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RESUME

L’objectif assigné a ce travail consiste a valoriser 1’essence aromatique d’une plante a parfum,
la menthe poivrée (Mentha piperita L.), en aromathérapie anti-infectieuse et/ou comme ingrédient actif
dans le traitement-prévention des pathologies inflammatoires topiques.

La composition chimique de I’huile essentielle (HE), déterminée par Chromatographie Gazeuse-
Spectrométrie de Masse, a révélé la présence de 19 constituants. Le composé majoritaire est un
monoterpene alcoolique (menthol) avec un taux de 51.2%, suivi par son cétone (menthone) avec
20.4% et 1’acétate de menthyle (6.8%).

Les activités antibactérien et antifongique de I’HE a été réalisé in vitro sur différentes souches isolées
cliniqguement. Par la technique de diffusion en milieu gélose, I’'HE est douée d’une activité inhibitrice
remarquable sur la croissance des isolats de Staphylococcus aureus, Proteus penneri et Pantoea sp.
avec des Diamétres de Zones d’Inhibition (DZI) de 37.5, 16 et 14.5 mm, respectivement (10
pl/disque). Concernant les souches fongiques, 1’activité inhibitrice est plus marquée pour les levures
avec des DZI qui varient entre 13 et 85 mm. En outre, une inhibition totale (>85 mm) a été constatée
pour la souche Rhodotorula sp. En microatmosphére, ¢’est Candida tropicalis et C. glabrata qui ont
été fortement inhibées mais uniquement a forte dose avec des DZI qui oscillent entre 63 et 71 mm.

La détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) a révélé que la souche Rhodotorula
sp. est le germe le plus sensible avec une valeur de CMI la plus faible (0.0078%).

Le potentiel anti-inflammatoire topique de I'HE a été exploré in vivo. Par la méthode de
I’inflammation locale induite par le xyléne, le calcul du pourcentage de réduction de I’cedéme a révélé
que le lot traité avec I’HE a présenté un taux élevé (61.68%), statistiquement similaire (p>0.05) au
contrdle positif (Bétasone®). Cette activité a été aussi confirmée, a 1’échelle cellulaire, par une étude
histopathologique. De plus, le lot traité avec la menthe poivrée est celui qui a présenté le nombre de
contractions abdominales le plus faible (19 spasmes), statistiquement non significative (p>0.05) en
comparaison avec le controle positif (Débridat®) avec un nombre égal a 26.2.

En définitive, les résultats obtenus laissent entrevoir de possibles perspectives d’application
pharmaceutique de I’essence de menthe poivrée dans la prévention-traitement des infections fongiques
et/ou des pathologies inflammatoires douloureuses locales.

Mots-clés: Menthe poivrée ; Huile essentielle ; Antifongique Naturel ; Anti-inflammatoire Topique ;
Menthol.



ABSTRACT

The aim of our study was to promote the essential oil of the medicinal and aromatic plant of

peppermint (Mentha piperita L.) as a bioactive compound in the treatment of human infections and/or
in the management-prevention of topical inflammatory diseases.
The chemical composition of the Mentha piperita essential oil (MPEO) was determined by Gas
Chromatography-Mass Spectrometry and revealed the presence of 19 constituents. The major
compound is menthol (alcohol monoterpene) with a rate of 51.2%, followed by menthone (ketone)
with 20.4% and menthyl acetate (6.8%).

The antibacterial and antifungal screening of MPEO was performed in vitro against various micro-
organism strains isolated from clinical samples. By agar diffusion method, MPEO showed a high
inhibitory activity on the growth of different species such as Staphylococcus aureus, Proteus penneri
and Pantoea sp. with Inhibitory Zone Diameters (I1ZD) of 37.5, 16 and 14.5 mm, respectively (10 ul /
disc). Regarding the fungal strains, MPEO demonstrated a powerful inhibitory effect, in particular
against yeasts with 1ZD varying between 13 and 85 mm. In addition, a total inhibition (> 85 mm) was
observed for the Rhodotorula sp. By using vapour phase assay, Candida tropicalis and C. glabrata
were strongly inhibited but only in high doses with 1ZDs ranging from 63 to 71 mm. further, the
determination of Minimal Inhibitory Concentrations (MIC) revealed that Rhodotorula sp. is the most
sensitive strain with the lowest MIC value (0.0078%).

In the other hand, the topical anti-inflammatory potential of MPEO has been assessed in vivo by using
the xylene-induced ear edema method. Our results revealed that the animals treated with MPEO
presented a high (61.68%) degree of edema reduction, which is statistically similar (p>0.05) to the
positive control (Betasone®). This activity has also been confirmed by using a histopathological study.
Further, animal treated orally by MPEO showed the lowest number of abdominal contractions (19
spasms), statistically non significant (p>0.05) in comparison with positive control (Debridat®).

In conclusion, our findings suggest the possible use of MPEO as a bioactive ingredient in the
prevention-treatment of fungal infections and/or local inflammatory pathologies.

Keywords: Peppermint; Essential oil ; Natural antifungal; Topical anti-inflammatory; Menthol.
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Glossaire

Angiospermes Les plantes a fleurs.

Ascomyceéte Des champignons caractérisés par des spores (ascospores) formées a

I'intérieur d'asque
Gamopétales  Une plante ses pétales sont soudés entre eux.
Invasion Pénétrer par force dans I’organisme.

La détersion Nettoyage d’une cicatrisation.

Le rhizome C’est la tige souterraine remplie de réserve alimentaire.

Les basidiom  Sont des champignons caractérisés par des spores formées a

I'extrémité de cellules.

Morbidité Pourcentage des individus malades dans une population dans un

temps donné.

Névralgie Est une affection douloureuse causée par un nerf.
Pyogéne Un micro organisme qui produit du pus.
Spermaphytes Plantes a ovules .

Ubiquitaire Qui peut se développer n’ importe oul.

vasodilatation  Est l'augmentation du calibre des vaisseaux sanguins.

Vivace Résistante, robuste , plante qui vie plus de deux années ,qui se

maintient sans défaillance .
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INTRODUCTION

Depuis ’aube de I’humanité, les plantes permettent a I’homme non seulement de se nourrir, se
vétir, se chauffer, se parfumer... mais aussi de maintenir son équilibre, soulager ses souffrances,
préserver et soigner les maladies qui nuisent a sa sante.

Par ailleurs, les plantes aromatiques et médicinales jouent un réle économique considérable
dans les secteurs des industries de 1’agroalimentaire, de la parfumerie, des cosmétiques,...ct de la
pharmacie (bruneton, J,.1999).

De nos jours, les huiles essentielles suscitent de plus en plus 1’intérét des chimistes,
biologistes,... et médecin en raison de leurs utilisations dans le traitement de certaines maladies
infectieuses pour lesquelles les antibiotiques de synthése deviennent de moins en moins actifs ou
dans la préservation des aliments contre 1’oxydation comme alternatives aux produits chimiques de
synthése (Farnsworth et al., 2007).

Le continent africain est doté d’une grande biodiversité, avec un nombre tres élevé de plantes
utilisées comme herbes, aliments naturels et pour des buts thérapeutiques variés. De nombreuses
substances naturelles différentes ont été identifiées et beaucoup d’entre elle sont utilisées dans la
médecine traditionnelle pour le traitement des maladies (Hubert, 2005).

Le secteur de production des huiles essentielles connait ces derniéres années, un essor rapide.
Cette évolution est due essentiellement a la forte demande mondiale pour les produits naturels, au
nombre croissant d’utilisateurs et enfin a la diversité des domines de valorisation (Bessah, R,.
Benyoussef E,H., 2015)

Ce sujet nous assemblé d’autant plus intéressant que la flore Algérienne est extrémement
riche en plante aromatique.

A cet effet on s’est intéressé a I’une des espéces de la famille des Lamiacées : Mentha piperita
qui est caractérisé par un large spectre de vertus étant un stimulant général, antispasmodique,
antiseptique et Iégerement aphrodisiaque, digestif, bactéricide puissant, parasiticide cholagogue
(facilite I’évacuation de bile vers I’intestin) (Hammami et Abdesselem, 2004).

L’objectif assigné a notre travail consiste a asseoir, in vitro, le pouvoir antifongique de la
fraction aromatique de la menthe poivré en utilisant plusieurs méthodes qualitative
(aromatogramme et microatmosphere) et quantitative (détermination des Concentrations Minimales
Inhibitrices (CMI)). De plus et pour valider les propriétés curatives de cette fraction aromatique,
I’activité anti-inflammatoire a été mener, in vivo, via le teste d’induction d’cedéme des oreilles par
le xyléne. En outre, la composition chimique de I’huile essentielle a été¢ déterminée par la
Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (CG-SM), afin d’établir le
profil chromatographique et le chémotype de 1’essence de cette plante a parfum.
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A : La menthe poivrée

A.1- Description Botanique

A .1.1- Famille des Lamiacées

La famille des Lamiaceae ou Labiae est une famille de plantes herbacées a buissonnantes (rarement
arbustives : Hyptis). Elle contient plus de 252 genres et pres de 6700 espéces qui se répartissent sur
tout le globe, mais principalement du bassin méditerranéen a 1’Asie Centrale. Cette famille est
connue depuis longtemps a cause des propriétés médicinales, aromatiques des plantes qu’elle
renferme. La forme de la fleur et la présence d’huiles essentielles distinguent cette famille
(Pedersen, 2000).

A.1.2- Espece Mentha piperita

Il s'agit d'une plante vivace a rhizome long, rampant, tracant, chevelu. La tige, de 50 a 80
centimeétres, dressée ou ascendante, se divise en rameaux opposés. Ses feuilles mesurent de 4 a 10
cm de long, elles sont ovales, opposées, courtement pétiolées, lancéolées, aigués, dentées, sont d'un
tres beau vert et se teignent de nuances rougeatres au soleil et de rouge cuivré a I'ombre, elles sont
recouvertes de gros poils sécréteurs arrondis dans lesquels s'accumulent les substances volatiles
odorante (Il Edrissi, 1982 ; Benayad, 2008). Les fleurs, violacées, forment des épis trés courts,
ovoides, a I'extrémité des rameaux. Le fruit, divisé en quatre parties, est entouré d'un calice
persistant. Son odeur est puissante, sa saveur piquante et rafraichissante (Benayad, 2008).

A .2-Origine et distribution de la Plante

La menthe poivrée est originaire de I'Inde. Elle est cultivée en Europe centrale et du Sud, Amérique
du Nord et du Sud, Asie, Afrique du Nord, presque dans le monde entier. Elle se trouve a I'état
sauvage dans toute I'Australie, I'Amérique du Nord et en Europe (Charles, 2013).

A .3-Classification botanique
La systématique de la plante est donnée dans le Tableau 1.
Tableau 1: Classification botanique de Mentha piperita (Kouame et al., 2016)..

Embranchment Spermaphytes

Sous embranchment Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Gamopetales

Ordre Sympétales

Famille Lamiacées (labiacées)
Genre Mentha

Espéce Mentha piperita




Labial

®7 I'ovaire

La fleur

Le style

Le calice

Figure 1 : la morphologie de la menthe poivrée (Eberhard, 2005).

A .4-Utilisation thérapeutique et traditionnelles

a- Trouble digestive
La menthe poivrée est excellente pour le systéeme digestif, elle stimule la sécrétion des sucs digestifs
et de la bile, et décontracte les muscles intestinaux. Elle atténue nausées, ballonnements et colites
.son action antispasmodique sur le colon est éfficace en cas de diarrhée, comme en cas de
constipation (Youcef ,1990 ; Iserin, 2001).

b- Douleur
Elle est utilise pour soulager les maux de téte, traite les parasites de la peau (démangeaisons
cutanées). Elle traite I'inflammation des voies respiratoires et de la muqueuse buccale, soulage les
symptomes, du rhume et de la toux, les douleurs rhumatismales musculaires, et névralgiques
(Hammami et Abdesselem, 2005).

C- Infection

L'utilisation de I'huile essentielle diluée en inhalation ou message Iégers sur la poitrine, en cas
d'identifications bronchique .la plante entiére est éfficace en cas de gastro-entérites (Iserin ,2001).
La menthe poivrée ne doit pas étre administrée aux jeunes enfants, en usage medicinal. Elle est
excitante et a la longue irritante (Baba aissa ,1999).

A.5 - Composition chimique




La realisation des extraits avec différentes parties de la menthe poivrée ont montré la diversité et la
richesse en plusieurs constituants tel que : flavonoides (lutéolme, menthoside), tocophérols,
azulenes, l'acide rosmarinique, des terpénes, des caroténoides, des tanins et huile essentielle (Iserin,
2001 ; Charles, 2013).

Les huiles essentielles représentent de 1 a 3 % de la masse de la matiere séche de la partie aérienne
de la plante, Leurs principaux constituants sont le menthol (29-50%), le menthone (16-25%), de
I'acétate de menthyle (pas plus de 5%), I’isomenthone (de 10 a 15%), menthofurane, et pipéritone.
Elle contient également de 1 & 5% limonene, de 3,5-14% de 1.8 cinéole (Bruneton, 1999 ; Charles,
2013).

