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Introduction

INTROCUCTION

Depuis I’antiquité, I’humanité a utilisé les plantes pour traiter les maladies, sans savoir a

quoti étaient dus leurs effets bénéfiques.

Aujourd’hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car
I’efficacité¢ des médicaments décroit avec le temps ce qui oriente les chercheurs scientifiques a
faire des études approfondies sur la composition chimique de la plante en métabolites

secondaires et leurs action thérapeutique.

L’un des problémes plus abondantes dans le monde biologique et médicale est le stress
oxydatif, c’est une situation ou la cellule ne peut plus résister la production d’'une maniere
exhaustive des radicaux libre toxique ce qui mene a plusieurs maladies dangereuses tels que le

cancer.

Les radicaux libres sont toujours présent dans notre organisme, car I’oxydation est une
partie de la vie aérobie de notre métabolisme, mais tous a des limites, car une superproduction

de ces especes peut étre néfaste pour I’organisme.

La douleur est une sensation indésirable, c’est pour cela on observe la présence d’une
variété assez importante des analgésiques dans le marché pharmaceutique, mais la recherche

ne cesse de se développer dans le but d’obtenir toujours le mieux.

Les plantes médicinales aromatiques constituent une source essentielle de substance

bioactifs a des propriétés biologiques divers (antioxydants, antibactérienne...etc).

Mentha pulegium L, est une plante aromatique répandue dans I’Afrique du nord,
I’Europe et le moyen orient, elle est utilisée traditionnellement comme carminatif,
antiseptique...etc, et aussi elle participe au quelque recette de cuisine comme aromatisant

puisque elle est riche en huiles essentielle ce qui lui donne ’odeur désagréable.

Notre travail porte sur I'¢tude des activités biologiques des extraits de la partie aérienne

de Mentha pulegium a savoir : I'évaluation les activités antioxydante et analgésique.
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Généralité sur les radicaux
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Chapitre 1 Généralités sur les radicaux libres

Chapitre I : Généralités sur les radicaux libres.

1.1. Les radicaux libres :
1.1.1. Définition :

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un €lectron non
appari¢ sur l'orbitale externe. Ces €électrons non appariés rendent ces especes tres instables et
donc treés réactives et pour se stabiliser, elles vont tenter d’apparier leur électron célibataire
[33]. L’ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes

réactives de I'oxygene (ERO) [21].
1.1.2. Principaux radicaux libres :
e L’anion superoxyde : 02"

Est la forme réduite de l'oxygéne moléculaire par la réception d'un électron. C’est le

premier radical formé lors du transport des €lectrons au niveau de la chaine respiratoire [29].

L'anion superoxyde joue un réle tres important dans la génération des autres radicaux
libres tels que le peroxyde d'hydrogéne H,O,, le radical hydroxyle "OH, et l'oxygéne singulet
0, [73].

- B-
O2 + @ mwerrm—— O2
e Le peroxyde: H,O;

Le peroxyde est considéré comme une espece réactive dérivée de 1’oxygene (ERO),
méme s’il n’a pas une structure radicalaire, car il est capable d’initier ou de propager des
dommages oxydatifs [33].

Le peroxyde d’hydrogene (H,0;) se forme par la dismutation spontanée ou enzymatique
du radical superoxyde, la dismutation enzymatique est catalysée principalement par le

superoxyde dismutase (SOD) [57].

&-
2 02 + 2H+ ’!WW HzOz + 02

e Le radical hydroxyle : ‘OH
Est I'une des espéces chimiques les plus oxydantes et peut attaquer trés rapidement la

plupart des molécules biologiques [55].
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Le radical hydroxyle (OH®) est formé principalement par la dégradation du H,O; en
présence de métaux de transition sous leur forme réduite, ainsi HO, associ¢ a du fer ferreux
conduit a la réaction de Fenton [71].

Fe,' + H,0, Fes' + OH + OH"

H,0; peut également réagir avec le radical superoxyde, aboutissant la encore a la

production du OH®, ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et Weiss [71].

Fe (II1)/Cu (1)

o L’oxygéne singulet: '02

Est une autre espece oxygénée tres réactive. C’est une molécule a I’état excité qui peut
réagir avec différents accepteurs d’¢électrons pour produire des peroxydes. Il a pour cible

biologique les membranes, les acides nucléiques et les protéines [S6].
1.1.3. L’origine des radicaux libres :
1.3.1. L’origine endogéne :

Les systemes biologiques les plus simples générant des ERO, sont les constituants
cellulaires solubles capables d’activer l'oxygeéne moléculaire, lors des réactions
d’autooxydation. Ce groupe comprend, parmi d’autres, des thiols, des hydroquinones, des
flavines, des catécholamines, des tetrahydropterines, des hémoprotéines, et des métaux de

transition.

Mais la production des ERO dans les cellules mammiferes est essentiellement d’origine
enzymatique et découle dans plusieurs sources possibles (Figure 01). Il s’agit principalement
de:

e NAD(P) H oxydase qui est une enzyme membranaire, utilisant NAD(P) H comme
substrat et génére O,* .
e La xanthine oxydase/déshydrogénase peut générer O,” et H,0; en utilisant la

xanthine ou I’hypoxanthine et NADH comme substrat [46].
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e Lors du métabolisme de I’acide arachidonique, ce dernier peut étre oxydé soit par
les cyclooxygénases, soit par les lipooxygenases (métallo-enzymes a fer), pour former
entre autre des hydroperoxydes qui sont des précurseurs de leucotrienes, puissants

médiateurs de I’inflammation.

De plus, dans l’organisme, 1’oxygeéne est réduit a 95 % dans les mitochondries
(Centrale énergétique de la cellule) par voie enzymatique en molécule non toxique comme
H,0. Cependant, il peut subir une réduction monoélectronique et former une espece beaucoup
plus réactive comme 1’anion superoxyde O,° [44].

1.3.2. L’origine exogéne :

Les EOR sont également générées sous I’effet d’oxydants environnementaux. En effet,
la pollution (ex.: oxydes d’azote), ’absorption d’alcool ou de certains médicaments (ex.:
catécholamines), 1’exposition prolongée au soleil et le tabagisme sont d’autant de situations

qui provoquent une surproduction d’EOR dans notre organisme [55].

E.umibre LTV axyilascs

-
ﬂx_..t.ﬂh.j 11H$H|"lr f,_rﬂ_,_,.r'"_ Oxy-givee P '.ﬂ-lt_‘r-'l' -'-J:_!.il ﬂ!-l-'Hl'.‘
ArEing. & Cycles redan ﬂls.‘TJI.IS-/I:‘E'/_/’ e losser oo pllaie
T HATIFH ox
milechandne / B .'rl r
'
- s g I'd -
NO) o, HOCI
Wansrvalr d'ezafe Ancan rupeerapde
OISO = | (YH"
BEraTyniirise Fadicel kpdrexvle
__// """-., //I
MEErsapiom oes AcTlvarion O ydanaon Feroxydanmom Dxvadamon de
pristéimes des cascades des protéines lipwi el ey e 1" AT

de Kinases

Figure 01 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de 'oxygene

impliqué en biologie [21].
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1.2. Stress oxydant :
1. 2.1. Définition :

Le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre, entre la production des radicaux

libres et la destruction par des systémes de défenses antioxydantes [27].
1.2.2. Conséquences du stress oxydant :

Le stress oxydatif, di aux radicaux libres, entraine des dégats tissulaires essentiellement

par ’oxydation des protéines, de I’ADN ou des lipides [39].

1.2.2.1. Oxydation des protéines :

Les protéines sont des constituants cellulaires structurels et fonctionnels, essentiels, qui
peuvent subir des modifications oxydatives. L’oxydation des acides aminés, surtout des
acides aminés soufrés et acides aminés aromatiques, entraine des modifications structurales
des protéines [S6].

En général, les protéines oxydées sont inactives et sont rendues vulnérables a 1’action
des protéases. Lors d’un stress oxydatif important, les cellules sont incapables d’éliminer par
protéolyse les protéines oxydées accumulées, ce qui conduit aux dégats protéiques observés
[42].

