatifs des I1Cso des extraits méthanoique (0.0585+0.0003 mg/ml) de
Mentha rotundifolia avec les ICso des valeurs du méme ordre ont été obtenus dans les extraits
d’autres espéces appartenant a la méme famille de Lamiaceae : Napta flavida (tep et al., 2007),
calamintha sylvatica Bromf sub sp Asendens (Lopez et al., 2007) avec des valeurs des ICso de

I’ordre 0,063 mg/ml, et 0,058 mg/ml respectivement.
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e Comparaison des valeurs d’IC50 des huiles de la méme espéce (Tableau 13) et du le

méme genre obtenues par la méthode de DPPH sont résumees dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Activité antioxydant des HE de M.rotundifolia pour des différentes régions
(méthode DPPH).

Espéce ICso (mg/ml) Référence
M .rotundidolia(Tlemcen, 0.30+0.14 Seladji., 2015
Algérie)
M .rotundifolia( >0.1 Leblalta., 2018
Sétif .Algérie)
M .rotundifolia 1,62575 Bounihi., 2016
(Rabat,Maroc)
M .rotundifolia 0,02611 Riahi et al., 2013
(Bizerte ,Tunisie)
La valeur obtenue de mentha | 1.421+0.04 Bentoura, 2015
(El Hamdania, Algérie)

Des niveaux d’activité antioxydante des huiles essentielles étudiés fluctuant entre 0,02 et 1,6
mg/ml ont été mise en évidence sur la base des tests utilisé avec des variations signification entre
les sites.
La valeurs la plus faible de ICsp = 0,02611 mg/ml correspondant la capacité antiradicalaire a la
plus importante a été enregistrée par Riahi et al., 2013. Par contre, la valeur la plus élevee a été
notée par Bounihi, 2016 (ICso = 1,62575 mg/ml) qui signifie une capacité de piégeage de
radicaux libre plus faible.

Des valeurs entrant dans la méme gamme ont été obtenus par Seladji, 2015 (ICso =
0.30£0.14 mg/ml), Leblalta, 2018 (ICso = >0.1 mg/ml).

Dans une autre étude, le résultat obtenu par bantoura (2015) (1.421+0.04 mg/ml) a été
comparé avec d’autre espéce du le méme genre :
Les travaux concernant 1’évaluation de la capacité d’huile essenticlle du genre Mentha de piéger
le radicale DPPH exprimée par les valeurs d’ICso. ont donné des résultats différents variant
d’une espéce a une autre : & savoir M.longifolia (1C50=10,7+0,005 mg/ml) (Gulluce et al., 2007),
M.pulegium (1Cs50=6,2+0,0002 mg/ml)(Teixera et al., 2012). Ces activités sont faibles a celles
enregistrées par Bentoura, 2015. Cette valeur enregistrée par Bentoura, 2015 est supérieur a
celle de M.spicata (0,00114 mg/ml), de M.longifolia (0,0240 mg/ml) et M.piperita (0,01332
mg/ml) en Iran (Souri et al., 2003).
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D’autres espéces de la famille Lamiaceae (Marrubium globosum subsp .Globosum),
étudie par Sarikurkcu et al. (2008) ont donné une valeur d’ICso égale a 1,20338 mg/ml pour
huile essentielle. Cette valeur correspond a la valeur obtenue par Bentoura, 2015.

Cette différence dans les valeurs des ICso peut étre attribuée a la déférence dans la
concentration de DPPH utilisée dans le test et le temps d'incubation d'une part (Sharma et al.,
2009).

5.2. Test du blanchissement du [3-carotene/acide linoléique : (Benabbdallah et
al., 2016)

Dans ce systéme, les radicaux libres découlent de I’oxydation de 1’acide linoléique qui
attaque les molécules insaturées de la B-caroténe, ce qui se traduit par une diminution importante
de I’absorbance. En outre la présence de molécules antioxydants qui neutralisent les radicaux
formés peuvent réduire le blanchissement de la f-caroténe (Godevac et al., 2008).