A.6-Effets antimicrobiens

L'huile essentielle de la menthe poivrée a été testée pour ses propriétés antimicrobiennes sur 21
micro-organismes pathogénes pour I'Homme, elle s'est avérée une fortement inhibitrice face aux
micro-organismes pathogénes pour les plantes, tandis que les agents pathogénes humains ont été
que moderément inhibés. Le menthol, le principal constituant de I'huile essentielle de menthe
poivrée, a été jugé responsable de la propriété antimicrobienne des huiles (Iscan et al., 2002).

Selon Mimica-Dukic, (2003) et ses collaborateurs, I'huile essentielle de menthe poivrée expose une
trés forte activité antibactérienne en particulier contre les souches d’ E.coli. Elle a également montré
une activité fongistatique et fongicide avec des valeurs de concentration minimale significative, qui
étaient considérablement plus faibles que celles de la bifonazole fongicide du commerce.

En outre, Yadegarinia et al., (2006) ont trouvé que I'huile essentielle de menthe poivrée a possédé
d'excellentes activités antimicrobiennes contre E. coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans
avec des diamétres des inhibitions de 31,11 11,67 et 90 mm respectivement.

L’activité antibactérienne de 15 échantillons des huiles essentielles des plantes d’origine Slovaque
dont Mentha piperita L. ont été testés par la méthode de diffusion sur milieu gélosé contre les
genres de Clostridium (Clostridium butyricum, Clostridium hystoliticum, Clostridium intestinale,
Clostridium perfringens et Clostridium ramosum). Les résultats ont montré que M.perprita posséde
un pouvoir modéré contre les souches testées. La plus sensible du cette HE est Clostridium
butyricum (Kacaniova et al., 2014).




B : Inflammation

B.1 Définitions de la réponse inflammatoire

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des stimuli nocifs telle
qu’une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une régulation fine, généralement
bénéfique, elle conduit a 1’élimination d’éventuels pathogeénes et au retour a I’homéostasie du tissu
Iésé (Nathan, 2002 ; Barton, 2008). La fonction principale de I’inflammation et d’éliminer 1’agent
agresseur et de permettre la réparation des tissus. L’inflammation de courte durée dite inflammation
aigué est un phénomeéne bénéfique pour I’organisme qui lui permet de retrouver son intégrité
physiologique. Alors que 1’aspect négatif de I’inflammation intervient quand cette dernicre se
pérennise et devient une inflammation chronique (Weill et al., 2003).

B.2 Inflammation aigue

Elle comporte trois phases et est illustrée dans la figure 1.2

B.2.1- Phase vasculo-excudative

Cette phase est déclenchée par 1’activation des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins, suivie
d’une vasodilatation des vaisseaux, entrainant une augmentation de I’apport sanguin. Survient
ensuite un cedéme inflammatoire permettant 1’apport des moyens de défenses jusqu’a la Iésion et
I’initiation du foyer inflammatoire. La phase de la réaction vasculo-exsudative se cléture par la
diapédese des leucocytes de la circulation sanguine jusqu’au foyer de I’inflammation (Hotamisligil,
2006).

B.2.2. Phase cellulaire

Les phénomenes vasculo-exsudatifs initiaux permettent l'arrivée dans le foyer inflammatoire des
leucocytes. Les premiers sur place (environ 6 heures) sont les polynucléaires. Le plus souvent, les
polynucléaires sont progressivement remplacés sur le site inflammatoire par les cellules monocytes.
Parmi celles-ci, les macrophages ont pour fonction d'assurer la détersion grace a leur capacité de
phagocytose. Il s'y associe des lymphocytes et des plasmocytes qui participent a la réponse
immunitaire spécifique de lI'antigéne (Nathan, 2002).

L’afflux des cellules, fait que celles-ci vont d’abord se marginaliser sur le site de 1’agression
environ 30 minutes. C’est & ce moment qu’on pourra constater « in situ » la présence de
polynucléaires neutrophiles, lesquelles sont plaqués le long des cellules endothéliales de 1’endroit
concerné. Ces cellules vont traverser la paroi, grace a de nombreux facteurs attractants comme
I’IL8 (cytokines), et LTB4 (role chimiotactique pour les leucocytes sur le site inflammatoire). Ces
cellules vont en effet ingérer les éléments 1ésés. Cette fonction n’est pas simple. Elle repose sur la
dégranulation des composants internes de la cellule. Ceci conduit a la sécrétion des protéases et la
libération des radicaux libres. Les neutrophiles vont contribuer a 1’éradication des corps étrangers
(s’il y a lieu) ou des tissus 1ésés (en cas de traumatisme par exemple). Dans ce type de situation, la




réaction va s’arréter mais ceci n’est pas toujours le cas et les macrophages dont le pouvoir
phagocytaire est important, vont intervenir (Charles et al., 2010).

B.2.3. Phase de résolution

La phase de résolution, dite de réparation, dépend du degré des Iésions tissulaires. En effet, dans les
conditions les plus favorables, les agents agresseurs sont eliminés par les polynucléaires
neutrophiles, et les produits de dégradation ainsi que les débris cellulaire sont phagocytés par les
macrophages. Les macrophages vont alors sécréter des cytokines et des médiateurs qui vont induire
la phase de cicatrisation et de régénération tissulaire (Weill et Batteux, 2003).
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Figure 2 : Processus de migration des neutrophiles a travers les vaisseaux sanguins
(in Lambrecht et Hammad, 2010).

B.3. Inflammation chronique

Morphologiquement, [l'inflammation chronique est définie par la présence de lymphocytes,
macrophages, et plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas, la réponse inflammatoire
chronique peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou années). Elle est considéree
comme étre causé par l’engagement persistant des réponses de I'immunité innée et acquise.
L’inflammation chronique est initialement déclenchée par des réponses vasculaires qui impliquent
I'apparition de molécules d'adhésion sur la surface des cellules endothéliales qui vont
spécifiqguement entrainer l'adhésion des lymphocytes et des monocytes, et permettent leur
transmigration dans le compartiment extravasculaire ;Tout comme dans la réponse inflammatoire
aigué, les lymphocytes et les monocytes, subissent un processus d'activation qui favorisent




I'adhérence et la transmigration de ces cellules dans le compartiment extravasculaire (Charles et al.,
2010).

B.4. Thérapeutiques de I’inflammation
La thérapie anti-inflammatoire est destinée a controler I’excés de réaction spécifique des tissus et a

¢éviter la transformation de la phase aigué de I’inflammation en phase chronique (Muster, 2005).

B.4.1 Anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS)

Les AINS sont les produits les plus fréeqguemment utilisés pour traiter I’inflammation. Ils sont définis
comme étant la classe de médicaments qui posséde les mémes propriétés pharmacologiques (anti-
inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques) de 1’acide acétylsalicylique (Aspirine). Le
traitement par les AINS provoque I’inhibition de la voie du COX (Une cyclo-oxygénase,
enzyme permet la formation des prostaglandines a partir de l'acide arachidonique) ; et par
conséquent la réduction de la production des prostaglandines et la diminution de la perméabilité
vasculaire (Lullman et al., 2001).

B.4.2 Anti-inflammatoire stéroidiens (AlS)

Les AIS constituent une vaste famille de médicaments dérivés de cortisol, principal les
glucocorticoides. Ils sont capables d’inhiber toutes les phases de la réaction inflammatoire, qui
résulte de leur capacité d’action sur la majeure partie des cellules impliqués dans la réaction
inflammatoire et sur la synthése de nombreux médiateurs de I’inflammation (Russo-Marie et al.,
1998).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prostaglandine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_arachidonique

C: Infections microbiennes

C.1. Définition de I’infection
L'infection est un phénoméne microbien caractérisé par une réponse inflammatoire liée a la
présence ou a l'invasion des tissus normalement stériles par des microorganismes (Ben chabaane,
2003).
Pour qu’un agent pathogéne puisse induire une maladie infectieuse il faut qu'il soit capable de:
v’ Se transmettre de l'origine vers I'hote.
S'adhérer et de coloniser I'note.
Se multiplier et se développer dans I'note.
Echapper aux mécanismes de défense de I'héte.
Avoir des capacités de nuire a I'hdte (Prescottm et al., 2003).

AN N NN

C.2. Infections fongiques

C.2.1 Définition des champignons

Les champignons sont des organismes pluricellulaires se nourrissants de matiére organique trouvée
a proximité d’eux. On distingue, selon leur morphologie, les champignons inférieurs (levures,
moisissures...) et les champignons supérieurs (Chaumeton, 1985).

C.2.2 Champignons opportunistes et émergents en mycologie médicale

On définit le champignon opportuniste comme un micromycete qui profite d’un état de faiblesse,
de vulnérabilité temporaire ou prolongée de I’hdte, pour s’implanter et exprimer son pouvoir
pathogene, c'est-a-dire une agression vis-a-vis de 1’organisme hdte. A noter que 1’état
d’immunodépression n’est pas une condition absolue (Chabasse et Bouchara, 1997).

C.2.3. Infections a levures

Les levures correspondent a un stade unicellulaire de champignons ascomycetes ou basidiomycetes
avec un thalle unicellulaire qui donne naissance a une cellule fille par bourgeonnement a partir
d’une cellule mere (le blastopore). L’examen direct des colonies montre un aspect le plus souvent
crémeux, et de coloration caractéristique de chaque espece (Blot., 2003).

C.2.3.1. Candida

Les Candida sont des micro-organismes commensaux, endogenes ou exogenes, diversement
adaptés au parasitisme et dont le pouvoir pathogéne ne s’exprime qu’en présence de facteurs
favorisants. Les candidoses sont donc dans leur grande majorité des infections opportunistes.
(Koenig, 2001).

v Candida albicans

Candida albicans est 1’espéce la plus fréquemment incriminée en pathologie humaine. C’est une
levure ovoide a bourgeonnement multilatéral. Cette levure vit a 1’état saprophyte dans le tube
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digestif de I’homme, des mammiferes et des oiseaux. Elle devient pathogeéne sous I’influence de
divers facteurs. Elle est responsable de 50 % de mycoses profondes. Sa dissémination est
généralement d’origine endogene et se fait a partir du tube digestif. (Koenig, 2001).

v Candida tropicalis
Candida tropicalis est retrouvé dans les voies digestives et urinaires. On peut également la trouver
dans le milieu extérieur : le sol, I’eau, les céréales. Levure ovoide ou globuleuse de taille variable,
mesurant (4,5-7) x (6-10) um. (Odile, 2001).

v/ Candida glabrata
C’est une levure saprophyte de la flore normale de I’Homme. Malgré qu’elle soit incapable de
produire des formes filamenteuses, elle est considérée comme agent opportuniste responsable de

candidémies, d’infections de 1’appareil urinaire et de candidoses profondes (Vandeputte et al.,
2008 ; Ahmed et al., 2014).

C.2.3.2 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, communément appelée « levure de biere » est largement utilisée dans
I’industrie agro-alimentaire, La contamination s’était faite lors de 1’ouverture des sachets contenant
la préparation de Saccharomyces cerevisiae. Les levures disséminant directement ou par
I’intermédiaire des mains du personnel soignant (Koenig, 2001).

C.2.3.3 Rhodotorula

Les levures du genre Rhodotorula sont ubiquitaires dans la nature. Leur caractéristique est la
production d’un pigment orangé sur milieu de Sabouraud. Chez I’Homme, elles sont commensales
de la peau, des ongles, du tube digestif et des muqueuses génitales. Elles se présentent sous forme
de levures ovoides ou allongées (Braun et Kauffman, 1992).

C.2.4 Infections a Aspergillus

Les Aspergillus sont des champignons cosmopolites, trés répandus dans le milieu extérieur. Ce sont
des champignons ubiquistes : on les trouve en milieu rural (silos a grains, foin, paille tassée et
humide, céréales ou fruits moisis, matiéres organiques en décomposition), ainsi qu’en milieu
urbain; Une vingtaine d’espéces est impliquée dans des pathologies animales et humaines
(Blot ;2003).

L’aspergillose invasive est une infection fongique la plus fréquente en hémato-oncologie, et une
cause de mortalité et de morbidité importante chez les patients en hémato-oncologie pediatrique
(Blot ; 2003).

C.3. Infections bactériennes

C.3.1 Définition des bactéries.
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Les bactéries sont des micro-organismes remarquablement adaptables, a l'origine de maladies
graves ou simples. Les bactéries ont un important potentiel d'adaptation génétique. Elles
contiennent souvent de I'ADN plasmidique, capable de transférer du matériel génetique au sein de
I'espece ou vers des especes différentes. Cette adaptabilité génétique peut accroitre a la fois leur
pouvoir pathogéne et leur résistance aux antibiotiques (Tony et Paul, 1999).

Sur les infections bactériennes en général, il faut savoir que :

* Il ya deux catégories distinctes de maladies : I’infection (ou invasion) : Une maladie infectieuse
résulte partiellement de la multiplication bactérienne qui provoque souvent des altérations
tissulaires. Et I’intoxication : Résulte de ’entrée d’une toxine spécifique dans le corps de I’hote. La
toxine peut étre une exotoxine ou une endotoxine.

 Le pouvoir pathogene conditionne le type de maladie et va dépendre de l'espéce bactérienne
responsable de I'infection.

« La virulence est une notion quantitative alors que le pouvoir pathogéne est une notion qualitative.
Ainsi pour un méme pouvoir pathogéne, on peut avoir des souches plus ou moins virulentes.