La modification des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les
ERO est a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés et la perte de groupes

sulthydriles critiques [35].

1.2.2.2. Les altérations de ’ADN :

Les bases puriques, pyrimidiques et le désoxyribose sont la cible privilégi¢e des EOR
[49]. La guanine est ainsi facilement transformée en 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-
dG) qui est normalement éliminée par des enzymes de réparation de I’ADN qui peuvent, elles
aussi, €tre victimes de l’action des radicaux libres. Si ces systeémes de protection sont
débordés ou défectueux, les altérations du matériel génétique s’accumuleront au sein de
I’ADN représentant ainsi la premiere étape impliquée dans la mutagenese, la carcinogenése et

le vieillissement [51].

Selon la source des agressions, I’ADN est endommagé de différentes facons. On peut

noter quatre classes principales de dommages : les coupures simples et doubles brins, les
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bases modifiées comme la 8-OHdAG qui est un marqueur des dommages oxydatifs de I’ADN,

les pontages ADN-ADN et ADN-protéines et les sites abasiques (figure 02) [56].

1.2.2.3. Peroxydation lipidique :

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) comme [D’acide linoléique ou 1’acide
arachidonique sont les cibles privilégiées des ERO, qui conduisent a la formation des
peroxydes lipidiques [9]. Ces derniers se comportent comme des substances toxiques
responsables des dysfonctionnements et d’altérations cellulaires (perte d’acides gras
polyinsaturés, diminution de la fluidit¢ membranaire, modification de I’activité des enzymes
et des récepteurs membranaires, libération du matériel a partir du compartiment subcellulaire)
[51].

Une attaque radicalaire, par le radical hydroxyle (*OH), capable d’arracher un
hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour former un radical diene
conjugué, oxydé en radical peroxyle. Une réaction en chaine se produit conduisant a la
transformation du radical peroxyle, au contact d’un autre acide gras, en un nouveau radical
diene conjugué.

Les radicaux dieénes conjugués, sous I’action de I’oxygene, se transforment en
hydroperoxydes qui peuvent, soit étre réduits et neutralisés par la glutathion peroxydase, soit
continuer a s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes, acides et alcanes volatiles (figure03)

[79].

1.3. Les antioxydants :

Les cellules possedent des mécanismes de défense endogenes enzymatiques et non
enzymatiques qui, de maniére générale, suffisent a renverser le stress oxydant, résultant du

métabolisme aérobie, appelés « antioxydants » [67].
1.3.1. Définition :

Du point de vue biologique, les antioxydants sont toutes substances qui, présentes a
faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent
significativement I’oxydation de ce substrat, et dont les produits de la réaction entre I’oxydant

et 'antioxydant ne doivent pas €tre toxiques et ne branchent pas la réaction radicalaire [79].
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1.3.2. Caractéristiques des antioxydants :

Un composé est considéré antioxydant in vivo, lorsqu’il requicre les propriétés
suivantes [76, 17] :
v’ il doit réagir avec les métabolites réactifs de 1’oxygéne qui sont biologiquement
toxiques.
v Le produit de la réaction de I’antioxydant avec 1’oxydant ne doit pas étre plus toxique
pour I’organisme que le métabolite €liminé.
v’ L’antioxydant potentiel doit étre présent dans 1’organisme en concentration suffisante.
v' La demi-vie de l’antioxydant doit étre suffisamment langue pour réagir avec

I’oxydant.

1.3.3. Origine des antioxydants :
1.3.3.1. Les antioxydants endogénes :
Les défenses antioxydantes de 1’organisme peuvent se diviser en:

e un systeme de défense primaire: composé¢ d’enzymes et de substances
antioxydantes
V' La superoxyde dismutase (SOD) : diminue la durée de vie de ’anion superoxyde
0,
v' La catalase : transforme le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en simple molécule
d’eau.
v' La glutathion peroxydase (GPx): détruit le peroxyde d’hydrogéne et les
peroxydes lipidiques.
v Les molécules piégeurs : le glutathion (GSH), ’acide urique, les protéines a
groupement thiols, ubiquinone...etc.
e Un systeme de défense secondaire: composé¢ d’enzymes protéolytiques, des

phospholipases, des ADN endonuclease et ligase, des macroxyprotéinases [60].
1.3.3.2. Les antioxydants naturels :
e Vitamine E : (ou a-tocophérol)

Est un antioxydant important qui protege les cellules contre les dommages associés aux

radicaux libres et par conséquent, prolonge la vie cellulaire tout en ralentissant le processus de
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vieillissement [50]. Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein
des acides gras de la membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un réle protecteur

en empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant [77].

La vitamine E n'est pas biosynthétisée. Elle est présente dans les huiles végétales,
principalement dans l'huile de germe de blé, de tournesol, de soja, d'arachide ou d'olive. On la
trouve aussi en moindre quantité¢ dans les céréales, les amandes, les légumes verts, le beurre,

la margarine, les poissons gras [4].
e Vitamine C : (ou acide ascorbique)

C’est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles présent dans les fluides intra- et
extracellulaires. La vitamine C peut directement réagir avec des especes réactives de
I’oxygéne comme HO" ou O,". Elle peut recycler ’a- tocophérol pour aider a prévenir

I’oxydation des lipides [78]. La vitamine C est largement répandue dans les fruits [77].

e Les caroténoides :
Sont une classe de composés phytochimiques trés importants, trouvés dans les légumes
et les fruits, également dans le lait, Le plus important et le plus connu des caroténoides est le
B-caroténe qui empéche I’initiation des réactions radicalaires en neutralisant I’oxygene

singulet [26, 9].

e Les polyphénols :

Les antioxydants extraits de plantes, utilisés tels quels ou aprés modifications
chimiques, imitant les enzymes, chélatant le fer ou piégeant les radicaux. Ils appartiennent a
de nombreuses familles chimiques, alcaloides, glucosides, dérivés indoliques, mais celle des
composés phénoliques a donné le plus de molécules en regroupant un vaste ensemble de
substances chimiques comprenant au moins un noyau aromatique et, en plus d'autres
constituants, un ou plusieurs groupes hydroxyle qui leur conférent la propriété d’antioxydants.

Les polyphénols naturels vont de molécules simples, comme les acides phénoliques, a
des composés hautement polymérisés comme les tanins (Figure 05). En plus de leur activité

antioxydante, ils sont doués de plusieurs autres activités biologiques importantes [76, 66].
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1.3.4. Mécanismes d’action des antioxydants :

On distingue au moins cinq modes d’intervention des antioxydants [S8] :

Interruption de la chaine de propagation des réactions radicalaires.
Chélation des métaux de transition.
Désactivation des espéces oxygénées réactives.
Inhibition de I’activité des enzymes de peroxydation.
v’ Abaissement de la pression partielle en oxygéne.
Les études ont montré que de nombreux polyphénols pouvaient agir a I’'un ou I’autre de ces

niveaux.
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La douleur et I’effet antalgique.
2.1. La douleur :
2.1.1. Définition :

La Douleur a été définie comme une expérience sensorielle et émotive désagréable,

associée a des 1ésions tissulaires présentes ou potentielles ou décrites comme telles [47].