L'activité antioxydant déterminé par B-émulsion de caroténe /acide linoleique a été
estimé en inhibant la formation des radicaux libres dans le B-caroténe I'acide linoleique oxyde,
qui a été estimé par spectrophotométrie, la diminution de la couleur orange caractéristique de R-
caroténe, est liée a la capacité inhibitrice de la formation des radicaux.

Le test de blanchissement du B-caroténe montre également que le BHT est dotée d’une meilleure
activité antioxydante avec une ICso relativement faible (0.0061+0.0008 mg /ml), et extrait

méthanolique est moins active avec de ICso=0.763+0.0007 mg/ml.

e Une comparatives des ICsp de extrait méthanolique de mentha rotundifolia avec

des ICso d’autre résultat de la méme espéces (Tableau 14) et de la méme famille de Lamiaceae :

Tableaul4: comparaison des ICso de la méthode de blanchiment de [-caroténe de I’extrait

méthanolique de Mentha rotundifolia de différentes régions.

Espéces Extraits 1Cs0 (Mg /ml) Références
Mentha rotundifolia | Extrait méthanolique | 1.72+0.03 mg/ml Seladji., 2015
Lala Setti (Tlemcen)
Mentha rotundifolia , 0.796+0.026 mg/ml | Ben Haj Yahia et al.
Tunisie (2019)
Mentha rotundifolia 0.763+0.0007 mg/ml | Benabdallah et al.,
étudie (EI-Tarf) 2016
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Dans une etude menée par Benabdallah et al., 2016, on a évalue l'activité antioxydant
de I'extrait methanoliqgue de la Mentha rotundifolia de la région El-Tarf par le test de
blanchissement de la B- caroténe ou on a trouve 1C50= 0.763+0.0007 mg/ml . Cette valeur de
IC50 est similaire a celle du résultat de I'extrait méthanolique obtenir par Ben Haj Yahia et al.,
(2019) (1C50=0.796+0.026 mg/ml), et elle est inferieurs au a celle enregistrée par Seladji, 2015
(IC50 = 1.72+0.03 mg/ml) .

Ces resultats montrent que I'extrait méthanolique de Mentha rotundifolia posséde un potentiel
antioxydant important.

D'autres espece du la méme famille Lamiaceae ont été testé pour leur activité
antioxydant par le test de blanchissement de - caroténe Mentha longifolia etudiée par Kamara
Zouari et al. (2018) ont trouvés une [1C50= 0.03475 mg/ml est inférieure a celle obtenue par

Benabdallah et al., 2016.

5.3. Activité de chélation des métaux sur les ions ferreux (Fe?*) ( Lablata et al.,
2018)

L'activité chélatante des extraits est déterminée par le dosage de la ferrozine. La ferrozine
peut former quantitativement des complexes avec Fe?*. En présence d'autres agents chélatants, la
formation du complexe est perturbée, ce qui entraine une diminution de la couleur rouge du
complexe.

Le témoin (EDTA) est le plus efficace (ICso = <0.5 mg/ml), suivie de I'huile essentielle (IC50 =
3.3+£0.4 mg/ml) et I'extrait méthanolique (ICso = 4.2+0.0 mg/ml) avec un effet chélateur plus
faible.

e Comparaison des ICso de extrait méthanolique de mentha rotundifolia des différents

travaux est presentée dans le tableau 15:

Tableau 15 : Comparaison des ICso (méthode chélation de fer) de I’extrait méthanolique de

Mentha rotundifolia de différentes régions.