« Un agent pathogene primaire est un agent causant une maladie chez un héte sain par interaction
directe. Au contraire un agent opportuniste est un organisme soit normalement libre, soit faisant
partie de la microflore normale de 1I’hote mais qui peut devenir pathogéne dans certaines
circonstances.

 Le terme virulence fait référence a I’intensité du pouvoir pathogéne qui est déterminé par 3
caractéristiques : les pouvoirs invasifs, infectieux et toxinogenes. Le pouvoir invasif est la capacité
de I’organisme a se répandre dans les tissus adjacents. Le pouvoir infectieux est la capacité qu’a
I’organisme d’établir un foyer d’infection. Le pouvoir toxinogene est la capacité du germe a
produire des toxines.

* La maladie peut résulter parfois des réactions immunitaires exagérées de 1’hote vis-a-vis un agent
pathogéne et non a cause des toxines (Prescott, 2003).

C.3.2 Etapes de I’infection bactérienne

Dans une maladie bactérienne, les étapes obligatoires d’une infection sont :

1- Le maintien d’un réservoir (Un endroit de vie avant et apres 1’infection).

2- La transmission de la bactérie a I’hote convenable.

3- La fixation a et /ou la colonisation de I’héte.

4- La multiplication dans ou sur I’hdte.

5- La résistance aux mécanismes de défense de 1I’hote

6- L’interférence avec les activités physiologiques de 1’hote pour les altérer et provoquer par la suite
la maladie.

7- quitter I’hote et retourner au réservoir pour atteindre un nouvel hote.

Les 5 premiers facteurs influencent les pouvoirs infectieux et invasif. Le pouvoir toxinogéne joue
un role majeur dans le sixiéme facteur (Prescott, 2003).
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C.3.3 Bactéries a Gram positifs

v’ Staphylocoques
Les bactéries du genre Staphylococcus sont des photogénes humains anciens, fréquents, polyvalents
et importants, ont été decrits par Robert Koch en 1878 et cultivés par Louis Pasteur en 1880 (John,
2002).
Ce sont des cocci a Gram positif, généralement groupés en amas ayant la forme de grappes de
raisin, immobiles, non sporulés.
Staphylococcus aureus, qui produit 1’enzyme coagulasse et dont les colonies sont généralement
jaunes dorées, est le principal agent pathogene humain.
C’est un pyogene qui possede 4 caractéristiques spécifiques :

e Diversité.

e Persistance.

e Résistance (Osman, 2011).

C.3.4 Bactéries @ Gram négatifs

v' Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosa (ou bacille pyocyanique) est une bactérie a Gram négatif, aérobie stricte, dépourvue
de capsule. L’espéce P. aeruginosa est ubiquitaire dans I’environnement et peut étre commensale
du tube digestif. Dans I’environnement, elle est trouvée dans le sol, dans 1’eau, a la surface des
plantes et des animaux. En milieu hospitalier, P. aeruginosa est parfois retrouvée dans les solutions
aseptiques et sur les instruments tels que les cathéters, les sondes, ou encore dans les canalisations,
les lavabos (Wolfgang et al., 2003).

v Proteus
Les Proteus sp. sont des bacilles a Gram négatif, généralement trés mobiles, polymorphes, mesurant
de 0,4 4 0,8 um de diametre sur 1,0 pm a 80 um de longueur. Les especes du genre Proteus sont
largement répandues dans la nature et elles sont isolées du sol, de 1’eau, de I’intestin de I’homme et
de nombreuses especes animales (Lamnaouer, 2002).

v' Pantoea sp

Le genre Pantoea est un groupe diversifié de pigments jaunes, en forme de baguette Bactéries a
Gram négatif dans les Enterobacteriaceae, les souches Pantoea ont été souvent isolé de nombreux
environnements aquatiques et terrestres, ainsi qu'en association avec des insectes, des animaux et
des humains (Muraschi et al., 1965).

Certains isolats de Pantoea produisent des antimicrobiens et ont été développé en produits
commerciaux de biocontrole pour aider a controler la bralure des pommiers et des poiriers
(Johnson et al., 1993 ; Johnson et al., 2000) tandis que d'autres ont un potentiel de biorestauration,
avec la capacité de dégrader les herbicides (Pileggi et al., 2012).

12



Chapitre 11

Etude

Expérimentale
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Chapitre II

MATERIEL et METHODES

L’objectif de notre étude était de tester, in vitro, le pouvoir antibactérien et antifongique de
I’HE de la menthe poivrée (Mentha piperita) sur plusieurs souches isolées cliniqguement, a travers
I’application de plusieurs méthodes microbiologiques (aromatogramme, microatmosphére et
dilution en milieu gélose). Par la suite, les activités anti-inflammatoire et antalgique ont été
explorées in vivo avec une confirmation histo-pathologique. En outre, la composition chimique de
I’essence de la plante a été déterminée par Chromatographie Gazeuse-Spectrométrie de Masse (CG-
SM).

L’étude expérimentale de notre travail a duré 4 mois, (Février-Mai 2018). Nous avons effectué les
différentes analyses dans les structures ci-apres :
- Laboratoire de Mycologie de I’Institue Pasteur d’Algérie, Dély-Brahim (Alger).
- Laboratoire d’Hygiéne et Contrdle de Qualité relevant de I’Etablissement de Proximité de la
Santé Publique (EPSP) de Blida.
- Laboratoire de Pharmaco-Toxicologie du Centre de Recherche et de Développement (CRD)
de Saidal, Gué de Constantine, Alger.
- Laboratoire d’Anatomie-Pathologique de I’Etablissement Publique Hospitalier (EPH),
Tipaza.

11.1. Matériel

11.1.1. Huile essentielle de menthe poivrée

Nous avons acheté I’huile essentielle de menthe poivrée de la société « Ziphee-Bio » spécialisée
dans la distillation des huiles et production des engrais biologiques et de pulpes d’agrumes (Bouira).
L’essence aromatique a été conservée dans des flacons stériles teintés a 4°C et a 1’abri de 1’air et de
la lumiére, pendant toute la durée de notre travail et ceci dans le but de réduire au maximum
d’éventuelles altérations d’oxydation.

11.1.2. Animaux de laboratoire

En ce qui concerne I’évaluation des propriétés anti-inflammatoire et antalgique in vivo, nous avons
utilisé un total de 35 Souris (NMRI) de sexe male et femelle avec un poids qui varie entre 20-25 g.
Tous ces animaux de laboratoire ont été stabulés dans des cages en plastique, a une température
ambiante, un taux d’humidité et photopériode avec un régime alimentaire de granulés d’origine
ONAB, de I’eau de maniére ad-libitum. L’expérimentation a porté sur des souris saines et adultes et

misent a jeun 18 heures avant les expériences.
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11.1.3. Souches bactériennes et fongiques

Les activités antibactérienne et antifongique ont été évaluées sur 6 souches bactériennes isolées
cliniqguement (Tableau 2) ainsi que sur plusieurs isolats fongiques (2 champignons filamenteux et 5
souches de levures) (Tableau 3).

Tableau 2. Souches bactériennes utilisées dans le screening antibactérien in vitro.

Souches bactériennes Origine Famille

Bactéries a Gram -
Pseudomonas aeruginosa  Prélevement purulent (UPD)  Pseudomonadaceae

Pantoea sp. Prélevement purulent (UPD)  Enterobacteriaceae
Proteus penneri Prélevement purulent (UPD)  Enterobacteriaceae
Bactéries a Gram +

Staphylococcus aureus Prélévement purulent (UPD) Micrococcaceae
Staphylococcus aureus ECBU Micrococcaceae
Staphylococcus aureus Alimentaire (Lait de chévre) Micrococcaceae

ECBU: Examen Cytobactériologique des urines ; UPD : Ulceére du pied diabétique

Tableau 3. Souches fongique utilisées dans le screening antifongique in vitro.

Souches Fongiques Origine Famille
Levures

Candida albicans Prélévement vaginal Saccharomycetaceae
Candida glabrata Prélévement vaginal Saccharomycetaceae
Candida tropicalis Prélévement vaginal Saccharomycetaceae
Saccharomyces cerevisiae Ongles Saccharomycetaceae
Rhodotorula sp. Onyxis Sporidiobolaceae
Moisissures

Aspergillus niger Ambiance Trichocomaceae
Aspergillus flavus Prélévement auriculaire Trichocomaceae

Toutes les souches bactériennes ont été isolées et identifiées au niveau du Laboratoire d’Hygiéne de
Blida. Pour les champignons, lls proviennent de la Mycothéque de I’Institut Pasteur d’Alger.

11.1.4. Milieux de cultures

Au cours de notre étude microbiologique, nous avons utilisé des milieux de culture solides, en
I’occurrence la Gélose Nutritive (GN) ou Muller-Hinton (MH) pour les bactéries et la gélose
Sabouraud-Chloramphénicol (SAB) pour les champignons. Tous ces milieux de culture proviennent
de la société lIdéal-Labo (Beni Mered, Blida). Concernant les souches fongiques, nous avons utilisés
une solution antiseptique d’Hexomédine a 0.1% (Isopharm, Algérie) comme contrble positif en
raison de non disponibilité des disques antifongiques.

Le solvant DMSO a éte utilisé pour la dilution de I’'HE dans un milieu gélosé afin de déterminer la
CML. Ce solvant est pur chimiquement et provient de 1’Institue Pasteur d’ Alger.

11.2 Méthodes
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11.2.1. Analyse chromatographique d’HE

La détermination de la composition chimique de I’HE de menthe poivrée a été faite par
Chromatographe en Phase Gazeuse couplée a une Spectrométrie de Masse (CG-SM). Les
caractéristiques de la CPG utilisée sont les suivantes: Shimadzu, série GC-17A (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japon) a régulation électronique de pression, équipé d'une colonne capillaire
5-DB (Tracsil Meta.X5, 95% diméthyl-polysiloxane et 5% diphenyl-polysiloxane, Teknokroma
Coop. C. Ltd. (Barcelone, Espagne).

En plus le spectrometre de masse utilisé est de série Shimadzu QP-5050A. La fragmentation est
effectuée par impact électronique sous un champ de 70eV. La colonne utilisée est une colonne
capillaire DB-5 (30 m x 0.25 mm), I'épaisseur du film est de 0.25 um. La température de la colonne
est programmeée de 45 a 240 °C a raison de 2 °C/min. Le gaz vecteur est I'nélium dont le débit est
fixé a 1.2 mL/min. Le mode d'injection est split (rapport de fuite : 1/200). L'appareil est piloté par
un systeme informatique de type « GCMS Postrun Analysis », gérant le fonctionnement de
I'appareil et permettant de suivre I'évolution des analyses chromatographiques.

L'identification des composés terpéniques se fait sur la base de la comparaison de leurs spectres de
masse avec ceux des bibliothéques informatisées et de la bibliographie (Adams, 2007) et sur la base
de calcul des Indices de Kovats (IK) (Indice de Rétention : IR). Les IK sont calculés avec le logiciel
« GCMS Postrun Analysis ».

11.2.2. Evaluation du pouvoir antibactérien et antifongique d’HE

11.2.2.1. Aromatogrammes

Dans cette méthode (Figure 11.1), nous avons utilisé des disques de 9 mm de diametre (Antibiotica-
Testblattchen, Dassel, Allemagne) imprégnés d’une quantité d’HE (10, 20 et 30 pL). Le disque sera
déposé au centre d’une boite contenant un milieu gélosé préalablement ensemencé. L’évaluation du
pouvoir antibactérien et antifongique est identique a celui de I'antibiogramme.

Plusieurs volumes en HE ont été utilisés dans le but d’apprécier 1’action "dose-dépendante” de
I’essence sur la croissance des germes microbiens. La boite Pétri est fermée par la suite, puis
incubée dans 1’étuve a température adéquate (37°C pendant 24h pour les bacteries et 30°C pendant
3 ou 5 jours respectivement pour les levures et les moisissures,).

L’huile aromatique de la menthe poivrée diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y
détermine un gradient de concentration. Les bactéries et les champignons croissent sur toute la
surface gélosée sauf la ou elles rencontrent une concentration d'essence suffisante qui inhibe leur
croissance.

A la sortie de 1’étuve, 1’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide
autour du disque et dont le diamétre de la zone d’inhibition (DZI) est mesuré et exprimé en
millimétres (mm).

Pour chaque souche fongique, des contréles positifs (solution antiseptique d’Héxomédine) ont été
réalisés en appliquant, dans les mémes conditions citées précédemment, des disques imbibés de
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solution qui vont servir de référence pour pouvoir comparer leur pouvoir antifongique avec notre
échantillon de I’'HE.

\ [ & “) / &
I) \\ -~ ) \ 7N
: \ ( 3y ’,‘ N o/ ’/

Medium with agar

f;_/) Test sample ("-_: Control solution Zones of growth inhibition

A) Ensemencement de la souche microbienne sur milieu gélosé ; B) Dépbt des disques imprégnés
par I’huile essentielle ; C) Lecture des zones d’inhibition apres incubation a température adéquate.
Figure 3. Différentes étapes de I’aromatogramme (images.google.com en 21.05.2018).