Du point de vue sémiologique, la douleur est un symptome, un signal souvent salvateur
car le premier a attirer 1’attention sur un phénomene pathologique ; elle peut aussi, par son
intensité et sa durée, devenir un véritable syndrome, retentissant sur les grandes fonctions

organiques, capable a lui seul d’aggraver I’état du malade [47].
2.1.2. Caractéristiques :
La douleur est caractérisée par un ensemble de manifestations qui sont en général des :

o les manifestations cliniques : troubles trophiques, cedémes.
o les manifestations végétatives . vasoconstriction, mydriase, tachycardie, modification
de la pression artérielle, sudation.
e les manifestations motrices : retrait, sursaut, fuite.
e les manifestations psychiques : lorsque la douleur devient souffrance, la vie psychique
et affective des individus peut étre compleétement perturbée [37].
2.1.3. Classification :
2.1.3.1. Selon le type :
o Douleurs physiologiques : qui sont dues a une hyperstimulation des terminaisons
libres. Ses stimulations sont soit mécaniques (Ex : douleurs osseuses) soit chimiques
(Ex : douleurs ulcéreuses).
e Douleurs neurologiques : qui sont dues a une I¢sion des voies nerveuses (Ex : douleur
sciatique).
e Douleurs psychogenes : ce sont des douleurs dont la cause reléve du fonctionnement
psychique. Elles ne répondent pas au traitement par les antalgiques [37].
2.1.3.2. Selon P’intensité :
e Douleurs légeres ou faibles.
e Douleurs modérées.

e Douleurs séveres [37].
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2.1.3.3. Selon la durée :
e Douleurs aigues.
e Douleurs chroniques : durée supérieure a 3-6mois [37].
2.1.3.4. Selon le siége:
e Douleurs superficielles.
e Douleurs profondes [37].
2.1.4. Etiologie :
Les causes sont multiples :
e (auses physiques : ce sont les traumatismes, la chaleur, le froid, les rayonnements, le
courant €lectrique.
e (auses trophiques : par défaut de vascularisation.
e (auses chimiques : ce sont les acides, les bases, les corps « étrangers » exogene ou
endogene.
e (auses biologiques : ce sont les germes : les bactéries, les virus, les parasites et les

champignons ; le venin ; les toxines ; le pollen [75].

2.2. Les antalgiques :
2.2.1. Définition :

Ce sont des médicaments a action symptomatique qui atténuent ou abolissent les
sensations douloureuses sans provoquer une perte de conscience ou une dépression des autres
sensations [32].

2.2.2. Classification :
Deux grandes familles thérapeutiques composent cette classe pharmacologique :
e Antalgiques centraux :

La morphine, originaire d'une plante: Papaver somniferum L. exerce son effet en
agissant sur des récepteurs spécifiques présents dans différentes régions du systéme nerveux
central. Elle participe a l'analgésie et aux autres actions pharmacologiques qui y sont
associces [32].

e Analgésiques périphériques :

Ils agissent localement au niveau du stimulus douloureux ; leur mode d’action, souvent

proche, fait intervenir pour I’essentiel I’inhibition des prostaglandines. On y retrouve des

antalgiques purs, des analgésiques antipyrétiques et des anti-inflammatoires [32].
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2.2.3. Mécanismes d’action :
Prenons comme référence, 1’antalgique le plus utilisé dans le monde le paracétamol :
» Le paracétamol :

Est ’analgésique le mieux toléré; il n’entraine pas d’interactions significatives au plan
clinique. C’est le médicament de premicre intention dans les refroidissements, chez le
nourrisson et ’enfant, pendant la grossesse et en période d’allaitement, ainsi que dans tous les
cas ou les AINS sont contre-indiqués. C’est le seul analgésique a pouvoir étre associ¢ aux
anticoagulants, a étre utilisé en pré- et postopératoire, ainsi que chez I’hémophile [52].

L'action antalgique et antipyrétique du paracétamol résulte de son inhibition de l'activité
de la cyclooxygénase-3 produite par le cortex cérébral et qui y est responsable de la synthese
de prostaglandines (Figure 5) notamment de PGE2, un médiateur central de la douleur et de la
fievre, et de la cyclooxygénase-2b produite par la moelle épiniére pour la syntheése de
prostaglandines médullaires en renforcement de la perception douloureuse en cas

d'inflammation [1].

2.3. Tests de P’activité antalgique :
2.3.1. Test a la queue :
e Principe :
Réduire par des substances antalgiques, la douleur provoquée chez les rats, par
stimulation d’une douleur au niveau de la queue [18].
2.3.2. Test a la plaque chauffante (Hot plate test) :
e Principe :
Réduire, par des substances antalgiques, la douleur provoquée en déposant une souris
sur une plaque chauffante.
2.3.3. Test de torsion (Writhing test):
e Principe:
Réduire par des substances antalgiques, la douleur provoquée chez les souris par

l'injection d'une substance irritante capable d'entrainer des mouvements de torsion [32].
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La plante d’étude : Mentha pulegium L.

3.1. Famille des Lamiaceae :
3.1.1. Présentation botanique et géographique :

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae) est une importante famille
de plantes dicotylédones, qui comprend environ 4000 especes et pres de 210 genres répandus
dans le monde entier, mais surtout dans la région méditerranéenne [25].

C’est une famille trés importante dans la flore d’Algérie, ces especes sont des plantes
herbacées ou arbrisseaux a nombreuses glandes aromatiques ; tiges quadrangulaires. Feuilles
opposées, en général simples. Fleurs irréguliéres (zygomorphes), en bouquets axillaires
¢tagés, formant souvent des verticilles autour de la tige ; calice a 5 dents, parfois bilabi¢ ;
corolle bilabiée, sauf chez Ajuga et Teucrium, la 1eévre inférieur trilobée, la supérieure bilobée.

Etamines, 4 (2 chez Salvia). Fruit, 4 akénes insérés a la base du calice persistant [6, 24].

3.1.2. Intérét économique, pharmacologique et nutritionnel :

Cette famille est une importante source d'huiles essentielles, d'infusion et antibiotiques
pour l'aromathérapie, la parfumerie et l'industrie des cosmétiques. On y rencontre beaucoup
d'especes cultivées comme plantes condimentaires (sauge, thym, basilic, menthe, etc...). Ony

trouve aussi des plantes ornementales (sauge, lavande, etc...) [40].

3.1.3. Présentation du genre Mentha :

Mentha, est un genre de la famille des labiées incluant 20 especes répandues dans le
monde entier. Ces plantes portent le nom d’une nymphe grecque métamorphosée en végétal
[8,54]. Les menthes se reconnaissent, en plus de leur odeur spéciale, a leurs fleurs tres petites,
a leurs corolles presque régulieres a 4 lobes presque €gaux et a 4 étamines également presque

¢gales [22].

3.2. La plante d’étude : Mentha pulegium.
La plante qui a fait ’objet de notre travail est une plante médicinale aromatique utilisée

par les habitants de la région de M’sila, elle est connu sous le nom de feliou (figure 06).
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Figure 06: Mentha pulegium L. [74]

3.2.1. Nomenclature:
+ Nom commun :
» En francgais : Herbe aux puces, Herbe de saint Laurent, Bléchon, Pouliot.
» En anglais : Pennyroyal.

®,

«» Nom botanique : Mentha Pulegium L.
«* Nom vernaculaire :
» En arabe : Feliou

» En targui ou berbére : Afligou, Félgou, Moursal, Temarsa [13, 74].

Le nom de « pouliot » vient du latin pulegium, qui dérive de pulex : la puce ; la plante

ayant la propriété d'¢loigner les puces [13, 74].

3.2.2. Classification :

La classification de I’espéce Mentha pulegium L. est donnée dans le tableau suivant :
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Tableau 01 : Taxonomie de la Menthe pouliot [14].

Rang taxonomique Nomenclature

Regne Plantae
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Gamopétales

Ordre Lamiales ou Verbenales
Famille Lamiaceae ou Labiées
Genre Mentha

espece Mentha pulegium L.

3.2.3. Description botanique :

Mentha pulegium L. est une Herbe vivace trés odorantes. Inflorescence formée de
nombreux verticillastres denses, feuillés, distants. C’est une plante glabre a Calice presque
bilabié. Plante de 10-30 cm tres fréquente dans les lieux inondés en hiver et assez commune
surtout dans le Tell [62].

Les tiges quadrangulaires, rameuses, velue, grisatre ou glabrescente ; feuilles petites
courtement pétiolées, oblongues, longues de 15 a 25 mm, crénelées sur les bords. Fleurs
pédonculées, rosées ou liliacées, en verticilles nombreux tous axillaires écartés, multiflores,
trés compacts ; calice velu, tubuleux a gorge fermeée par des poils connivents, subbilabié¢ a 5
dents inégales, ciliées, les deux inférieures plus étroites, corolle non gibbeuse a la gorge ;

carpelles ovoides, lisses [S].