Espéces Extraits IC50 (mg/ml) Références
Mentha rotundifolia | Extrait méthanolique | 1.3+0.0006 mg/ml Benabdallah et al.,
El-Tarf 2016
Mentha rotundifolia 3.417 £ 0.011 mg/ml | Ferdjioui, 2014
Djemila (Sétif)

Mentha rotundifolia 4.2+0.0 mg/mi

étudie Chouf lakdad

(sétif) Leblalta, 2018
EDTA Temoin positif <0.5 mg/mi
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Dans une étude menée par Leblalta (2018), on a évaluée l'activité antioxydant de I'extrait
methanolique de la Mentha rotundifolia de la région Chouf lakdad (Sétif) par le test de
chélation des métaux sur les ions ferreux (Fe?*) la valeur de ICso trouvée correspond a 4.2+0.0
mg/ml. Cette valeur de ICsg est supérieure a celle du résultat de 1’extrait méthanolique obtenir
par Ferdjioui, 2014 et Benabdallah et al, 2016 avec ICso (3.417+0.011 mg/ml et 1.3+0.0006
mg/ml).

Nous constatons que dans la majorité des études les extraits méthanoliques ont exercé un
effet chélatant plus faible que celui de ’EDTA.

e  Une comparatives des ICso de I'huile essentielle de mentha rotundifolia avec des 1C50

d’autre résultat de la méme espece (Tableau 16) et de la méme famille de Lamiaceae :

Tableaul6 : Comparaison des ICso (méthode chélation de fer) de I’huile essenticlle de Mentha

rotundifolia
Especes Extraits IC50 (mg/ml) Références
M. rotundifolia L'huile essentielle Aucune activité Ferdjioui ., 2014
Djemila (Sétif) chélatrice
M.rotundifolia 3.3£0.4 mg/ml Leblalta ., 2018

Chouf lakdad (Sétif)

Dans une étude menée par Leblalta, 2018 on a évalué I'activité antioxydant de I'huile
essentielle de la Mentha rotundifolia de la région Chouf lakdad (Sétif) par le test de chélation
des métaux sur les ions ferreux (Fe?*) on a obtenue 1Cso= 3.3+0.4 mg/ml. Ce résultat est différent

de celui obtenir par Ferdjioui, 2014.

5.4. Test de pouvoir réducteur FRAP (Ferric reducing antioxydant power)
(Ferdjioui., 2014)
C’est une analyse de I’activité antioxydant qui est basé sur la capacité des constituants

des extraits a réduire le fer ferrique Fe*® en fer ferreux Fe*2. Les résultats représentés dans le
tableau 17 :
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Tableau 17: Résultats du test du pouvoir réducteur FRAP par déférents extraits

Espéce Echantillon Résultats Région et Référence
date de
récolte
M.rotundifolia | L'huile IC50 = 1.625£0.004 mg /ml | Djemila

essentielle (Sétif) Ferdjioui, 2014

Extrait IC50=0.550+0,03613 mg/ml | Octobre

méthanolique 2012

BHA IC50 =0,089+ 0,0285 mg/ml

Les valeurs des ICsg obtenues dans ce test montrent que I’extrait méthanolique et I’huile
essentielle de Mentha rotundifolia possedent une capacité réductrice importante mais elle est
inférieure a celle de BHA. Cette activité démontre leur propriété de donation d’électrons et par
consequent leur capacité de neutralisé les radicaux libres.

L’extrait méthanolique (IC50= 0.550+0,03613 mg/ml) présente le pouvoir de réduire Iion Fe*®
le plus intéressant (le potentiel antioxydant le plus fort) que I'huile essentielle (IC50 =
1.625+0.004 mg /ml).

Ces résultats pourront expliqués que l'extrait méthanolique de Mentha rotundifolia
présent un pouvoir réducteur important renferme des molécules ayant un potentiel réducteur
donneur d'électron plus fort.

Les agents réducteurs peuvent également réduire les intermédiaires oxydés du processus
de la peroxydation lipidique (Sivakumar et Mreera, 2013) donc ils peuvent réagir comme des
antioxydants primaire et secondaires (Misra et Dey, 2012).