11.2.2.2. Microatmosphére

Cette méthode (diffusion en phase vapeur) a été utilisée dans le but d’apprécier les propriétés
inhibitrices de la phase volatile de I’huile aromatique (Tyagi et al., 2011).

La différence entre cette technique et la méthode de diffusion en milieu gélosé (aromatogramme)
réside I’emplacement du disque imprégné en huile essentielle (Figure 11.2). Cette méthode permet
de mettre en évidence la diffusion des composants volatils des HE a I’intérieur d’une boite de Pétri.
Le disque imprégné en HE sera déposé sur couvercle de la boite de Pétri et donc il n’est donc plus
en contact avec le milieu gélosé. Aussi, nous avons appliqué 3 quantités croissantes d’HE aux
disques. En premier lieu, 10 pL d’huile a été déposée sur un disque de papier filtre de 2 cm de
diamétre. Dans le 2°™ essai, aussi un disque de 2 cm mais a été imprégné par 20 pL d’HE alors que
pour le 3°™ un disque de 3,5 cm a été chargé par 30 pL d’HE.

La boite est fermée avec le couvercle en bas et mise a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures pour les
bactéries et a 30°C pendant 72h et 5 jours respectivement pour les levures et les moisissures,.

Par la suite, I’évaporation des substances volatiles qui, en contact avec les bactéries et champignons
ensemencées sur le milieu de culture gélose, va inhiber leur croissance. A la sortie de 1’étuve,
I’absence de la croissance microbienne se traduit par une zone translucide sur la gélose de contour
plus ou moins nette, a tendance circulaire.
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Figure 4. lllustration de la méthode de microatmosphere (images.google.com 21.05.2018 ).

11.2.2.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice

La technique de dilution en milieu solide est recommandée par le National Committee for Clinical
Laboratory Standards (Tyadi et al., 2011) pour évaluer la sensibilité des micro-organismes aux
agents antimicrobiens. Elle consiste a ensemencer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en HE dispersée de facon homogeéne et stable dans le milieu de culture.
Aprés incubation, 1’observation de la gamme permet d’accéder a la CMI, qui correspond a la plus

faible concentration en HE capable d’inhiber la croissance fongique (Figure 11.3).

Cette technique, trés fiable et reproductible pour les agents antimicrobiens hydrosolubles, pose un
probléme de diffusion et d’homogénéité de dispersion avec les HE qui ont une trés faible solubilité
dans les milieux de culture aqueux. Ce probleme a été résolu en partie par 1’utilisation d’un agent
dispersant et solubilisant inerte, en 1’occurrence le DMSO.

La dilution en gélose implique I’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu gélosé a des
concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 2, suivie de 1’ensemencement d’un
inoculum bactérien défini a la surface de la gelose de la boite.

Une série de dilution de I’HE est préparée avec un intervalle de concentrations qui varie entre 1% a
0,0078% pour les levures. L’ensemencement de chaque milieu sera fait par touche a 1’aide d’un
écouvillon stérile. Les boites Pétri seront incubées a 25°C pendant 72h pour les levures.

La lecture des résultats se fait visuellement en observant s’il y a I’apparition d’une éventuelle
colonie microbienne. La CMI se définie comme étant la plus petite concentration du produit pour

laquelle aucune croissance n'est visible a 1'ceil nue. Le résultat sera exprimé en % (v/v).
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Souches bactériennes

Détermination des CMI en milizu solide

Témain 0.5 1 2
Concentrations croissantes d'antibiotigque

CMI Souche 1 et 4 est = 2pg/ml, Souche 2 est de 2pg/ml, Souche 3 est de 1 pg/mi

Figure 5. Illustration de la méthode de détermination des concentrations minimales inhibitrice par
dilution en milieu gélosé (images.google.com).

11.2.3. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire topique in vivo

11.2.3.1. Principe

Le pouvoir anti-inflammatoire locale de I’HE de menthe poivrée a été évalué in vivo sur des souris
de souche NMRI. L’cedéme a été provoqué au niveau de I’oreille droite de chaque souris, par
application d’une solution de xyléne a 10% comme agent irritant. L’oreille gauche servait de témoin
négatif. La méthodologie suivie est celle décrite par Hosseinzadeh et Younesi (2002).

11.2.3.2. Déroulement de I’essai

Nous avons constitué 4 lots contenant chacun 5 souris. Les différents traitements ont été administrés
aux souris par voie locale (application cutanée au niveau de I’oreille droite). Ces lots sont répartis
de la facon suivante :

- Lot Contréle + recevra une quantité d’une pommade dermique anti-inflammatoire stéroidienne
de Betasone® 0.05% (Betamethasone, Saidal, Médéa, Algérie) ;

- Lot du Contréle + recevra une quantité d’un gel dermique anti-inflammatoire non stéroidien
Voltaréne Emulgel® 1% (Diclofénac de diéthylamine, Novartis, France) ;

- Lot Essai recevra une application de I’HE qui est diluée a dans 1’huile d’amande douce (10%) ;

- Lot du Contrdle - recevra une quantité de 20 mg d’huile d’amande douce.

Ces différents traitements ont été administrés par voie topique aux souris. Apres 30 minutes,
I’inflammation sera provoquée par application locale du xyléne a 10% (solution irritante) sur
I’oreille droite de toutes les souris. Les oreilles gauches serviront de témoin. Aprés 1’écoulement
d’une période estimé a 4 heures, tous les animaux ont été sacrifiés par une forte dose de 1’éther et
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des piéces circulaires, de 5 mm de diamétre, ont été coupées et retirées des oreilles traitées (droites)
et non traitées (gauches). Ces piéces ont été pesees et conservées immédiatement dans du formol a
10% pour I’étude histopathologique.

L'activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage de réduction de l'cedéme chez les
souris traitées par rapport au contréle négatif, selon la formule suivante :

% de réduction de I'oedéme
B (AT =) — AE

a5 l x 100

AT — : Différence entre les moyennes du poids des oreilles (D-G) pour le lot Contrdle — (huile
d’amande douce) ;
AE : Différence entre les moyenne du poids des oreilles (D-G) pour le lot essai (HE ou Contrdles

+).

11..2.3.3 Etude statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne du Poids de 1’Oreille Droite (POD) + Ecart-Moyen. La
signification statistique a été déterminée au moyen du test d'analyse de variance a sens unique
(ANOVA) suivi par le test post-hoc de Fisher LSD pour comparaison par pairs. Une P<0.05 a éte
considérée comme différence significative. L’étude statistique a été réalisée a I’aide du logiciel
XLStat 2014 (Addinsoft, Paris, France).

11.2.3.4. Etude anatomopathologique au niveau des oreilles

Afin de confirmer I’activité anti-inflammatoire topique de menthe poivrée a 1’échelle cellulaire, des
coupes histopathologiques ont été réalisées sur des piéces circulaires des oreilles droites et gauches
coupées precédemment. La coloration effectuée était celle de Hématoxyline-Eosine (H-E) selon la
procédure de Martoja et Martoja-Pierson (1967). Le protocole est détaillé en Annexe 1.

Les coupes sont réalisées avec un microtome (Leica RM 212SRTS) permettant d’obtenir des
sections de (0.4 um). L’observation a été accomplie par microscopie photonique aux grossissements
x4, x10 et x40.

11.2.4 Evaluation du pouvoir analgésique periphérique

11.2.4.1 Principe

Le test de torsion a été utilisé¢ dans le but de confirmer le pouvoir analgésique périphérique de I’'HE
de menthe poivrée et a travers son efficacité dans la réduction des contractions abdominales chez
les souris (Soro et al., 2009). Ce test consiste a réduire, par des substances antalgiques, la douleur
provoquée chez les souris par I’injection d’une substance irritante capable d’entrainer des
mouvements de torsion.

Mode opératoire :
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La méthodologie adoptée consiste a répartir les animaux de laboratoire d’une fagon aléatoire en 3

lots de cing souris chacun a savoir :

- Un lot Contrdle - qui recevra par voir orale de I'eau physiologique (NaCl, 0.9%) a raison de 0.5
mL;

- Un lot Controle +, recevra par la méme voie une quantité de 57.5 mg/kg d’une solution d’un
médicament antispasmodique: Debridat ® (Trémebutine; comprimé pelliculé, Pfizer, France).

- Un lot Essai ou les souris regoivent une quantité de 0.5 ml d’HE (dilution a 0,1%).

Aprés un temps de 30 minutes de I’administration des différents traitements cités précédemment,
une injection par voie intra-péritonéale de 0.2 ml d'une solution a 3% d'acide acétique a été réalisée
pour chaque souris ce qui est a ’origine de spasmes abdominaux. La douleur se caractérise par des
mouvements de torsion de la musculature dorso-abdominale. Apres l'injection de la solution d'acide
acetique et un temps de latence de 5 minutes, nous avons comptes, pour chaque souris, le nombre de
torsions pour les dix minutes suivantes. L'activité antispasmodique est exprimée par le pourcentage
de réduction des spasmes chez les souris traitées par rapport aux témoins selon la formule suivante :
(T-)-E
% de réduction de la douleur = W x 100

T- : Moyenne des spasmes dans le Contréle - ; E : Moyenne des spasmes dans les autres lots.

11.2.4.2. Etude statistique

La signification statistique a été déterminée au moyen du test d’ANOVA suivie par le test de Fisher
pour comparaison par paires. Une P<0.05 a été considérée comme différence significative. L’étude
statistique a été réalisée a I’aide du logiciel XLStat 2014 (Addinsoft, Paris, France) (Annexe 2).

21



Chapitre II1I

RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Détermination de la composition chimique d’HE

L’huile essentielle de Mentha piperita, obtenue a échelle industrielle par entrainement a la vapeur
d’eau sous pression, a été analysée par CG-SM sur une colonne capillaire apolaire DB-5 (Figure
V.1) pour une identification plus exhaustive des composés aromatiques. Les conditions opératoires
sont détaillées dans la partie méthode. Le Tableau 4 donne, dans 1’ordre d’élution, les
compositions, qualitative et quantitative, de ’essence de menthe poivrée distillée et regroupées
selon leur ordre d’élution. Au total, dix neuf (19) composés ont été détectés. Pour 1’identification,
nous avons d’abord calculé leurs IR ; ensuite nous les avons comparés a ceux de la littérature. Nous
avons, par la suite, procédé au dépouillement de leurs spectres de masse en se référant a ceux
donnés dans les librairies.

Menthol
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Figure 6. Profil chromatographique de 1’essence aromatique de Mentha piperita.

A la lecture des résultats consignés dans le tableau 4, il apparait clairement que le menthol apparait
comme le composé majoritaire de I’essence de la menthe poivrée avec un taux de 51.2%, suivi par
une cétone monoterpénique (menthone) avec 20.4%, ’acétate de méthyle (6.8%), isomenthone
(5.5%) et le 1.8 cinéol (encore appelé eucalyptol) (4.7%) (voir la structure chimique dans 1’annexe

2). Les autres composés ont été listés avec un taux inférieur a 4%. D un point de vue biochimique,
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la famille des monoterpenes oxygenés, représentée par les alcools et leurs cétones et esters, est la
plus abondante avec un taux supérieur a 90%.

Tableau 4. Composition chimique de I’HE de Mentha piperita.

n° Nom Quantite (%)
1 a-pinéne 0.3
2 Sabinéne 0.5
3 S-Pinéne 0.5
4 a —Terpinéne 0.3
5 p-Cymene 0.5
6 Limoneéne 1.1
7 Eucalyptol 4.7
8 y-Terpinéne 0.3
9 Linalool 0.2
10 Menthone 20.4
11 Menthofurane 1.8
12 Isomenthone 5.5
13 Menthol 51.2
14 a-Terpinéol 1.3
15 Pipéritone 0.4
16 Acétate de menthyle 6.8
17 S-Bourbonéne 0.6
18 p-Caryophyllene 1.2
19 Germacréne D 1.4
Composés oxygénés 92.3
Composés hydrocarbonés 6.7

A la lecture des résultats comparatifs rapportés dans la littérature, il apparait que Mentha piperita a
été étudiée dans différents pays (Inde, Brésil, Algérie, Egypte, Arabie Saoudite, Iran et Chine) avec
des résultats variables (Sun et al., 2014 ; Samber et al., 2015 ; De Sousa Barros et al., 2015 ; De
Oliveira Hashimoto et al., 2016 ; Abdel-Hameed et al., 2018 ; Peigi et al., 2018 ; Hendawy et
al., 2018 ; Benabdallah et al., 2018).
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Tableau 5. Etudes comparatives des constituants de I’essence de la menthe poivrée provenant d’écosystémes différents.