3.2.4. Air et répartition :

La plante est trés commune jusqu'a 1800m d'altitude. Dans les zones humides, pres des
routes, et en abondance dans les montagnes herbagées. Elle est trés répandue dans 1’aire
méditerranéenne, I'Europe, I'Asie, I’ Amérique et le Nord de I'Afrique (du Maroc a I'Egypte)
[54, 74].

3.2.5. Usages traditionnels :
La partie aérienne florissante de pouliot est traditionnellement utilisée pour son effet

antiseptique, et aussi comme antiflatulent, carminatif, expectorant, diurétique, pour le
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traitement du rhume, sinusite, cholera, intoxications alimentaire, bronchite et tuberculose,
...etc [10]. Elle fournit une huile essentielle connue sous le nom de pennyroyal. Cette derniere
est utilisée outre-Atlantique comme aromatisant (fabrication des parfums et du savon) ainsi
comme répulsif d’insectes [10].

Elle a aussi une utilisation ancestrale pour aromatiser les sauces, les desserts et les
boissons, elle est parfois cultivée comme plante condimentaire [74]. Quelques préparations

thérapeutiques de la plante sont présentées dans le tableau 02.

Tableau 02 : Quelques préparations thérapeutiques de la menthe pouliot.

Partie utilisée et Effets thérapeutiques référence

préparation

Partie aérienne
Infusion : cuillére a soupe
par tasse pendant 10 min.
Cas de refroidissement, de [38]
Inhalation. rhume, de bronchite, de toux
et de douleurs abdominales
Décoction : dans le lait ou du

thé.

Feuilles fraiches en Arrét de la sécrétion lactée [70]
cataplasme
L’huile essentielle : Un effet abortif [38]

A forte dose

3.3. Phytochimie :

L'huile essentielle, les polyphénols et les terpenes sont considérés comme les
principaux composés chimiques responsables de l'activité pharmacologique des espéces
appartenant au genre Mentha. Cependant, la plupart des études ont porté sur les huiles
essentielles, alors qu'il y a beaucoup moins de rapports concernant les activités biologiques

des extraits polyphénoliques de ces especes [72]. Par conséquent, le but de notre travail était
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d'examiner les activités antioxydantes des extraits polyphénoliques de I’espece Mentha
pulegium.
3.3.1. Les huiles essentielles :

La menthe pouliot contient des huiles essentielles. C’est un liquide rouge jaunatre,
d’odeur tres forte, soluble dans ’alcool, composé de 75 a 80% de pulégone liquide incolore
d’odeur aromatique -qui se montre antiseptique- et de menthol, de limoneéne lévogyre, de
dipentene [5].

Le rendement moyen en huiles essentielles a été exprimé en millilitre par rapport a 100

g de matiere végétale seche. Ce taux est de 3,30 % pour la menthe pouliot [30].

Tableau 03: Composition chimique d’huiles essentielles de la littérature de différentes

Origines [74]

Constituants Maroc Inde et Hymalaya Egypte Uruguay Autriche Gréce
menthone 0,3 8,3-8,7 - 3,6 8,0 -
1somenthone - 3,8-4,0 - 12,9 - -
cis-isopulégone - - - 1,4 - -
menthol 0,7 - - 0,1 - -
néomenthol - - - - - -
pulégone 80,3 65,9-83,1 43,5 73,4 - -
pipéritone 0,9 1,3-3,2 12,2 0,1 70,0 -
pipériténone - - - 0,9 - 83,7-97,2

3.3.2. Autres composants :

La menthe pouliot contient €galement du sucre, du tanin, des mati¢res résineuses,

pectiques, cellulosiques, une oxydase, une peroxydase, une catalase [22].

3.4. Pharmacologie :
3.4.1. Activité antibactérienne :
L’¢étude de Dimitrios et ces collaborateurs en 2012 a montré que I’extrait méthanolique

de I’espece Mentha pulegium a une activité¢ antibactérienne contre Staphylococcus aureus

(bactérie de gram positif) [72].
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3.4.2. Activité antioxydante :

L’¢tude de Dimitrios et ces collaborateurs en 2012 a montré que les extraits
méthanoliques et aqueuses du pouliot possedent une activité de piégeage des radicaux libres,
les résultats sont en accord avec ceux montrés dans plusieurs recherches (Berselli et al., et

Mata et al., 2007) [72].

3.4.3. Activité antifongique :
Le pouvoir antifongique des huiles essentielles de M. pulegium a été étudié vis-a-vis de
deux champignons), par Hmiri et ces collaborateurs, elle a provoqué une inhibition de la

croissance d’A. alternata et de P. expansum [30].

3.4.3. D’autres activités :
Quelques effets pharmacologiques des huiles essentielles de la menthe pouliot comme
I’effet abortif sur les rats, 1’activité cytotoxique humaines, et son effet antioxydant sont

confirmés [11].
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Chapitre IV : Matériels et méthodes.
4.1.. Matériel végétale :
4.1.1. Origine :

La plante d’¢tude Mentha pulegium a été achetée aupres d’un herboriste de la région de

M’sila et elle été identifiée par une botaniste Mme ADOUI Nabila Université de M’sila.
4.1.2. Traitement préliminaire de la plante :

Les racines sont ¢liminées de la plante. La partie aérienne (Feuilles, Fleurs et tiges) est

récupérée.
4.1.3. Broyage :
La partie aérienne est broyée, puis mis dans des bocaux hermétiques et conservé a sec a
I’abri de I’humidité.
4.2. Tests préliminaires :

La poudre végétale de la plante Mentha pulegium a subie différentes réactions

chimiques, afin de confirmer la présence ou I’absence de certains métabolites secondaires.
4.2.1. Préparation des extraits :
e Préparation d’extrait aqueux :

10 grammes de poudre de feuilles sont mis a infuser dans 100 ml d’eau bouillon
pendant 30 min. L’infusé est filtré et le filtrat ainsi obtenu constitue 1’extrait aqueux.
e Préparation de ’extrait méthanolique :
10 grammes de poudre de feuilles sont mis & macérer dans 100ml de méthanol pendant

24 heures, le macérat est filtrée et le filtrat ainsi obtenu constitue I’extrait méthanolique.

4.2.2. Les tests phytochimiques :
e Polyphénols :
Quelques gouttes d’HCL, sont ajoutée a 5 ml d’infusé, en présence de polyphénols la

coloration sera rouge [64].
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e Flavonoides :

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine. Deux (2) ml de
I’extrait aqueux ont été repris dans 5 ml d’alcool chlorhydrique dilu¢ 2 fois. En ajoutant 2 a 3
copeaux de magnésium, il y a un dégagement de chaleur puis une coloration rose orangé ou
violacée. L’addition de 3 gouttes d’alcool isoamylique a intensifi¢ cette coloration qui a
confirmé la présence de flavonoides [28].

e Tanins :

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, 1 ml de I’extrait aqueux, 1ml
d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl3 diluée. L’apparition d’une coloration vert-foncée
ou bleu-vert indique la présence des tanins [28].

e Saponosides :

Pour rechercher les saponosides, nous avons verse, dans un tube a essais, 10 ml de
I’extrait total aqueux. Le tube était agité pendant 15 s puis laissé au repos durant 15 min. Une
hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indiquait la présence de saponosides [S3].

e Anthocyanes :

2 ml d’infusé aqueux sont ajoutés a 2 ml de HCI 2N. L’apparition d’une coloration
rose- rouge qui vire au bleu violacé par addition d’ammoniac indique la présence
d’anthocyanes [S3].

e Les alcaloides :

Une chromatographie sur couche mince que nous appellerons CCM (gel de silice,
plaque de 200 x 200 mm) est effectuée pour quelques pl d’extrait méthanolique. Le solvant de
migration est AcEt / MeOH / NH4OH 50 % (9:1:1). Apres migration, les spots fluorescents a
365 nm sont pulvérisés avec le réactif de Dragendorff (tétraiodobismuthate de potassium).
L’apparition en lumicre visible de taches orange témoigne de la présence d’alcaloides [16].

e Coumarines :

1 g de poudre végétale est placé dans un tube, en présence de quelques gouttes d’eau.