Riahi et al., 2013 ont étudié ’activité des huiles essentielles de Mentha rotundifolia récoltée en
Tunisie ; cette huile essentielle a montré une capacité réductrice avec une valeur d’ICsg
= 390,91+4,01pumol/g (Bizerte) et 330,46+3,18 umol/g (Beja).

Dans une étude faite par sarikurkcu et al. (2008) : les extraits de la plante Marrubium
globosum subsp (Lamiaceae) ont montré une capacité réductrice avec une valeur d’ICso égale a
4,3158+0,00254 mg/ml et 0,62563+0,00102 mg/ml pour HE et extrait méthanolique
respectivement, cette activité est semblé faiblement en comparaison de résultats obtenus par
Ferdjioui, 2014 pour huile essentielle de Mentha rotundifolia, et pour activité de 1’extrait

méthanolique sont convergent.
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5.5. Test de la capacité antioxydante en équivalent Trolox ou «<ABTS»

Ce test est basé sur le mécanisme d'oxydoréduction de I'ABTS. Au cours de ce test le sel
d'’ABTS perd un électron pour former un radical cation (ABTS") de couleur sombre en solution.
En présence de l'agent antioxydant, le radical ainsi formé est réduit pour donner le cation
ABTS+, ce qui entraine la décoloration de la solution. (Muanda, 2010). Les résultats de ce test

sont montrés dans le tableau 18.

Tableau 18: Les résultats du Test de la capacité antioxydante en équivalent Trolox ou «<ABTS»

par I'extrait éthanolique.

Espéce Les Résultats Région de | Référence
extraits récolte
M.rotundifolia | Extrait ICs0 = 0.1589+0,0282 mg/ml Iran Nickivar et
éthanolique (Tehran) | al., 2008
M.rotundifolia ICs0= 0.0404%0.0007 mg /ml Algérie Brahmi.F
(Bejaia) etal., 2015

Les résultats obtenus pour I'extrait éthanolique de la Mentha rotundifolia montrent qu’elle
posséde un bon pouvoir antioxydant. I'extrait éthanolique enregistré par Brahmi et al al., 2015
donne une concentration d’inhibition a 50% (IC50=0.0404+0.0007 mg/ml) et I'extrait éthanolique
déterminée par Nickivar et al., 2008 a une faible activité antioxydant avec ICso=0.1589+0,0282
mg/ml.

L’évaluation du potentiel antioxydant des espéces de genre Mentha vis-a-vis du ABTS"
montre que 1’espéce M.pulegium a le plus grand pouvoir antioxydante (ICs0=0,15260+0,0272
mg/ml) suivie par M.piperit (1C5=0,15380+0,0291 mg/ml), M.rotundifolia (ICso=
0,15890+0,0282 mg/ml), M.spicata (ICs0=0,17380+£0,0604 mg/ml), M.longifolia (ICso=
0,18560+0,0441 mg/ml) (Nickavar et al.,2008).

Les résultats de Dl’activité antioxydants du test de ABTS sont (ICs0=0.0404+0.0007
mg /ml), (ICso= 0,0302+0,0006 mg /ml) et (0,0103+£0,0009 mg /ml) pour 1’extrait éthanolique de
M.rotundifolia (MR), M.pulegium (MP) et M.spicata (MS) respectivement. Les résultat en
TEAC montre clairement que 1’espéce Mentha spicata présente le pouvoir antioxydant le plus

puissant suivie par MP et MR (Brahmi et al., 2015) .
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6. Discussion générale
Selon les résultats trouvés a travers les cing tests pour évaluer l'activité antioxydants des extraits