Equipes Notre Samber deSousa De Oliveira Abdel-Hameed Beigi Hendawy Benabdallah
étude Barros Hashimoto

Année 2018 2015 2015 2016 2018 2018 2018 2018

Pays Algérie Inde Brésil brésil Arabie Saoudite Iran Egypte Algérie

Composés % HD SFME MWHD Fraiche Séchéair Séché MW El-Sharkia Ismailia El-Tarf

a-pinéne 0.59 0.2 0.8 0.98 0.96 0.66 0.4 1.2 0.1 0.4 0.5 2.1

Sabinéne 0.39 0.4 090 0.94 0.69 0.4 0.9 0.1 0.1 0.3

B-Pinéne 0.76 0.1 1.3 0.7 1.6 0.3 1.1 0.9 1.6

a -Terpinéne 0.14 0.00 0.06 0.07 0.1 0.4 0.2 0.2 0.2

p-Cymene 0.26 0.1 0.1 0.3 0.3 0.1

Limonéne 1.48 33 3.5 9.92 104 8.08 1.9 2.6 0.8 1 0.8 3

Eucalyptol 4.74 5.2 2.1 5.03 5.33 4.02 5.8 8.2 2.1 4.4 5.4 6.7

y-Terpinéne 0.26 0.1 0.2 0.6 0.3 0.5 0.4

Terpinolene 0.08 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1

Linalool 0.28 0.1 25.4 0.1 0.3 0.3 0.2 0.3 0.3

Menthone 16.41 9.1 3.7 11 0.01 0.04 0.01 15.4 13 9.2 9.5 46 20.4

Menthofurane 3.85 4.0 22.5 10.3 11.9 1.1 7.7 9

Isomenthone 2.17 5.3 0.2 0.08 0.13 0.16 7.3

neo-isomenthol 3.39 5.4 2.4 3.7 8.1 0.5 0.2

Menthol 53.29 34.8 2.7 27.5 44.4 35 46.2 22.2 20.1 49.9

a-Terpinéol 0.19 0.2 0.9 0.48 0.52 0.39 0.5 0.3

cis-lsopulégone 1.16 0.9 12.8 0.16 0.16 0.14 0.4

Pipéritone 0.45 0.2 0.6 0.4 0.4 0.7 0.2

Acétate menthyle 6.82 1.7 1.2 12.5 4.8 8.7 9.8 11.7 2.5

6-Bourbonene 0.31 0.1 0.2 0.3 0.8 0.2

B-Caryophyllene 1.73 1.0 0.5 0.73 0.90 0.96 0.8 1.5 2.2 5.4 1.9

Germacréne D 0.99 1.5 0.69 0.75 0.95 1 1.7 2.5 1.7 1.3

y-Elemene 0.26

Carvone 19.5 70.26 67.9 72.6 7.8 0.1

Acétate de linalyle 51.3

(MW : Microwave ; HD : Hydrodistillation ; SFME : Solvent Free Microwave Extraction; MWHD :Microwave Hydrodistillation
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L’influence des facteurs climatiques semble plus grande chez les especes dont les structures de
stockage se trouvent a la surface du végétal, comme par exemple les poils sécréteurs des Lamiaceae.
La qualité de 1’essence sera plus constante si elle se trouve dans des tissus plus profonds (Bruneton,
2009). L’origine géographique de I’espéce joue aussi sur sa sensibilité aux facteurs climatiques. Les
plantes tropicales sont surtout soumises a 1’alternance des saisons seéches et humides, les plantes de
régions tempérées seront plus sensibles a la longueur des jours (Baser et Buchbauer, 2009).

Ainsi, il existe de nombreux exemples de plantes dont la sensibilité a la lumiere du jour a été étudiée.
Chez la menthe poivrée, Les jours longs et les nuits tempérées augmentent le rendement en HE, celle-
ci étant alors plus riche en menthofurane. Dans des conditions inverses, 1’essence s’enrichie en
menthol (Bruneton, 2009).

L’effet des agressions extérieures sur le développement des plantes et leur production d’essence a été
identifié depuis longtemps. En effet, Charabot et Gatin ont décrit en 1908 dans le parfum chez la
plante les conséquences du parasitisme par un acarien dans les champs de menthe poivrée (Mentha x
piperita L.) des environs de Grasse (Alpes-Maritimes, France). lls y détaillent les transformations
morphologiques des plants touchés mais également les conséquences sur ’essence. Celle-Ci y est plus
abondante mais décrite comme de moindre qualité. Chez les plantes touchées, 1’essence est enrichie en
éther mais les cétones (menthone) n’y sont plus qu’a 1’état de traces, lorsqu’elles sont détectables.

111.2. Pouvoir antimicrobien d’HE in vitro

111.2.1. Activité antimicrobienne en aromatogramme

Le screening antibactérien et antifongique de 1’essence aromatique de Mentha piperita a été réalise, in
vitro, sur plusieurs souches microbiennes isolées cliniquement.

Les résultats de cette étude antimicrobienne sont rapportés dans les Tableaux 6 et 7.

A noter que le diamétre du disque (9 mm) a été inclus dans le calcul du diametre de la zone
d’inhibition.

Tableau 6. Screening antibactérien de I’essence de menthe poivrée in vitro.

Aromatogramme Microatmosphére
(DZI, mm) (DZI, mm)
Quantité Huile Essentielle (uL/disque)

Souches Origine 10 20 30 10 | 20 30
Staphylococcus aureus UPD 37.5 46 nd 35 |705 | nd
Staphylococcus aureus ECBU 13 17 15 - - -
Staphylococcus aureus | Alimentaire - 18 42 - - -
Pontoea sp. UPD 145 19.5 nd - - nd
Proteus penneri UPD 16 17 nd 29 | 48 nd
Pseudomonas aeruginosa UPD - - nd - - nd

ECBU: Examen Cytobactériologique des Urines ; UPD : Ulceres du Pied Diabétique ;
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nd: non déterminé ; (-) : Aucune zone d’inhibition.

A la lecture des résultats obtenus, il apparait clairement que les souches a Gram+ sont les plus
sensibles a I’action inhibitrice de la phase liquide de I’'HE (Figurelll.3) avec des Diametres de Zone
d’Inhibition (DZI) variant entre 13 et 37.5 mm pour les especes pathogénes du genre Staphylococcus a
la dose de 10ul/disque. Cette inhibition est « dose-dépendante » pour certains isolats (bactéries Gram -
) avec des DZI oscillant entre 14.5 et 16 mm pour une quantité en HE de 10 pL/ disque et entre 17 et
19.5 mm pour 20 pL/disque. Par ailleurs, la souche Pseudomonas aeruginosa demeure I’espéce la plus
résistante et ce pour toutes les quantités utilisées en HE.

s

—

Proteus penneri (10 pL)

Staphylococcus aureus (10 pL) Pontoea sp. (20 pL)

Figure 7. Diamétres des Zones d’Inhibition liés au pouvoir antibactérien de I’'HE de menthe poivrée
sur quelques espéces bactériennes.

Dans le méme sillage, nous avons remarqué qu’il existe une certaine différence de sensibilité entre les
bactéries Gram+ et Gram-. Ceci est en totale adéquation avec les travaux de Gilles et al., 2010.

Ces derniers confirment que les Gram+ sont plus sensibles a I’action antimicrobienne de I’HE que les
Gram-. En fait, les Gram- possedent une résistance intrinséque aux agents biocides, qui est en relation
avec la nature de leur paroi. L'espace périplasmique est rempli d'enzymes qui dégradent les substances
complexes pour qu'ils puissent traverser la membrane cytoplasmique, et inactivent les produits
chimiques toxiques (ATB, métaux lourds, HE). La résistance des bactéries Gram- aux glycopeptides et
aux macrolides est due a l'incapacité de ces molécules a franchir la membrane externe (Burt, 2004).

Les résultats d’essais in vitro tendent a confirmer ces usages traditionnels. L’HE de menthe aurait en
effet une action antibactérienne marquée sur plusieurs souches de micro-organismes infectieux,
dont Escherichia coli et Staphylococcus aureus (Mimica-Dukic et al., 2003 ; Betoni et al., 2006).

D’autres études scientifiques ont confirmé que I’huile de menthe poivrée est douée de nombreux effets
antiviraux, antibactériens et antimycosiques, c’est pourquoi elle est utilisée dans tant de traitements
alternatifs, donc il semble apparaitre que nos résultats correspondent aux résultats de ces derniéeres. et
qu’elle est composée de camphre, de menthol et de carvacrol, qui sont doués d’un effet inhibiteur sur
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la croissance de certaines souches bactériennes dangereuses comme E. coli, salmonelles et infections
liées aux staphylocoques. Cependant, le mécanisme d’action demeure non élucidé (Mohsenzadeh,
2007).

Une équipe de recherche en médecine complémentaire et traditionnelle a enquété sur les effets
cliniques des HE aromatiques chez les patients atteints d’affections des voies respiratoires supérieures.
L’étude a porté sur une cohorte de 60 patients. Une solution en spray comportant de 1’essence de
menthe poivrée leur a été administrée. Il a été conclu que I’application du spray a apporté une
amélioration immédiate et significative des symptomes d’affections des voies respiratoires supérieures
(Ben-Arye et al., 2011).

Concernant les souches fongiques, I’activit¢ antimicrobienne est plus marquée pour les especes
levuriformes avec des DZI qui s’échelonnent entre 13 et 85 mm en appliquant une quantité de 10
uL/disque d’HE. En outre, une inhibition totale (>85 mm) a été constatée pour la souche Rhodotorula
sp. et ce qu’elle que soit la dose utilisée. Le germe Candida albicans, un pathogene opportuniste
incriminé dans les mycoses superficielles, a aussi manifesté une grande sensibilité au pouvoir
inhibiteur de I’HE avec un DZI de I’ordre de 81 mm a forte concentration en HE qui égale a 30
pL/disque.

Tableau 7. Screening antifongique de 1’essence de menthe poivrée in vitro.

Huile essentielle de menthe poivrée Controle positif
Quantité d’huile essentielle
(uL/disque)
Aromatogramme |Microatmosphere | Quantité d’Héxomédine

(DZI1, mm) (DZI1, mm) (uL/disque)

10 | 20 | 30 | 10 | 20 30 10 20 30
Souches levuriformes
Candida albicans 13 |195| 81| 16 | 31 11 14 15 18
Candida tropicalis 17 32 42 | 35| 13 71 - - -
Candida glabrata 135 | 19 | 215 - 17 63 - - -
Saccharomyces cerevisiae | 25 30 40 | 11 | 19 39 12 - -
Rhodotorula sp. 85 85 85| 8 | 85 85 33 38 40
Souches myceliennes
Aspergillus niger - 125| 16 - - - 13 17 21
Aspergillus flavus - - 145 - - - - - -

(-) Aucune zone d’inhibition ; DZI : Diamétre des Zones d’Inhibition en mm.

Dans la majorité des espéces, une inhibition « dose-dépendante » a été constatée pour tous les isolats
fongiques levuriformes. En outre, 1’étude comparative menée avec le contrdle positif (antiseptique
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local transcutané utilisé comme traitement d’appoint pour les infections de la peau et des ongles) a
permis de confirmer I’efficacit¢ de cette HE dans I’inhibition de la croissance fongique, en
comparaison avec I’Hexomedine ou les DZI notés étaient inférieurs et ne dépassant pas, dans les
meilleurs des cas, 12 mm pour Saccharomyces cerevisiae et 18 mm pour Candida albicans. De plus, il
a été remarqué que I’antiseptique serait sans effet fongistatique sur les levures Candida tropicalis et
Candida glabrata.

Par contre et concernant les champignons filamenteux, des résultats moins importantes ont été obtenus,
en comparaison avec les especes levuriformes. Les DZI enregistrés en aromatogramme varient entre
12.5 et 16 mm pour Aspergillus niger, et de I’ordre de 14.5 mm pour A. flavus.

Nos résultats, trés encourageants, laissent entrevoir des possibilités d’une éventuelle utilisation de la
fraction aromatique de cette menthe comme alternative aux antifongiques de synthése, non dénudes de
nombreux effets indésirables.

Les propriétés antimycosiques de 1’huile de menthe poivrée sont bien étudiées et il existe des
recherches significatives qui montrent que cette essence, lorsqu’elle est topiquement appliquée, peut
réduire les risques d’infections des ongles fongiques (Shin, 2004), qui touchent beaucoup de personnes
dans le monde entier.

Beaucoup de chercheurs ont confirmé la présence de I'activité antifongique des métabolites terpéniques
des menthes poivrées. Nos résultats sont en concordance avec ceux de plusieurs travaux antérieurs. Le
mécanisme d’action des extraits aromatiques sur les souches fongiques n’a pas été totalement élucidé.
Cependant, certaines études soulignent que ’action antifongique de ces substances terpéniques est due
a une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci,
entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure (Tyagi et Malik, 2010).

111.2.2. Activité antimicrobienne en microatmosphere

En microatmosphere et en utilisant une quantité de 10 pL/disque, uniquement le Staphylococcus
aureus isolé d’un prélévement purulent (ulcére du pied diabétique) et Proteus penneri qui ont
manifesté une certaine sensibilité a I’action bactériostatique de la phase vapeur de I’'HE de menthe
poivrée. Les DZI obtenus varient entre 29 et 35 mm pour la dose 10 pL/disque, et entre 48 et 70.5 mm
pour la dose de 20 pL/disque. Toujours dans le méme sillage qu’en aromatogramme, P. aeruginosa a
manifesté une résistance totale pour toutes les doses utilisées.