Les tubes sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et sont portés a ébullition.

Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines apres examen sous UV [16].

4.3. Extraction des principes actifs :
4.3.1. Extraction par Soxhlet :
Plusieurs techniques d’extraction peuvent &étre mises en ceuvre pour extraire les

principes actifs des plantes, parmi lesquelles on a utilisé la méthode de Soxhlet.




Chapitre IV : matériels et méthodes

La méthode de Soxhlet est 'une des méthodes d’extraction solide-liquide, elle est

réalisée par épuisements successifs de la poudre végétale a I'aide d’un solvant [36].
4.3.1.1. Principe :

L'appareillage comporte un chauffe-ballon, un ballon de 500 ml dans lequel le solvant
est chauffé jusqu'a sa température d'ébullition et vaporis€, un réfrigérant qui condense les
vapeurs et un extracteur de 250 ml a l'intérieur duquel est introduit dans une cartouche
poreuse le produit a extraire (la poudre végétale) et ou retombe le solvant condensé dans le
réfrigérant. Un siphon permet de vider périodiquement 1'extracteur de la solution obtenue. La

solution retombe alors dans le ballon ou se concentrent les extraits [36].
4.3.1.2. Protocole :

20 g de poudre végétale introduite dans la cartouche, le ballon est rempli par 400ml du
solvant d'extraction, le Méthanol (Biochem) puis chauffé a 40 C° (température d'€bullition du

Méthanol).

L'extraction terminée quand 6 cycles de solvant passent, la solution obtenue est filtrée
sur papier filtre puis concentrée a l'€vaporateur rotatif (rotavapor R-210 BUCHI) jusqu'a
I’obtention d’extrait sec de polyphénol. Le résidu est pesé¢ et gardé au congélateur jusqu'a la

mise en marche des tests phytochimiques et pharmacologiques.
4.3.2. Extraction des flavonoides :
4.3.2.1. Principe :

Tous les flavonoides n’ont pas la méme propriété¢ de solubilité car certains flavonoides
sont solubles dans I’eau et I’alcool alors que d’autres ont des propriétés hydrosolubles

extrémement faible [10].
4.3.2.2. Protocole :

Ce protocole d’extraction est selon la méthode de Makhram 1982 [48]. 20 g de poudre
de la plante est macéré dans un meélange hydro alcoolique (méthanol /eau 80/20: V/V)
pendant 72 h aprés dans un mélange hydro alcoolique (méthanol/eau 50/50: V/V) a
température ambiante et a 'obscurité avec renouvellement du solvant toute les 24 h, les divers

extraits sont réunis et filtrées.
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Apres filtration des extraits hydro alcooliques, ils subissent une évaporation sous vide

dans un rota vapeur (Rotavapor, Buchi 461) a une température de 35C°.

La phase aqueuse obtenue est conservée pendant 48 heures a 4C° puis filtrée. Apres
fractionnée par plusieurs solvants.

o Affrontement avec I’hexane : permet d’extraire les impuretés (composé€s non
phénoliques). Surtout les lipides qui risquent de compliquer les épreuves
chromatographiques.

e Affrontement avec le chloroforme : cette étape permet d’isoler (de soutirer) les
composés phénoliques simples tels que les acides phénols et les flavones
lipophiles.

o Affrontement avec I’acétate d’éthyle : entraine les aglycones, les mono -O-
glycosides et partiellement les di-O-glycosides présents dans les extraits.

Ces affrontements se font dans des ampoules a décanter. La phase aqueuse et le solvant

(V/V) sont mélangés énergiquement en laissant sortir a chaque fois les gaz produits.

Pour chaque solvant (chaque fraction), on refait deux a trois fois cette opération pour un
entrailnement optimal des groupes polyphénoliques séparés. La phase d’hexane ne renferme
pas de composés phénoliques est rejetée. Quant aux autres phases, elles sont évaporées a sec
avec le rotavapeur et reprises dans du méthanol (4 a 5ml) pour le diagnostic
chromatographique et I’activité antioxydante.

On prend aussi 4 a 5ml des phases aqueuses restantes (aprés plusieurs lavages)

contenant les flavonoides non entrainés (figure 07).
4.3.3. Détermination des rendements :
Les rendements des matieres extraites sont calculés par la relation suivante :
Le taux de la maticre extraite(%) = Py- P»/ E*100.
P; : poids du ballon vide (g).

P, : poids du ballon apres évaporation (g).

E : poids de I’extrait sec (g).
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Figure 07 : Protocole d’extraction des flavonoides.
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4.4. Analyses des extraits :
4.4.1. Analyse qualitatif :
4.4.1.1. Chromatographie sur couche mince :

La chromatographie sur couche mince est une méthode facile a mettre en ceuvre. Elle
donne I’avantage de nécessiter peu de matériel et de fournir des résultats facilement

interprétables et toujours tres reproductibles [2].
4.4.1.1.1. Principe :

La séparation des constituants du dépot se fait a I'aide de deux phases : une phase
mobile qui est un solvant ou un mélange de solvants. Et une phase stationnaire qui est un

adsorbant maintenu sur une plaque de verre ou de plastique rigide [2].

4.4.1.1.2. Protocole :
e Préparation de la phase stationnaire :
La plaque CCM de gel de silice est coupée a des petites plaques de taille (6*7cm) et
utilisées comme phase stationnaire.
e Préparation de la phase mobile :
La phase mobile est constituée par un mélange de solvants organiques. Pour cela,
différents systémes solvants ont été essayés pour définir ceux qui donnent les meilleures

séparations (tableau 04).

Tableau 04 : Les différents systémes solvants utilisés pour la CCM de gel de silice.

Systémes solvants Proportions (v/v)
Chloroforme/méthanol 10/2
Acétate d’éthyle/méthanol/eau 7/1.5/1.5
Dichlorométhane/méthanol 51
Acétate d’éthyle/acide formique/eau 8/1/1
Dichlorométhane/acétate d’éthyle 91
Tolueéne/méthanol/éthanol 4/3/3
Méthanol/eau/acide acétique 18/1/1
Chloroforme/acétate d’éthyle/acide formique 50/40/10
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Les systemes solvants choisis sont utilisés comme des €luants des phases stationnaires,
leurs vapeurs doivent saturer 1’atmosphere de la cuve ceci impose d’utiliser une cuve bien
fermée.

e Dépots :

Pour analyser les cinq extraits ; brut (EBr), chloroformique (ECh), d’acétate d’éthyle
(EAc), aqueux (EAq) et infusé (Inf) 5 pl de chaque extrait sont déposés a I’aide d’une
micropipette de 10ul d’une fagon perpendiculaire et linéaire, les plaques sont ensuite introduites
dans la chambre de migration préalablement saturée par les vapeurs de la phase mobile.

e Développement des plaques :

Les différents constituants de 1’échantillon déposé migrent avec des vitesses différentes.
Dans le cas idéal, on obtient autant de taches que les constituants sur le trajet de migration du
solvant.

e Révélation :

Si les constituants sont colorés, ils seront directement visible sur la plaque, sinon la
révélation peut se faire soit aux UV ou bien par des méthodes chimiques.

Dans notre travail on utilise la révélation aux UV qui permet de mettre en évidence sous
forme des taches des substances qui absorbent les UV entre 254 nm et 365 nm.

o Identification des composées phénoliques:

L’examen des flavonoides en lumiére ultraviolette est le plus utilisé¢ pour I’identification
et la détermination des différents types des flavonoides. Tous les flavonoides apparaissent en
UV sous forme de spots colorés, permettant de donner des renseignements pour déterminer la
structure du produit [68]. Le tableau 05 résume la relation qui peut exister entre la structure

d’un composé et sa fluorescence sous UV.
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Tableau 05: composés phénoliques identifiés par CCM [48].