de Mentha rotundifolia, on peut résumer dans ces points qu’avec:
v' Le teste de DPPH: Le DPPH est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme
radicale libre et la simplicité¢ de I’analyse. L’activité la plus élevée a été présentée par
I’extrait méthanolique de Mentha rotundifolia (ICso = 0.0585+0.0003 mg/ml) enregistrée
par Bentoura (2015). Dans cette plante a la teneur en phénol totaux est de 1’ordre
111,21+ 4,90 mg EAG/qg et de 6,68+0,88 mg EQ/g pour les flavonoides.
v' Le teste du pB-caroténe/acide linoléique : L’extrait méthanolique de Mentha rotundifolia
a manifesté la plus forte aptitude a inhiber la formation des radicaux par 1’acide linolique
avec une valeur 1Cso = 0,763 mg/ml enregistrées par Benabdallah al., (2016).
v' La méthode de chélation par les ions ferreux: L’activité chélatante la plus élevée est
observée dans I’huile essentielle (ICso = 3,3+0,4 mg/g) enregistré par Lablalta (2018).
v le test FRAP : Extrait méthanolique a présenté un bon pouvoir réducteur (ICso=
0,550+ 0,03613 mg/ml) enregistré par Ferdjioui (2014).
v' Le test de ABTS": L'extrait éthanolique de Mentha rotundifolia donne une grande
Activité antioxydante, IC s = 0,15890 mg/ml, enregistré par Nickivar et al. (2008).
Les études sur les extraits des différentes especes végetales montrent que la famille des
Lamiaceae posséde les activité antioxydantes les plus fortes (Lamaison et Petitjeanfreytet,
1996 ; Shan et al., 2005 ; Zheng et Wang , 2001). Dans cette famille, le genre Mentha est
représenté par six especes principales: M.rotundifolia, M.longifolia, M.Spicata, M.aquatic,
M.pulegium et M.Piperita selon la flore de 1’ Algérie de Quezel et Santa (1963).

En générale les extraits méthanoiques et éthanoliques de Mentha rotundifolia exercent un
potentiel antioxydant plus importants que huile essentielle.

Les extraits méthanoliques ont montré un effet antiradicalaire (DPPH), pouvoir réducteur
(FRAP) plus important que 1’effet du blanchissement du - caroténe et chélatante du fer ferreux.

Ces résultats obtenus suggerent que 1’activité antioxydant des extraits méthanolique de
Mentha rotundifolia peut étre correlée avec leur teneur en composés phenoliques.

Ces composés sont des constituants des plantes trés importants connus comme substances

antioxydante ayant la capacité de piéger les espéces radicalaires et les formes réactives de
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I’oxygene (kelly et al., 2002) ou prévenir la décomposition des hydroperoxydes en radicaux
libres (Pokorny, 2001).

Nickavar (2008) a également remarqué que ’activité antioxydante des I’extraits de
Mentha Sp est en relation étroite avec la teneur en composé phénolique, ce qui confirme que les
phénols sont essentiellement responsable de I’effet antiradicalaire d’ou I’activité antioxydant.
Méme observation a été relevée par Dorman et al. (2003), qui a étudié la composition et
I’activité antioxydants des extraits aqueux des especes hybrides, variétés et cultivars du genre
Mentha Sp.

La forte corrélation entre les valeurs de concentration en phénols dans les extraits de
plantes et I’activité antioxydante est documentée Borneo et al. (2008) ; waheed et al. (2014);
Benabdallah et al. (2016) . A ce regarde, Luximun-Ramma et al. (2002). Du plus, a capacités
antioxydante peut étre attribuées a la structure chimiques des composés, ainsi qu’a 1’effet
synergique ou antagoniste des composés présentes dans 1’extrait brute (Al-Owaisi et al., 2014).

D’autre part, le coefficients de corrélation entre la teneur en phénol totaux et 1’activité
antioxydante de Mentha rotundifolia suggére que ’activité antioxydante est fortement corrélée a
la teneur en tannins et polyphénols et faiblement corrélée aux flavonoides (Benabdallah et al.,
2016).