En phase vapeur et en conformité avec les résultats obtenus en aromatogramme, c’est toujours la
levure Rhodotorula sp. qui a manifesté une plus grande sensibilité au pouvoir inhibiteur des vapeurs
avec une inhibition totale (>85 mm) et ce pour toutes les doses utilisées. Les isolats Candida tropicalis
et C. glabrata ont aussi été fortement inhibées mais uniquement a forte dose avec des DZI qui oscillent
entre 63 et 712 mm. Au contraire et pour ce qui est des especes filamenteuses (Aspergillus niger et A.

flavus), aucune inhibition n’a été constatée.
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Il semble que les résultats que nous avons obtenus sont trés prometteurs pour I’utilisation de 1’essence
de la menthe poivrée comme principe actif dans des préparations galéniques a visée thérapeutique, ou
pour lutter contre les candidoses. Ces résultats obtenus in vitro sont tres encourageants pour une
éventuelle application in vivo.

111.2.3 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La détermination des CMI a été accomplie uniquement pour les germes levuriformes ayant montré une
grande sensibilité vis-a-vis de 1’action antimicrobienne de I’HE. La gamme de dilutions en HE utilisée,
lors de cette étude, varient entre 1% & 0.0078%. Les résultats de cette analyse sont rapportés dans le
Tableau V.5 En revanche, les moisissures, bien qu’elles soient sensibles n’ont pas été étudiée car
nécessitant une approche méthodologique totalement différente du fait de leur croissance lente et de la
nature de la colonie mycélienne (tapis fortement fixé au milieu gélosé¢) d’ou I’impossibilité de le retirer
en bonne forme. Rhodotorula sp. demeure le germe le plus sensible avec une CMI la plus faible
(0.0078%) (Figure V.4), suivi par d’autres levures, a I’exemple de C albicans (0.25%). La sensibilité
de S. cerevisiae, une levure impliquée dans les contaminations et I’altération de la qualité marchande
des denrées alimentaires, en particulier les produits sucrés, laisse entrevoir une possibilité d utilisation
de cette fraction aromatique dans la préservation naturelle des aliments et des boissons sucrées.

Tableau 8. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) pour différentes souches microbiennes.

CMI (%) Levures

Candida albicans 0.25
Candida tropicalis 0.5
Candida glabrata 0.5
Saccharomyces cerevisiae 0.5
Rhodotorula sp. 0.0078

La comparaison de I’efficacité des extraits aromatiques a travers les différentes publications, reste
difficile a établir. Cette difficulté réside dans le fait que les parameétres expérimentaux (methodes
employeées, conditions physiologiques des germes, dose utilisée) different entre les études.

Certaines critiques ont été soulevées concernant I’interaction entre les agents émulsifiants et les
constituants des HE. L’utilisation de ces agents tensio-actifs n’a pas résolu le probléme : on sait en
effet qu’ils interféerent avec 1’activité antimicrobienne des dérives terpeniques, au point d’étre
communément cités comme neutralisants dans les essais biocides (Delespaul et al., 2000).
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1% 0,25% 0,0078%
A) C. albicans ; G) C. glabrata; T) C. tropicalis; R) Rhodotorula sp. ; S) S. cerevisiae
Figure 8. Résultats de détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (%) des levures pour
quelques dilutions gélosées .

La plupart des méthodes microbiologiques utilisées ont été critiquées par plusieurs auteurs. Ces

critiques ont été basées sur la discordance observée dans les résultats obtenus concernant 1’étude de la

zone d’inhibition et 1’étude de I’inhibition de la croissance a différentes concentrations d’HE. Les

notions de CMI et CMB ne sont pas definies de facon précise et universelle et plusieurs auteurs ont

exprimé les résultats avec différentes unités. Ces concentrations peuvent étre exprimées en pg/mL

(Oussou et al., 2008), en uL/mL (De Billerbeck et al., 2002) ou en % (v/v) (Hammer et al., 1999), ce
qui rend la comparaison des résultats entre eux difficile.

111.3. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire topique

En premier temps, I’activité anti-inflammatoire de 1’essence de la menthe poivrée a été effectuée, in
Vivo, par la méthode de I’cedéme des oreilles induit par le xyléne. Les résultats de ce screening anti-
inflammatoire, a travers la mesure de la Différence du Poids des Oreilles (DPO) (droite-gauche), sont
présentés dans la Figure 111.5.
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HE : Huile essentielle ; AINS : Anti-inflammatoire non stéroidien (Voltarene Emulgel® 1%) ;
Contréle — (huile d’amande douce) ; ns : différence non significative (P>0.05) au test ANOVA suivi par un
test de comparaison par paire de Ficher ; * Différence significative (P<0.05).

Les lettres alphabétiques identiques signifient qu’il n’y a pas de différence significative au risque de 5%
avec le test ANOVA a sens unigue suivie par un test de Fisher LSD post-hoc multi-comparaison.

Figure 9. Pouvoir anti-inflammatoire topique de I’essence de menthe poivrée, en comparaison avec les
médicaments de synthése.

Les résultats de I’activité anti-inflammatoire montrent les variations des poids des oreilles des
différents essais (AIS, AINS et HE), en comparaison avec le controle négatif. Le lot traité avec I’AIS
(Bétasone®) est celui qui a présenté un pourcentage de réduction de 1’cedéme le plus important avec
un taux de 70.34%, suivi par celui qui a recu I’HE ou la réduction était de 61.68%. De plus, aucune
différence (P>0.05) sur le plan statistique, au test de Ficher de comparaison par paires, n’a été
enregistrée entre ces deux traitements ce qui suggere ’efficacité de I'HE dans la réduction de I’cedéme,
en comparaison avec un traitement conventionnel. En dernier, c’est le lot traité par AINS (Voltarene

Emulgel® 1%) qui a donné un faible taux de réduction d’cedéme (15.17%).

En outre et concernant la différence du poids des oreilles, c’est toujours les lots traités avec AlS et HE
qui ont présenté une DPO la plus faible, de 1’ordre de 2.58 mg et 3.33 mg, respectivement. De plus,
aucune difference significative (P<0.05) sur le plan statistigue n’a été signalée entre ces deux
traitements.
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La Commission Européenne, 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) et I’European Scientific
Cooperative on Phytotherapy (ESCOP) approuvent [’usage de la Menthe poivrée par voie externe pour
soulager non seulement les maux de téte et le rhume, mais également certaines irritations cutanées et
les douleurs musculaires, névralgiques ou rhumatismales. Le menthol présent en fortes concentrations
dans I’HE de menthe poivrée excite les récepteurs du froid et simule un refroidissement par une action
au niveau des canaux calciques (“effet glacon par baisse de 2 a 4 °C de la température cutanée), d’ou
un effet antalgique en usage topique pour réduire les douleurs soulagées par le froid, qu’elles soient

aigués ou inflammatoires (Liu et al., 2013).

Les propriétés thérapeutiques des HE s’expliquent par la présence de composés actifs a 1’origine
présents dans les plantes fleuries de Mentha piperita. La présence de menthol, de menthone et de
pipéritone fait de 1’huile de menthe poivrée un anti-inflammatoire vaso-constricteur nasal puissant,
intéressant les rhinites productives ou les sinusites (Kamatou et al., 2013 ; de Cassia da Silveira et
al., 2013).

111 .3.1 Etude histopathologique

A fin de confirmer, a I’échelle cellulaire, I’activité anti-inflammatoire topique de I’essence aromatique
de menthe poivrée, des coupes histologiques ont été réalisées au niveau des oreilles droites de toutes
les souris par la technique de coloration Hématoxyline-Eosine, en comparaison avec le contrdle négatif
non traité. Les observations faites par microscope photonique sont rapportées dans la Figure 111.6.

Dans une étude (De Sousa et al., 2010), I’huile de menthe poivrée s’est avérée étre antispasmodique et
anti-inflammatoire naturel et son utilisation calme considérablement 1’inflammation de la trachée et la
toux chez les rats. Evidemment, plus d’études sur des sujets humains doivent étre faites, mais 1’huile
de menthe a été une part utilisée fréquemment dans la médecine non-conventionnelle depuis des
générations et est trés respectée pour son utilisation dans le soulagement des troubles respiratoires.

En usage local, en application topique ou cutanée, mais également en inhalation, I’HE de menthe
poivrée ou les médicaments a base de cette plante sont utilisés en cas de prurit, comme adoucissant et
comme protecteur, mais aussi en cas de nez bouché et de rhume. Ils sont également utilisés pour
améliorer 1’hygiene buccale. En outre, antalgique, la menthe poivrée aide beaucoup a alléger les
affections buccales ou pharyngées, comme [’aphte et soulager les maux de téte, les migraines et la
sinusite. On 1’utilise également pour réduire les démangeaisons cutanees (Shah et Mello, 2004).
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Oreille gauche (x40)

Epiderme (épithélium malpigien
pluristratifié) avec présence, au
niveau du derme, d’un tissu
conjonctif richement vascularisé
et quelques éléments
inflammatoires.

K) Kératine ; E) Epiderme ; D) Derme ; C) Cartilage ; V) Vaisseau ; M) muscle ; In) Inflammation
—) La migration des neutrophiles.
Figure 10. Aspects histopathologiques (coloration Hématoxyline-Eosine) des piéces cutanées

auriculaires des souris soumis au test d’cedéme topique induit par le xyléne.

I11.4 Activité analgésique périphérique in vivo

L’activité analgésique périphérique de I’HE de menthe poivrée a été évaluée par le dénombrement des
spasmes ou des contractions abdominales induites chez les souris par injection intra-péritonéale de
I’acide acétique (3%). Les résultats de cette étude sont illustrés dans la Figure 111.7.

L’étude de I’activité antispasmodique de I’HE de menthe poivrée, appelée encore activité analgésique
périphérique, a été évaluée in vivo sur des souris albinos. L’HE a été administrée par gavage, en
comparaison avec un antispasmodique musculotrope de référence : Débridat® (Trimébutine, 100 mg).
L’activité antispasmodique a été exprimée par le nombre de contractions en dix minutes. Le
pourcentage de diminution des contractions pour chaque lot a été calculé par la formule citée
précédemment (section Matériel et Méthodes).
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ANOVA suivi par un test de comparaison par paire de Ficher ; ** Différence Hautement Significative (p< 0.01).
Les lettres alphabétiques identiques signifient qu’il n’y a pas de différence significative au risque de 5% avec le

test ANOVA a sens unique suivie par un test de Fisher LSD post-hoc multi-comparaison.

Figure 11. Pouvoir analgésique périphérique de 1’essence aromatique de menthe poivrée in vivo, en
comparaison avec un médicaments antispasmodique .

D’apres les résultats obtenus, il apparait que le lot traité avec la menthe poivrée est celui qui a présenté
le nombre de contractions le plus faible (19 spasmes en moyenne pendant 10 minutes), statistiquement
non significative (p>0.05) en comparaison avec le contrdle positif ou le nombre moyen de spasme était
égal a 26.2. En revanche, la moyenne des spasmes, enregistrée pour les souris appartenant au lot
contrble négatif, était la plus élevée (62.2) avec une différence statistiguement significative (p<0.01)
en comparaison avec ceux des autres lots (HE et Contréle +).

Par ailleurs, le calcul du taux de réduction de la douleur était plus élevé pour le lot traité avec I’HE
(69.45%) en comparaison avec le médicament antispasmodique (57.87%).

L’huile de menthe poivrée peut étre utilisée par voie externe pour offrir un soulagement aux douleurs.
On estime que la présence d’antagonisme de calcium dans huile de menthe poivrée aide a éliminer la
douleur sur les parties ou elle est appliquée.

Le menthol confére a I’huile de menthe poivrée un fort pouvoir antalgique. Ce pouvoir émane d’une
vasoconstriction sous-cutanée intense, rapidement perceptible par la sensation rafraichissante,
astringente et anesthésiante de la peau qu’elle induit, en cas d’application locale (McKay et
Blumberg, 2006).
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Un certain nombre d’études ont aussi montré ’efficacité de la menthe poivrée pour étre un remede
important du syndrome du célon irritable (Pittler et Ernst, 1998) qui affecte des millions de personnes
chaque année. Il se caractérise par une douleur ou un inconfort abdominal sans qu’une autre maladie
n’ait été diagnostiquée. Des recherches plus approfondies doivent toujours étre faites pour savoir
comment 1’huile agit, mais plusieurs études ont bien validé¢ ses effets.

Une méta-analyse analysant 16 études dont 11 randomisées et six versus placebo conclut
qu’administrée sous forme gastro-résistante, I’HE de menthe poivrée permet de maniére sire et
efficace de réduire les douleurs des patients atteints du syndrome du c6lon irritable (May et Kuntz,
1996).

Les chercheurs ont mené 5 essais cliniques aupres de 484 patients souffrant de dyspepsie fonctionnelle
(non ulcéreuse) afin de tester 1’efficacité de 1'essence aromatique de menthe poivrée associée a celle du
carvi. Dans I’ensemble, les résultats indiquent qu’une telle préparation peut soulager les douleurs
abdominales chez environ 95 % des patients traités et qu'elle procure des effets comparables a la
Cisapride, un médicament classique utilisé pour traiter ces troubles digestifs (Barnick et Cardozo,
1990 ; May et Kuntz, 1996 ; Madisch et Heydenreich, 1999 ; Freise et Kohler, 1999 ; May et al.,
2000).