Couleurs sous UV composés probables

Rouge anthocyanidine 3 glucoside

Rose anthocyanidine 3,5 di glucoside

Orange anthocyanidine 3 glucoside

Orange pale anthocyanidine 3 glucoside

Jaune flavonols

Jaune pale flavonols

Vert rutine

Bleu sombre flavonols, flavonones, aurones

Bleu vif hydroquinones

Bleu pale acide phénol

Bleu blanc fluo acide phénol

Mauve flavonols, flavonones, isoflavonones,
Flavones.

Violet flavonols, flavonones, isoflavonones,

Pourpre sombre flavone, chalcones.

4.4.2. Analyse quantitatif :
4.4.2.1. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectu¢ avec le réactif colorimétrique Folin-

Ciocalteu selon la méthode cité par Wong et al., 2006 [80] modifier dans notre laboratoire .
e Principe :

Le réactif de Folin-Ciocalteu, mélange de I’acide phosphotungstique (H3PW;,049) et
d’acide phosphomolibdique (H3PMo0;,049), est réduit en présence de polyphénols en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe (Wg0O,3) et de molybdéne (MogO;3). La coloration bleue
réduite est proportionnelle au taux de composés phénoliques présents dans le milieu
réactionnel [63, 41].

e Protocole :

100 ul d’extrait brute et d’infusé¢ de plante ou standard (préparés dans le méthanol) avec
des dilutions convenables a été mélange a 200 ul du réactif de Folin (Segma Aldrich) et 3160
ul d’eau distillé, Aprés 3 min, 600 pl d’une solution de carbonate de sodium a 20% (p/v) sont
additionnés au milieu réactionnel. Apres 2 h d’incubation a température ambiante

I’absorbance est mesurée a 765nm.
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Les teneurs en phénols totaux des extraits de plantes sont déterminées graphiquement et

exprimées en termes d’équivalent d’acide gallique (biochem) mg/g de matiere seche.

4.4.2.2. Dosage des flavonoides :

Le dosage des polyphénols totaux a ¢été effectu¢ avec le chlorure d’aluminium selon la

méthode cité par Bahorun et al., 1996 [3].
e Principe:

Le taux des flavonoides est estimé par spectrophotométrie en mesurant I’absorbance du

complexe flavonoides-aluminium ayant une absorbance maximale a 430 nm.
e Protocole :

I ml de chaque extrait (les 4 fractions +I’infus€) et du standard (dissous dans le
méthanol) avec les dilutions convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCIs
(2% dans le méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité et 1'absorbance a 430 nm a été
lue apres 10 minutes d’incubation. La quantité des flavonoides est estimée en g €quivalent de

quercetine par g d’échantillon.

4.5. Les activités biologiques :
4.5.1. L’activité antioxydante (in vitro) :

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation.
Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité antioxydante par
piégeage de radicaux libres [61].

Dans notre travaille, nous avons opté pour la méthode qui utilise le DPPH (diphényl
picryl-hydrayl) comme un radical libre relativement stable, selon le protocole décrit par

(Lopes-Lutz ef al., 2008) [43] modifier dans notre laboratoire.

e Principe :
Les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrayl(DPPH) ayant une couleur violette
en un compos€ jaune, le diphényl picryl-hydrazine, dont l'intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner

des protons.
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e Protocole :

Dans des tubes on introduit 1 ml de chaque extrait (1mg/ml) et 1ml de la solution
méthanolique au DPPH (0.004%), apres agitation par un vortex, les tubes sont placés a
I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure
de ’absorbance a 517 nm par le spectrophotometre.

Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou I’inhibition
des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

Activité Scavenger (%) = (A contréle —A échant / A contréle) x 100
Ou:
A contréle : Absorbance du contrdle.

A échant : Absorbance des extraits testés.

4.5.2. L’activité antalgique (in vivo):

Le protocole a été effectué selon la méthode de (Siegmund et coll. 1957) [69].
4.5.2.1. Choix des animaux :

L’¢tude in vivo a été réalisée sur des rats femelles, Wistar albinos dont le poids varie
entre 128 et 147g, procurés aux prés de I’Institut Pasteur d” Alger. Les animaux sont hébergés
dans des cages avec un porte étiquette ou est mentionné le nom du lot. Ces rats sont utilisés
apres une période d’adaptation plus de 7 jours, ils ont acces libre a I’eau et a I’aliment

standard. Avant I'expérimentation, les rats ont ét€ mis a jeun pendant 18 heures.

4.5.2.1. Principe :
Vérification de l'action inhibitrice des extraits sur la douleur provoquée chez les rats

par l'injection intra-péritonéale (I.P) d'une solution diluée d'acide acétique (Test de torsion).

4.5.2.2. Protocole :
Les animaux ont été répartis au hasard en 04 lots de 4 rats chacun :
e Un lot témoin recevant par voie oral I’eau distillée.
e Un lot recevant par voie oral I’infusé la menthe pouliot a la dose de 100mg/kg, et
autre recevant I’infusé a 200 mg/kg.
e Un lot recevant par la méme voie une solution de Paracétamol 150 mg/kg.
Une heure apres les différents traitements, une injection d'une solution d'acide acétique

1 % a ¢été faite dans le péritoine de chaque rat. Le syndrome douloureux se caractérise par des
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mouvements d'étirement des pattes postérieures et de torsion de la musculature dorso-
abdominale.

Apres l'injection de la solution d'acide acétique et un temps de latence de 5 minutes,
nous avons compté pour chaque souris le nombre torsions pour les 20 minutes suivantes.

L'activité antalgique est exprimée en pourcentage d'inhibition de la douleur pour chaque
groupe traité par I’extrait, Paracétamol, et le témoin.

Les résultats sont exprimés sous formes de moyenne (M) des torsions effectuées dans
chaque groupe + déviation standard (DS).

Le pourcentage d'inhibition de la douleur est calculé selon la formule suivante:

[(Moyenne du nombre de torsions groupe témoin)- (Moyenne du nombre de torsions

groupe traité)/ (Moyenne du nombre de torsions groupe témoin)] x 100.
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Chapitre V : résultats et discussion.

La plante Mentha pulegium, qui a été sélectionnée pour ses propriétés biologiques, apres

I’¢limination des racines, la partie aérienne est broy¢e et stockée dans un endroit sec.
5.1. Tests préliminaires :

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur I’extrait aqueux, méthanolique ou sur la

poudre végétale selon le protocole a suivre.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante. La détection de ces
composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la
lumiere ultraviolette. Le Tableau 06, regroupe les résultats des tests chimiques réalisés sur la

plante Mentha pulegium.

Tableau 06 : Résultats des tests préliminaires de Mentha pulegium.

Extrait Métabolite testé Couleur résulte Résultats
Polyphénols Rouge ++
Flavonoides rose orangé ++
AqllellX Tanins Bleu noire -+
Saponosides Mousse persistante ++
Anthocyanes Rose-rouge -
Méthanolique Alcaloides Tache orange sous -
uv
Poudre coumarine Fluorescence jaune -

Réaction fortement positive : +++ Réaction moyennement positive : ++

Réaction négative : -
La coloration rouge aprés I’ajout d’Hcl confirme la présence des polyphénols. Un virage
de couleur en rose orangé aprés I’ajout de Mg indique la présence des flavonoides. Une

coloration noire obtenue apres 1’ajout de Fecl; montre la présence des tanins galliques et

catéchiques. Une mousse persistante a 5 min aprés [’agitation due a la présence des
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saponosides. Aucun changement de couleur apres I’ajout d’ammoniaque, montre I’absence
des anthocyanes. Sous UV on n’a pas révélé des taches oranges sur la plaque CCM ni la

fluorescence jaune sur le tube ce qui indique I’absence des alcaloides et les coumarines.

Au vu de ces résultats, nous déduisons que la plante Mentha pulegium de la région
M’sila, comme d’autres especes de la famille Lamiacée, est riche en divers métabolites
secondaires, ce qui explique I’intérét et I’attention portée par les habitants de la région a

travers I'usage traditionnelle de cette plante.