Brahimi et al. (2015), qui ont travaillé sur les extraits éthanoliques de deux especes de
menthe, a rapporté que Mentha pulegium (6,1 mg EAG/g. 0,85 EQ /g avec un ICxo) était plus
riche que mentha rotundifolia (4,6 EAG/g. 3,3 EQ /g) pour les composés phénolique, les mémes
auteurs ont révélé que ’activité antioxydante des extraits éthanoliques de Mentha pulegium plus
élevée par rapport a celle des extraits de Mentha rotundifolia. L’activité antioxydante des
polyphénols est principalement due a leur capacité a agir comme donneurs d’hydrogéne, agents
réducteurs et piégeurs de radicaux (Mai et al., 2009).

Cependant, les informations issues de la littérature concernant la teneur phénolique du
genre Mentha sont généralement dispersées a travers les articles et informations requise sont
difficiles a comparer a cause des déférences entre les méethodes utilisees (Brahmi et al., 2015).

L’huiles essentielles montrent un pouvoir antiradicalaire DPPH et pouvoir réducteur
FRAP) plus importante que 1’effet chélateur du fer ferreux.

L’activité antioxydante des huiles essentielles peut étre attribuée a leur composition
chimique (Dewiche et al., 2011) qui est déterminée par le génotype et influencée par les
conditions environnementales et agronomiques (Burt, 2004). La relation entre I’activité

antioxydante et leur profils chimique a été rapportée (Barra et al., 2010) . En général, les
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activités antioxydants des huiles essentielles végétales ont été attribuées a leurs principaux
composés (Riahi et al., 2013). Ainsi, le niveau de ’activité antioxydant pour les espéces de
Mentha rotundifolia peut étre attribué principalement a la concentraction en composants majeurs
qui sont la pulégone, I’oxyde de pipériténone, carvanol (Riahi et al., 2013 ). De plus, selon
Mimica et al. (2003), les composés de piegeage les plus puissants seraient les cétones.

Selon Wang et al. (2008), les composés mineurs et majeurs devraient apporter une
contribution significative a ’activit¢é de I’huile qui est le résultat de l’interaction de leur
composition chimique.

D’aprés Halliwell (1994), les meécanismes d’action d’un antioxydant peuvent
comprendre : le piégeage direct des radicaux libres, I’inhibition des enzymes et la chélation des
traces métalliques responsables de production des radicaux libre et protection des systémes de
défende antioxydant. Ce qui montre que les extraits méthanoliques de Mentha rotundifolia
possédent un grand potentiel comme source d’antioxydants naturels. Selon kamkar et al.
(2010), les extraits polaires des especes de Mentha ont montré une meilleure activité que les huiles
essentielles.

Par conséquent, la variation de I’activité antioxydante entre 1’espéce de Mentha
rotundifolia et les autres especes du genre Mentha en général, d’aprés notre observation dans
cette étude, pourrait étre expliquée par leur contenu richesse en composés phénoliques.

Les donné de littérature sur les activité antioxydante des espéces de Mentha sont souvent
difficiles a comparer en raison des différences dans les méthodologies suivies (Moldovane et al
., 2014).
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Conclusion

La connaissance et 1’utilisation des plantes médicinales et aromatiques sont un veritable
héritage de I’homme. Son importance en santé publique s’est considérablement accrue ces
derniéres décennies grace aux traitements qu’elle propose.

Cette diversité de propriété biologique est définitivement associée a des vertus curatives
attribuées a un ensemble exceptionnel de molécules biologiqguement actives, fabriquées par les
plantes, non seulement comme agents chimiques contre les maladies, herbivores et prédatrices
mais aussi comme antioxydants. Ces molécules naturelles sont trés nécessaires dans les plantes
médicinales pour les effets secondaires des médicaments et les séquelles nocives des molécules
chimiques synthétiques.

Notre étude a été menée pour objectif principale la valorisation et la contribution a une
meilleur connaissance d’une plante communément utilisée médecine.

Mentha rotundifolia, poussant a 1’état spontané dans la région de bouinan a été récolté
durant la période avant la floraison au mois de février.

Différents extraits ont été préparés a partir des feuilles de Mentha rotundifolia : extrait
méthanolique et I’huile essentielles selon différentes méthodes d’extraction.