En 2005, un premier bilan des essais cliniques a conclu que I’HE de menthe poivrée (180 mg a 200 mg
par jour) donnait des résultats probants. Il s’agissait d’une méta-analyse répertoriant neuf études
cliniques et démontrant sa capacité de réduire les spasmes intestinaux (Grigoleit et Grigolei, 2005),
d’ou I’intérét d’une prémédication avec de I’HE de menthe poivrée avant une coloscopie par exemple
(Shavakhi et al., 2012). Il a ensuite été confirmé par une méta-analyse, publiée en 2008, dans laquelle
les auteurs soulignaient que I’HE était efficace pour soulager les symptomes du syndrome de I’intestin
irritable et moins chére que les médicaments antispasmodiques (Ford et Talley, 2008).

Au cours des années 1980, des cliniciens ont pensé mettre a profit les propriétés antispasmodiques de
la menthe poivrée pour soigner les douleurs des patients atteints du syndrome de I’intestin irritable
(SI). Afin de s'assurer que l'essence aromatique de menthe poivrée puisse atteindre I’intestin, ils ont
utilisé des comprimés ou des capsules dotés d'un enrobage résistant aux acides de I’estomac (entéro-
soluble) (Liu et Chen, 1997).

Plusieurs essais effectués, en majorité au Japon, démontrent que 1’huile aromatique de menthe poivree
réduit les spasmes des intestins causés par des interventions comme le coloscopie ou fibroscopie
abdominale (Hiki et al., 2003 ; Mizuno et al., 2006 ; Yamamoto et al., 2006). Certains de ces essais
indiquent qu’elle peut étre aussi ou méme plus efficace qu'un antispasmodique classique administré
par injection (Asao et al., 2003 ; Yamamoto et al., 2006).

L’Agence Européenne du Médicament (EMA, 2015) et la Coopération Scientifique Européenne
(ANSM, 2015) considére comme « médicalement bien établi » 1’usage de I’HE de menthe
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poivrée pour « soulager les flatulences et les douleurs abdominales notamment lors d’intestin

irritable ». Elle recommande d’en réserver 1’usage aux adultes et aux enfants de plus de huit ans.

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 2015) reconnait que I’utilisation de I’HE de menthe
poivrée est « scientifiquement établie dans le traitement du syndrome du célon irritable, et dans les
affections digestives comme les flatulences et les gastrites ; par voie externe, I’huile essentielle est
efficace contre les douleurs musculaires et les maux de téte ». Les feuilles de menthe poivrée sont «
traditionnellement utilisées dans le traitement symptomatique des troubles digestifs, des flatulences et
des coliques intestinales ».

La menthe poivrée est un antidouleur et un anti-inflammatoire efficace contre toutes douleurs
notamment articulaires comme 1’arthrite, 1’arthrose, 1’entorse, la sciatique, la hernie discale ou la
tendinite. Elle est aussi efficace contre les douleurs rhumatismales, les douleurs musculaires type
déchirure musculaire et courbature mais également contre la céphalée ou la névralgie qui se déclarent
apres ou pendant un effort ou alors en fin de journée (Shah et Mello, 2004).

La riche composition de I’huile de menthe poivrée (menthol, menthone, acétate de menthyle,
pipéritone) procure un effet parasympatholytique Iéger avec une diminution notable des spasmes et
une stimulation des sécrétions digestives (Galeotti et al., 2002 ; Shah et Mello, 2004).

Le menthol présent dans I'huile de menthe poivrée est responsable de son action de soulagement de la
douleur. Il empéche I'activation ou I'excitation des neurones (cellules nerveuses cérébrales) en réponse
a la douleur. Les canaux ioniques sont ces passerelles chimiques qui s'ouvrent ou se ferment en
réponse aux ions chimiques qui y circulent. Ces passerelles présentes dans les cellules nerveuses
régulent la transmission de la douleur. Le menthol procure une sensation de refroidissement et une
action analgésique en activant le canal ionique, en régulant le systeme opioide endogéne (notre
systeme naturel de soulagement de la douleur) et en soulageant la douleur nerveuse (modéle animal)
(Galeotti et al., 2002 ).
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CONCLUSION

La thérapeutique des pathologies humaines se base principalement sur 1’usage des médicaments
de synthese. La prescription, a grande échelle et parfois inappropriée, de ces agents a entrainé un
certain nombre d’effets indésirables ou encore la sélection des souches résistantes, d’ou I’importance
d’orienter les recherches vers de nouvelles voies et surtout vers les végétaux qui ont toujours constitué

une source d’inspiration de nouveaux médicaments.

Produites comme métabolites secondaires par les plantes aromatiques, les huiles essentielles sont
toujours utilisées comme substances aromatisantes en parfumeries, en industrie cosmétique et comme
agents antimicrobiens en médecine alternative. En aromathérapie scientifique, il s’agit de mettre en
valeur les propriétés pharmacologiques des PAM en s’appuyant sur leurs profils chromatographiques.

Eu égard de I’importance des huiles aromatiques de la menthe poivrée en phytothérapie, il nous a
semblé nécessaire de leur consacrer cette étude pour vérifier les activités antibactérienne, antifongique,
anti-inflammatoire et analgésique, pour éventuelle intégration dans 1’arsenal thérapeutique.

Le premier objectif de notre étude était de déterminer la composition chimique de I’huile par analyse
chromatographique. Cet examen a permis d’identifier et de quantifier une vingtaine de constituants ou
le menthol et son cétone et ester (menthone et acétate de menthyle) étaient décelés comme les
composés majoritaires.

L’autre objectif assigné a ce travail était 1’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’essence in vitro
sur une large gamme de souches bactérienne et mycéliennes isolées cliniquement. En aromatogramme,
I’huile a démontré un pouvoir fongistatique intéressant sur la totalité des isolats fongiques. Le méme
constat a été rapporté en utilisant la technique de microatmosphere ou la phase vapeur est aussi douée
d’un pouvoir inhibiteur, parfois plus élevé que la phase liquide, notamment sur les souches
levuriformes. Cette activité inhibitrice est « dose-dépendante » et parait plus supérieure a celle de
I’Hexomedine (antiseptique). Ces résultats obtenus sont trés encourageants pour une éventuelle
utilisation dans un projet visant a assainir les ambiances en milieu hospitalier. En outre, Les propriétés
antimycosiques de I’huile ont été aussi confirmées par une méthode qualitative de dilution en milieu
gélose.

L’autre volet abordé, lors de cette étude, était la détermination du pouvoir anti-inflammatoire topique
de I’essence in vivo. Les résultats ont établi 1’efficacité de 1’huile dans la réduction de I’inflammation
topique et la résorption de I’cedéme, en comparaison avec les médicaments de synthese. Cette activité
a été corroborée par une étude histopathologique qui a confirmé les bienfaits thérapeutiques de
I’essence dans la réduction de I’inflammation locale. En outre, cette huile est douée d’un pouvoir
spasmolytique in vivo, largement supérieur au contréle positif.
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Comme perspectives, il serait intéressant de combiner I’utilisation des métabolites terpéniques avec
des antifongiques de synthése. C’est la une nouvelle stratégie pour surmonter les problémes de
résistance et des effets secondaires inhérents aux médicaments synthétiques.

En outre, il nous parait utile de tester 1’action antimicrobienne des huiles sur un large spectre de
germes, en particulier des bactéries multi-résistantes (entérobactéries productrices de p-lactamases a
spectre étendu, staphylocoques résistants a la meticilline ou a la vancomycine), des bactéries

responsables d’altération de la qualité des denrées alimentaires et des germes phytopathogenes.

Pour améliorer la compréhension des altérations cellulaires observées, un travail plus approfondi,
impliquant les molécules actives des HE devra étre entrepris. L’observation des effets produits sur

’ultra structure microbienne devra étre réalisée en microscopie €lectronique a transmission.

La cytotoxicité des molécules terpéniques de la menthe poivrée devra étre également explorée in vivo
et dans des cultures cellulaires. Apres ces nombreux tests toxicologiques, les molécules a activité
thérapeutiques pourront servir de base au développement de nouveaux médicaments.

En définitive, I’objectif premier de notre travail a été atteint puisque nous avons contribué a valoriser
la fraction aromatique de la menthe poivrée en aromathérapie anti-infectieuse ou comme ingrédient
actif dans la réduction de I’inflammation locale et des douleurs abdominales. L'essence de cette plante
a parfum peut constituer les prémisses d'une nouvelle ére d'industrialisation pour un intérét
thérapeutique futur. En plus de cet apport thérapeutique, le gain économique ne serait pas négligeable
puis qu’il s’agit de valoriser le patrimoine végétal de notre pays et promouvoir la culture et
I’exploitation industrielle des plantes a parfum. Seul I’avenir nous dira I’impact réel de ces nouvelles
acquisitions.
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Annexe 1

Technique de coloration « Hématoxyline-Eosine »

. Fixation :
Elle a pour but la conservation des structures et le durcissement des piéces. Elle doit se
faire aprés le préléevement, par immersion dans un grand volume de liquide fixateur
(formol).
Elle est la plus importante dans les techniques de préparation des échantillons
histologiques.

S

2. Déshydratation et Eclaircissement :

- La déshydratation a pour but de faire sortir ’eau contenue dans les tissus pour les
préparer a ’inclusion. On utilise généralement un automate muni (Leica TP 1020, V2.3
Francais-03 /2008) de plusieurs bacs contenant par ordre :

Réactifs Temps (h)  Température (°C)
Formol 2 <40
Ethanol 50% 2 45
Ethanol 50% 1 45
Ethanol 60% 1 45
Ethanol 70% 1 45
Ethanol 90% 1 45
Ethanol 98% 1 45
Xyléne 50% 1 45
Xyléne 60% 1 45
Paraffine 50% 2 60
Paraffine 60% 2 60

- L’inclusion dans la paraffine nécessite au préalable la déshydratation des pieces
histologiques (bains successifs d’éthanol de degrés croissants, jusqu’a 1’absolu).

- L’élimination compléte des traces d’éthanol et I’'imprégnation par le xyléne.

- L’¢limination de xyleéne et le remplacement par la paraffine. Les picces sont placées
successivement dans deux bains chacun, d’une durée de deux heures a une température
de 60°C.

Mode opératoire :

e On met les pieces des oreilles dans des cassettes en plastique (Leica Micro Systems 39
LC —550-2 J et Routine VI) qui se placent en vrac dans le panier. Chaque cassette porte
toutes les indications utiles de Chaque piece. On met le panier dans 1’automate
d’infiltration qui va effectuer automatiquement toutes les opérations de traitement des
prélevements tissulaires : fixation, déshydratation, et éclaircissement des spécimens
dans les solvants pour finir par I’inclusion dans la paraffine liquide.

e Le panier est transporté d’un poste a 1’autre, le déplacement s’effectue dans le sens des
aiguilles d’une montre. Un mouvement de va et vient est imprimé au panier immergeg.
Ce mouvement a pour but de faciliter et d’accélérer I’infiltration.

e Auvant de quitter un poste, le panier est maintenu pendant 60 secondes au-dessus du
récipient pour laisser au produit le temps de s’égoutter (on réduit au minimum le risque



de contamination de solvants.). Enlever le panier et prendre les cassettes pour
I’enrobage.

3. L’inclusion :

- L’inclusion a pour but de permettre la réalisation de coupes histologiques fines et
réguliéres.

- Le milieu d’inclusion utilisé est la paraffine. Le paraplast (Leica Microsystems) est une
paraffine synthétique qui impregne bien les pieces.

- Régler la température du bain de paraffine en fonction de ce point de fusion (45-70°C).

- L’inclusion se fera dans des moules pour la confection de blocs qui se montent sur le
microtome.

Mode opératoire :

On utilise pour cette étape une station d’enrobage tissue-TEK 111, (Réf.74588), contenant :

console thermique, console d’enrobage et console réfrigérante.

e  Placer les moules en Acier inoxydable (tissus—TEK111) dans le bac de préchauffage.

e Retirer les cassettes de la paraffine liquide a 1’aide des pinces préchauffées et les placer
sur la plate-forme chaude de travail.

e Apres avoir rempli le moule de paraffine, le placer sur la plate-forme chaude, positionner
le tissu au centre et au fond du moule.

e Déplacer le moule de la «région chaude» a la « région froide ». Le refroidissement de la
base du moule fait que le tissu est maintenu exactement dans la position choisie.

e La cassette d’enrobage est alors enlevée de la plate-forme de travail chauffée, puis placée
au-dessus du moule : la température de la cassette et la paraffine liquide permettent une
soudure immédiate. La cassette et le moule sont alors de nouveau placés sous le systeme
de distribution, la paraffine est ajoutée jusqu’a ce que la cassette soit a moitié remplie.
Placer la cassette et le moule ainsi remplis sur la grande plague réfrigérée pour
refroidissement définitif.

e Apres quelques minutes de refroidissement, les blocs ainsi réalisés, avec précision,
peuvent donc étre stockés dans le tiroir réfrigéré en attendant d’étre coupés.

4. Réalisation des coupes au microtome :

- Les coupes du bloc de paraffine sont réalisées avec un microtome (Leica RM 212SRTS)
permettant d’obtenir des sections de 3 a 5 um d’épaisseur.

- Les rubans obtenus sont étalées sur les lames (CITOGLAS® 217105-1 Super GRADE) et
mises a sécher 1h a 60°C. Les indications de 1’organe sont préalablement gravées sur la lame
correspondante.