5.2. Extraction des principes actifs :
5.2.1. Extraction des polyphénols :

L’extraction a été réalisée par I’extracteur Soxhlet, qui permet de faire I'extraction par
solvant continue d'une espece chimique contenue dans une poudre solide. Le méthanol peut
ainsi épuiser complétement le solide en quelques cycles sans intervention. Le résultat est
¢quivalent a une série de macérations successives.

L’extrait méthanolique (EBr) récupéré apres évaporation a sec et sous pression réduite a
été pesé pour déterminer le poids sec résultant, cet extrait renferme les polyphénols totaux. Le
rendement a été déterminé par rapport a 20 g de matiere végétale seche ; rendu en poudre ;

subissant une extraction douce.

5.2.2. Extraction des flavonoides :

L’extraction a été réalisée selon la méthode de (Markham., 1982), qui est tres
recommandée pour I’extraction des flavonoides. Elle s’effectue en deux grandes étapes, la
premiere est une extraction par un mélange hydro alcoolique méthanol/eau (80/20 v/v; 50/50
v/v) pour obtenir initialement 1’extrait contenant les flavonoides totaux. La deuxiéme étape de
fractionnement a ¢été réalisée par une série de solvants a polarité croissante (Hexane —
Chloroforme — Acétate d’éthyle) permettant ainsi de séparer les composés de I’extrait hydro
alcoolique selon leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction et donc selon leur
degré de glycosylation (flavonoides aglycones, mono, di et tri-glycosylés). De ce fait, 04
différents extraits ont ¢t€ obtenus successivement: 1’extrait d’hexane (rejeté car il contient des
graisses et des pigments), I’extrait du chloroforme (ECh), I’extrait d’acétate d’éthyle (EAc) et
I’extrait aqueux (EAq). Le rendement de ces fractions est exprimé en pourcentage de matiere

seche.
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5.2.3. Calculs des rendements :
La couleur, I’aspect, la composition ainsi que le rendement de chaque extrait par

rapport au poids de la matiere seche sont représentés dans le tableau 07 ci-dessous.

Tableau 07 : Caractéristiques et rendements en % des extraits phénoliques obtenus par
maceération et au Soxhlet a partir de la plante Mentha pulegium.

Extrait compositions Aspect Couleur Rendement (%)
Extrait brute Polyphénols Pateux Marron foncé 17.16
totaux
Fraction chloroforme Flavonoides Pateux Marron foncé 1.46
aglycones
Fraction acétate Flavonoides poudre Marron claire 2.22
d’éthyle mono et di-
glycosidique
Extrait aqueux Flavonoides di tri Pateux Marron foncé 16.8
et tétra
glycosidiques

Les résultats obtenus montrent que parmi les quatre extraits, I’extrait brute représente le
rendement le plus élevé 17.16%, suivi par ’extrait aqueux 16,8%, alors que les extraits
d’acétate et chloroformique possedent les rendements les plus bas successivement 2.22 % et
1.46%.

La différence entre le rendement d’extrait brute et le rendement de chloroforme peut
étre expliqué par la présence de composés lipophiles (acides gras, caroténoides,
chlorophylles) de poids moléculaire élevé plus soluble dans le premier solvant que dans le
second. Les flavonoides extraits de menthe pouliot sont beaucoup plus polaires qu’apolaires,
ce qui explique le rendement ¢levés de I’extrait aqueux (16.8%).

Le chloroforme responsable de I’extraction des flavonoides aglycones par contre
I’acétate est le responsable de [’extraction des flavonoides glycolysés, on constate que dans

notre plante ces derniers sont plus abondants que les premiers.

Toutefois, ces extractions peuvent €tre considérées comme complémentaires dans la

mesure ou les produits naturels présentent des polarités assez différentes. 11 s’agira donc de
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comparer les compositions respectives en ces produits dans ces extraits en combinant des

techniques de séparations et celles permettant 1’identification structurale.

rendement %

20
18
16
14
12
10

o N R O 0

Ebr Ech Eac Eaq

Figure 08 : rendement d’extraction des différents extraits en %.

5.3. Analyses des extraits :
5.3.1. Analyse qualitative :
5.3.1.1. Chromatographie sur couche mince :

Pour un essai d’analyse qualitative du contenu phénolique de nos différents extraits on a
eu recours a l'utilisation de la chromatographie sur couche mince (CCM), puisqu’elle est
I’'une des méthodes de séparation des différents constituants d’un extrait végétal et qui est
plutdt simple & mettre en ceuvre.

Une séparation par CCM commence non seulement par le choix de la phase mobile de
séparation mais aussi le choix de la phase stationnaire, la technique de développement choisie,
la dimension de la cuve et le degré de saturation de la chambre de développement par les
vapeurs solvants. Tous ces facteurs conditionnent de pré la séparation [81].

Huit systémes de solvant, de polarités différentes, choisies a partir de la littérature ; les
chromatogrammes résultants comportent une série de spots. L’identification des composés est
basée sur la comparaison des couleurs observées, sous lampe UV, avec ceux dans le tableau
de Markham, 1982 (Tableau 08).

La CCM n’est pas suffisante a elle seule, pour identifier d’une maniére précise un
produit, mais apporte des renseignements susceptibles d’orienter vers une hypothése de

structure.

N\
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Les classes des flavonoides varient dans le type et les quantités dues aux variations de la
croissance des plantes, des conditions environnementales et de la maturité [81], la figure 8
comporte les différents couleurs révélées sous UV avec différents systemes solvants utilisés
(voir le chapitre 4) pour I’extrait brute, les trois fractions et I’infusé.

Le tableau 08 présente les différents composés révélés sous UV et leurs interprétations.

Tableau 08 : CCM sous UV et leur interprétation selon Markham, 1982.

Systémes solvants uv Composés probables
254nm spots 366nm (Markham, 1982)
S1 3taches S1 jaune
Sombres S2 vert claire Flavonols
CM (10/2) Et 2 taches S3 / Flavonols,flavonones et aurones
claires S4 rouge
bleu clair Anthocyanidines-3-glycoside
vert claire Ac phénol
S5 / /
S2 4 taches claires S1 marron
AME (3 moyennes et la jaune flavonols
(7/1.5/1.5) 4°™¢ plus grande) bleu Ac phénol
3 taches sombres S2 marron /
(2 petites et la 3°™ bleu claire Flavonols, flavones,isoflavones
plus grande) vert claire et flavanones
S3 vert Anthocyanidine-3-glycoside
S4 rouge
bleu
vert
S5 vert
S3 . .
aches sombres S1 rose claire
AAE (8/ 1/ 1) 8 taches claires marron
S2 bleu
vert Anthocyanidine-3,5-
S3 vert claire diglycosides
/
S4 rouge Ac phénol
Bleu Flavonols, flavonones et
Vert aurones
Vert Claire Anthocyanidine-3,5-
S5 bleu Claire diglycosides
Vert
Marron
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S1 marron
bleu
4 taches sombres jaune /
S5 (une plus grande et S2 bleu Ac phénol
MEA (18/1/1) d’autres moyennes) marron flavonols
une tache claire flavones
S3 marron claire anthocyanidine-3-glycoside
S4 violet claire flavonols, flavonones, et
marron aurones
rouge
S5 marron
Vert
6 taches sombres S1 bleu
S6 )
(taille moyenne) marron
CAA 14 taches claires jaune
(50/40/10) S2 bleu Ac phénol
marron /
S3 vert claire Flavonols
S4 rouge Flavonols, flavonones et
bleu aurones
vert claire Anthocyanidine-3-glycoside
Ss bleu
Vert claire
Marron
g7 S1 marron
4 taches sombres jaune
DM (5/ 1) (taille moyenne) bleu /
3 taches claires Flavonols
S2 mauve Ac phénol
bleu Anthocyanidine-3-glycosides
marron
S3 /
S4 rouge
bleu
marron
Ss bleu
S8 4 taches sombres S1 marron
Une tache moins S2 jaune
DA (18/ 2) claire jaune pale /
Flavonols
S3 / Ac phénol
S4 bleu
S5 jaune

Les résultats représentés dans le tableau 09, montrent que le systéme qui a donné la

meilleure séparation est celui de

Chloroforme/acétate d’éthyle/acide formique (50/40/40

v/v/v), ce dernier permis de séparer 20 taches ce qui explique la solubilité différentielle des

composés phénoliques dans ce systeéme.
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e Observation sous UV a 254 nm :

Le systéme 6 a permis de séparer 20 taches (6 sombres et 14 moins claires) de taille
moyenne et de forme plus ou moins circulaire. Le systéme 3 a séparé¢ 14 taches (6 taches
sombres et 8 taches claires) d’une taille moyenne et d’une forme ovale.