La méthode d’hydrodistillation ,qui est la méthode préférée pour 1’extraction de huile
essentielles a partir des feuilles de Mentha rotundifolia, nous a permis de montrer que la plante
donne un rendement de 1’ordre de 0.4+0.126.

De plus, I’étude phytochimique des feuilles de Mentha rotundifolia a permis de mettre en
évidence la présence de quelque métabolites secondaire tels que : les tanins, les tanins gallique,
les flavonoides, les mucilage et les alcaloides.

En raison des circonstances survenues en raison de la pandémie de covid 19, nous
n’avons pas pu terminer notre travail expérimental, nous avons donc utilisé plusieurs autres
études qui se sont intéressees a I’évaluation de I’activité antioxydante de la plante de Mentha
rotubdifolia.

Grace a cette étude, nous avons constaté que le dosage de flavonoides et des polyphénols
totaux a donné des teneurs variables en fonction de ’origine géographique de la plante et en
fonction des extraits. Les teneurs des polyphénoles totaux variaient entre 350,10+0,96 mg GAE
/g et 4,620,1 mg GAR/g et les teneurs en flavonoides variaient entre 79,44+0,76 mg QE/g et
3,3+0,1 mg QE/qg.

La plupart des méthodes adoptées par les différents auteurs pour déterminer I’activité
antioxydante des extraits de la plante de Mentha rotubdifolia : 1’effet piégeur du radical DPPH

est généralement le substrat le plus utilisé pour 1’évaluation rapide et directe de 1’activité
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antioxydante en raison de la simplicit¢ de 1’analyse, le pouvoir réducteur (méthode FRAP),
I’effet chélation du fer ferreux, et le test du blanchissement de 3-carotene et le test de ABTS. Il
s’est avéré que les extraits méthanoliques de Mentha rotundifolia exercent un potentiel
antioxydant plus important que celui exercé par huile essentielle.

Les extraits méthanoliques ont manifestées un effet antiradicalaire (DPPH), un pouvoir
réducteur (FRAP) plus importants que 1’effet chélateur du fer ferreux et qualitatif du
blanchissement du B-caroténe. Une corrélation positive entre la teneur de polyphénoles et
I’activité antioxydante des extraits méthanoliques a été observée a travers les études menées par
les différents auteurs.

L’huile essentielle a montrent un pouvoir antiradicalaire DPPH et pouvoir réducteur
(FRAP) plus importants que 1’effet chélateur du fer ferreux. L’activité de I’huile suggere la
contribution d’autres composés chimiques.

A partir de ces résultats, nous pouvons suggérer que Mentha rotundifolia, pourrai
constituée une source naturelle et prometteuse de molécules chimique qui pourraient avoir des
activités biologique trés importantes. Il serait intéressant de compléter ce travaille par :

- Utilisation d’autre méthodes d’extraction avec d’autre solvants organiques et passer au
fonctionnent des différents classes de métabolites.

- Déterminer la composition chimique des différents extraits par les méthodes
chromatographique (HPLC, CCM........ ).

- Approfondir les recherches sur les bienfaits pharmacologiques de 1’espéce de Mentha
rotundifolia.

- Analyse des activités in vitro et in vivo pour évaluer les différentes propriétés :

antioxydant, anti-inflammatoire, antimicrobiennes... etc.
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Annexe 01 : Appareillage.
Clévanger
Vortex
Blance de précision
Evaporateur rotatif
Autoclave
Chauffe ballon
Autoclave
Agitateur magnétique
Annexe 02 :
Ballon, Erlenmeyer
Béchers, Eppendorfs
Papier aluminium, Papier filtre
Etiquettes, Seringue
Tube a essai, Barreau magnitique
Produits chimiques :
Ammoniaque
Solution de Fecls
Formol

Aceétate de sodium

HCL , Magnesium (Mg)
Méthanol et I’eau distillée
Alcool isomylique.

Acide sulfurique

Reactif de drangendorff
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