5. Coloration :

- Elle est procédée par séchage des lames a 90°C pendant 10 min a 1’étuve dans le but
d’éliminer la paraffine du prélévement et d’augmenter I’adhérence des coupes.

Les différentes étapes de la coloration Hématoxyline-Eosine sont:

Déparaffinage (Xyléne).

Hydratation(Ethanol).

Coloration.

Déshydratation (Ethanol).

Eclaircissement (Xyléne).

L’automate de coloration (Sakura Finetechnical Co., Ltd.) utilisé comprend les bacs suivants :



Durée (minutes)

Xyléne

Alcool (éthanol 98%)
Eau distillé
Hématoxyline de Harris
Eau courante

HCI 1%

Alcool pur (éthanol 98%)
Eau lithiné

Eau courante

Eosine

Eau courante

Alcool (éthanol 98%)
Xyléne

3
2
2
6
3
2 secondes

[EEN
whwkovw




Annexe 2

Statistiques du

topique

pouvoir

anti-inflammatoire

Traitement / Fisher (LSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% :

Contraste Différence Différence standardisée Valeur critique Pr > Diff Significatif
Bethazone vs Control - -0,006 -2,772 2,120 0,014 Oui
Bethazone vs Voltarene -0,005 -2,306 2,120 0,035 Oui
Bethazone vs HE -0,001 -0,378 2,120 0,710 Non
HE vs Control - -0,005 -2,526 2,120 0,022 Oui
HE vs Voltarene -0,004 -2,030 2,120 0,059 Non
Voltarene vs Control - -0,001 -0,598 2,120 0,558 Non
LSD-value : 0,004

Modalité Moyenne estimée Erreur standard Borne inférieure (95%)  Borne supérieure (95%) Groupes
Bethazone 0,003 0,001 -0,001 0,006 A
HE 0,003 0,001 0,000 0,006 A B
Voltarene 0,007 0,001 0,004 0,011 B
Control - 0,009 0,002 0,005 0,012

Statistiques de l'activité antalgique in vivo
Traitement / Fisher (LSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% :
Différence

Contraste Différence standardisée Valeur critique Pr > Diff Significatif
HE vs Contrdle -43,200 -4,357 2,179 0,001 Oui
HE vs Spasfon -7,200 -0,726 2,179 0,482 Non
Spasfon vs Contréle -36,000 -3,631 2,179 0,003 Oui
LSD-value : 21,604



Moyenne

Borne inférieure Borne supérieure

Modalité estimée Erreur standard (95%) (95%) Groupes
HE 19,000 7,011 3,723 34,277 A
Spasfon 26,200 7,011 10,923 41,477 A
Contréle 62,200 7,011 46,923 77,477
CH3 CHs CH3
I
O "CHj
: - O
_ OH = H 3C CH 3
2N\ =
HC” “CHy  CHg™  CHa
Menthol Menthone Acétate de menthyle
Composés majoritaires
CHs CH; CH,
O | \
. OH
" 0 J Y
HsC CHs H,C CH,
Eucalyptol Menthofurane Isomenthone

Composés minoritaires

Structure chimique de quelques composés détectés dans I’essence de Mentha piperita.



Annexe 3
Analyse Chromatographique de I’Huile Essentielle

Identification des composés terpéniques

=>» Mélange n-Alcanes injecté a la GC-MS pour la détermination des Temps de Rétention des
alcanes.

Alcanes Tr IR
C10 17.785 1000
Cl1 25.006 1100
C12 32.437 1200

C13 39.669 1300
Cl4 46.625 1400
C15 53.217 1500

Cl6 59.511 1600
C17 65.454 1700

=» Ouvrir le fichier du chromatogramme
=> Cliquer sur I’option Qualitative Parameters dans I’onglet Qualitative

&4 GCMS Postrun Analysis (Admin) (Data Analyis2. int split.1 200 - Copie.qgd] | 0 e
9 File Compound Table  View Qualildliv:] Quantitative Layout [Tools Window Help - || &%
~ . . ) ., = = = b
Qualitative Parameters... ) “a & | 1 @ El. A @
FH SR afls il 5 d n R b IE R o & b ADCD R
-l Peak Integrate b
- TIC&MIC Peak | « | » |Scan| « | » |Group| « | » [Methed File Name]
Qualitative Peak Integrate for TIC(All Group) el Os withect solvent
(x10,000,01 Peak Integrate for All Displayed Chromatogram - WMax Intensity : 54,823,565 SLB-5ms 2017.q0m
T 3 Tirme—40-800—Fcand—7 e 50T (20— Ovenremp oz
5.0 Show Qualitative Table... 2 g £ § o a mﬂ“:“d byl
ES|S e o 5 k]
Show Column Performance Table... s 2ls % é E E E §
28] ] & s 3o E
Similarity Search for Current Spectrum... £ a_:l % 2 g 5
] T
0, Register to Spectrum Process Table il 'T\E 1 g?e A f‘—w qu : /IE : - : ﬁ::nzlﬂm]
300 354 400 50 50.0 550 60.0 65.0 70.0
Register Current Spectrum to Library... (Sample Name]
T (10,000,01 Max Intensity : 54,823,565 2
L mcge)  Manual PeakIntegrate ' Tre $8081 Scak 6071 Tlen,  S54436% OvenTempl6.18 .
Peak Cancel Manual Peak Integrate [Sample D]
o UNK-0002
Integration for 5.0
Al TICs Split Peak [Comment]
oo Index Search
Lo
Qualitative M
Table 3.0+ B
]
o)
B 204
e
1.0 .
0 SRRV ST |1 P NP S ‘ ‘ g
50 100 150 0.0 %50 300 80 400 &0 50.0 5.0 60.0 850 no < .
rEvsntM:Ecan Ret. Time : [0.008] Scantt: (1] 0] | @ Edt

=>» Dans I’onglet Retention Index, copier les valeurs (Tr et IR des n-alcanes) dans le tableau pour les
intégrer.



- «
Qualitative Parameters “
| Peak ion | Spectrum Process | Similarty Search | Retention index | Colunn Performance
e ot st S ST
V Name Ret. Time Index \
1 C6 3.200 600
2 ©7 4191 700
3 cs8 7.016 300
4 c9 11.494 900 |
5 c10 17.785 1000
(] c11 25.006 1100
7 c12 32437 1200
8 c13 39.669 1300
9 Cc14 45.625 1400
10 fcis 53.217 1500
11 C16 59.511 1600
12 17 B65.454 1700
N

= Cliquer OK. Les indices de rétention (Ret. Index) seront automatiqguement intégrés dans chaque
pic.

TIC&MIC FIEL) Pe.
(x10,000,000) - =
__ = e
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20]
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< el

Event#l:Scan Ret.Time : [0.008] Scank: (11 | Retindex 278! O]
» | ID=

[ 8]

= Zoomer le pic a identifier, puis cliquer sur Similarity Research Result pour identifier le pic, en
comparaison avec la base de donnée NIST et Wiley.

¢ Quantitative Layout Tools Window Help
IR ? 2 SR Ao dam MEFEE e b D
: :

Scan ¢« Group ¢

Max Intensity : 54,823,565

7 = oS )
£ 2 o
B § 5 2
< B z g
2 5 g 8
= e g_ £ -
; 40 20 00 20 60.0 650 70,0
Max intensty : 54,823,565
Te 29065 Scan® 3485 Wen  GS.532823 OvenTempieid .
R Time Cal Inten. ven Te 4]
N ,d[ .\ n d e "‘. . A o A Av A %
7s 200 25 250 27 i) 325 EL R ™ 1) a2s | ss0  as 500 | 525
el »
5700 28.983] Scanf: [3444 > 3478]  Relindex 1152 @ |

= Une fenétre s’ouvre. Elle contient les spectres de masse du pic avec plusieurs possibilités de
composeés (dans notre cas, tous correspondent a isomenthone ou ses synonymes) trouvés dans la base
de données Wiley.
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=>» Autre exemple d’identification pour le Menthone (Masse moléculaire, Formule chimique et Base
de données)

L-MENTHOL 5% C10H200

= n |
7 [ 0 HMENTHOL S$ 156 C10H200  Wiey229.ib
87 [ 0 (+}-Menthol §§ Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1- 156 C10H200  Wiey229.ib
7 0 0 Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)- (C 156 C10H200  Wiey229.b
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% [ 0 L{-Hienthol S5 Cyciohexanol, S-methyl-2-(1 156 C10H200  Wiey229.ib
% [ 0 Cyclohexanol, S-methyl-2-{1-methylethyl)- (C 156 C10H200  Wikey229.ib -

&
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=> Intégrer le composé identifié (base du pic) (Manual Pic Intergrate) puis le copier-coller aprés
avoir cliquer sur Qualitative Table.
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=>» Résultats final du tableau intégrer donnant le nom de chaque composé, son TR et Surface du pic.

I File CompoundTable View Qualitative Quantitative Layout Tools Window Help
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e [ Peak# | Retime | starttm | EndTm miz Area Areat Height | Heightt AH Mark
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=> Si, dans le cas ou plusieurs propositions sont données par la base de données, il faut Fecourir a
une comparaison avec la littérature online (chercher le nom du composé pour avoir son Indice de
Rétention dans la colonne DB-5 avec une programmation de température). Site web :
www.webbook.nist.gov
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Aproposy

WebBook de Chimie NIST

e NIST, SRD 69

Base de données standard de référence NIST numéro 69

Aller voir: Options de recherche, Modéles et outils, Documentation, Notes

>Crédits

Le NIST se réserve le droit & |'avenir de facturer l'accés a cette base de données.

Options de recherche @

Recherches générales
* Nom
» |dentificateur IUPAC
s Numéro d'enregistrement de CAS
s Réaction

ational Institute of
lsr ?'ﬂ"_ff°'dl_évdi=.<h"?'°9v WebBook de Chimie NIST, SRD 69

Recherche v

1]

® Propriétés d'énergétique d'ion

® Energies vibrationnelles et électroniques

* Poids moléculaire

Données NIST ¥

Aproposy

Recherches basées sur les propriétés physiques

Recherche des données d'espece par le nom chimique

Veuillez suivre les étapes ci-dessous pour effectuer votre recherche (Aide):

1. Entrer un nom d'espéce chimique ou de modéle (par exemple, méthane, *2-héxéne]

2. Sélectionner unité désirée pour les données thermodynamiques:

® S10 basé-calorie

3. Sélectionner le type(s) désiré des données:

Données Thermodynamiques
Phase Gazeuse
Phase condensée

Changement de phase

Autres Données

Spectre IR
Spectre THz IR

Spectre de Masse

Réaction
Energies ioniques

Groupes ioniques

View large format table.

SpECHE v vIS,

¥ Chromatographie en phase gazeuse

Constantes des molécules diatomiques

Loi d’Henry

4, Cliquer ici pour lancer la recherche:
=> Le composé sera identifié et confirmé si la valeur du IR trouvé dans la littérature (pour le
méme type de colonne) est proche ou égale a celle donnée par le logiciel (IR = 1152 pour

I’isomenthone dans une colonne apolaire DB-5 avec programmation de température).
Normal alkane RI, non-polar column, temperature ramp

Column n
Active phase 1 Reference Comment
type
Capillary pB-1| [1382.szalehi, Sonboli, et al., 2005 60. m/0.25 mm/0.25 um, He, 5. K/min, 250. C @ 10. min; Tatart: 60. C
Capillary DB-5| 1154.|Sefidkon and Jamzad, 2005 He, 4. K/min; Column length: 30. m; Column diameter: 0.25 mm; Tgtan: 40. C; Teng: 240.C
Capillary HP-5MS| 1156.|Slavkovska, Couladis, et al., 2005 30. m/0.25 mm/0.25 um, He, 3. K/min; Tear: 60. C; Teng: 280.C
Capillary RTX-1| 1137.|Sonboli, Salehi, et al., 2005 60. m/0.25 mm/0.25 um, He, 5. K/min, 25. C @ 10. min; Tga: 60. C
Capillary HP-5MS| 1176.|Tepe B., Sokmen M., et al., 2005 30. m/0.25 mm/0.25 um, He, 50. C @ 3. min, 3. K/min; Teag: 240. C
Capillary HP-5| 1139.|Aghel, Yamini, et al., 2004 30. m/0.25 mm/0.32 um, He, 60. C @ 3. min, 5. K/min; Teng: 250. C
Capillary DB-1| 1148.|Choi, 2004 60. m/0.25 mm/0.25 pm, N2, 70. C @ 2. min, 2. K/min, 230. C @ 20. min
Capillary DB-5| 1152.|Kalvandi, Sefidkon, et al., 2004 60. m/0.25 mm/0.25 um, He, 40. C @ 4. min, 4. K/min; Teng: 280. C
Heli . K/min, 240. . min; Coll L h: 30. m; Col i 2 0. H
Capillary DB-5| 1152.|Miyazawa, Funita, et al, 2004 elium, 2. K/min, 240. C @ 999. min; Column length: 30. m; Column diameter: 0.25 mm;
Tstart: 60. C
. . . Helium, 2. K/min, 240. C @ 999. min; Column length: 50. m; Column diameter: 0.25 mm;
Capillary DB-5| 1152.|Miyazawa, Fujita, et al., 2004 T 60.C
start? ©U.
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