Le systéme 4 a permis de séparer 13 taches (6 taches sombres et 7 moins claires) d’une
taille plus ou moins grande et d’une forme plus ou moins circulaire. Les systemes 2 et 7 ont
permis de séparer 7 taches plus ou moins sombre et de taille plus ou moins moyenne, alors

que les systémes 1, 5 et 8 n’ont permis que la séparation de 5 taches.

e Observation sous UV a 366 nm :

Les huit systémes solvants ont montré la présence de différentes classes de composés
phénoliques dans les extraits testés ce qui explique I’apparition des taches de différentes
couleurs.

Les systemes 1, 2, 3 et 6 ont séparé principalement les flavonols, flavones, isoflavones
et flavanones, ce qui confirme que le méthanol et ’acétate d’éthyle sont les responsables de
leurs ¢€lutions, tandis que les systémes 6 et 7 ont séparé principalement les acides phénoliques,
par contre le systeme 4 a séparé les pigments ce qui est montré par la présence de 6 taches
marrons.

Le systeme 5 a présenté des taches marron et bleues qui ont le méme rapport frontal,
dans les cinq extraits, ce qui montre la présence des pigments et des acides phénoliques.

Le systeme 6 a présenté des taches bleues, ont le méme Rf, dans ’extrait d’acétate,
brute et infus¢, avec une coloration plus ou moins intense ce qui confirme la présence des
acides phénoliques, ce résultat a été confirmé par le systéme 7 et 8.

L’apparition d’une tache rouge dans D’extrait brute, par ['utilisation des différents
systemes solvants, a montré que cet extrait contient I’anthocyanidine- 3- glucoside. Seuls les
systemes 3, 5 et 7 ont permis de séparer les composés de I’extrait aqueux avec une intensité
de couleur moins faible que les autres extraits, montrent que cet extrait est moins riche en
composés phénoliques.

A travers ces résultats on peut constater que nos extraits contiennent différentes classes
phénoliques plus ou moins ¢€levées d’un extrait a ’autre, mais ¢a reste insuffisante sur le plan
quantitatif, ce qui nous a conduit a utiliser des méthodes de dosage qui permettent d’éclairer

d’avantage I’image sur la composition de nos extraits.
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Tableau 09: résultats de CCM des 3 meilleurs systémes solvants.

Systémes Observation sous UV
solvants Observation a I’ceil A 254 nm A 366 nm
R
S6 :
CAA B
(50/40/40)
\%
M
J
Ch Ac Aq Br Inf Ch Ac Aq Br Inf
S3:
AAE
(8/1/1)
Ch Ac Aq Br Inf Ch Ac Aq Br Inf
R
B
M
S4 : J
CAA v
(50/40/10)

Ch Ac Aq Br Inf

Ch Ac Aq Br Inf

Ch Ac Aq Br Inf
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5.3.2. Analyse quantitative :
5.3.2.1. Dosage des polyphénols :
Le dosage des phénols totaux a été effectu¢ par la méthode spectrophotométrique de

(Wong et al., 2006) modifier dans notre laboratoire avec le réactif de Folin-Ciocalteu.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg €quivalent d’acide gallique par gramme de la
matiere végétale seche (mg EAG/g), pour calculer les teneurs en polyphénols totaux on utilise
I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique avec

une corrélation linéaire R*=0.9935 (Annexe 01).
Les résultats sont représentés dans le tableau 10 et dans la figure 08.

Tableau 10 : Dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits de Mentha

pulegium.

Extraits Polyphénols totaux *
Extrait brute 180,09 + 12,12
fraction chloroforme 145,81 + 18,86
Fraction acétate 224,38 +£ 15,48
Fraction aqueuse 49,14 £ 6,06
Infusé 29,53 £ 3,57

*: mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait. Les valeurs représentent la moyenne de 2

mesures + SD.

Les résultats du dosage des polyphénols montrent que I’extrait brut méthanolique
contient 180,09+ 12,12mg EAG/g d’extrait ce résultat est plus élevé que celui de Stagos et
al., (2012) : qui a rapporté une valeur de 138 mg EAG/g d’extrait. Cependant, I’extrait du
chloroforme contient 145,81 + 18,86 mg EAG/g d’extrait, suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle
qui forme la fraction phénolique la mieux représentée (224,38 + 15,48 mg EAG/g d’extrait),
tandis que I’extrait aqueux renferme 49,14 + 6,06 mg EAG/g d’extrait, alors que 1’infusé ne
contient que (29,53 + 3,57 mg EAG/g d’extrait). Cette derniére reste inferieure par rapport a
la valeur rapportée par Stagos et al., (2012) qui rapporte une valeur de 188 mg EAG/g

d’extrait.
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Le contenu phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinseques
et extrinseques [20]. La méthode de Folin-Ciocalteu a été choisie pour doser les polyphénols

pour les raisons suivantes :

e c’est une méthode qui répond aux critéres de faisabilité et de reproductibilité.

e la disponibilité du réactif de Folin et la méthode est bien standardisée.

e Jla grande longueur d'onde (765nm) d'absorption du chromophore permet de
minimiser les interférences avec la matrice d'échantillon qui est souvent coloré.

e c’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche sur les

antioxydants alimentaires a travers le monde [31].

Le réactif de Folin n’est pas spécifique aux polyphénols car il réagit avec les acides
amingés, tyrosines et tryptophane des protéines. De telles interférences peuvent étre négligées
car ces acides aminés aromatiques sont en proportion trop faible par rapport aux composés
phénoliques non protéiques dans les extraits [7]. L’étude statistique a montré qu’il y a une
différence significative (p<0.05) entre les différents extraits sauf entre les extraits suivants :

ECh- EBr ; EAc- EBr et inf-EAq (figure 08).
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Figure 09 : Teneurs en composés phénoliques des extraits de menthe pouliot.

ns : indique 1’absence de différence significative (p<0.05).

L’¢étoile indique la présence de différence significative (p<0.05).
Les barres verticales indiquent les écarts types (nombre d’essais=2).
M.S : maticre s¢che.
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5.3.2.2. Dosage des flavonoides :

La raison principale pour laquelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le
fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de
5000 composés déja décrits [23]. Actuellement plusieurs recherches sont réalisées sur le role

antioxydant de ces substances.

Le dosage des flavonoides totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique de
(Bahorun et al., 1996). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de quercetine
par gramme de la matiére végétale seche (mg EQ/g), pour calculer les teneurs en flavonoides
totaux on a utilis¢ 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de

quercetine avec une corrélation linéaire R>=0.9997 (Annexe 02).
Les résultats sont représentés dans le tableau 11 et dans la figure 09.

Tableau 11 : Teneurs en flavonoides totaux des différents extraits de Menthe pouliot

Extraits flavonoides totaux "
Extrait brute 29,7+ 0,424
Fraction chloroforme 41,574 £ 0,22
Fraction acétate 51,476+ 1,80
Fraction aqueuse 19,409+ 0,05
Infusé 2,099 +£ 0,023

. mg équivalent de quercetine par gramme d’extrait, les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures +

SD.

Les résultats apparents dans le tableau montrent que I’extrait d’acétate d’éthyle et
I’extrait de chloroforme sont les plus riches en flavonoides avec des teneurs de (51,47 + 1,80
mg EQ/g d’extrait) et (41,57 + 0,22 mg EQ/g d’extrait) respectivement. Par la suite vient
I’extrait brut (29,7 £ 0.42 mg EQ/mg d’extrait) suivi par I’extrait aqueux (19,40 = 0,05 mg
EQ/mg d’extrait). Par contre I’infusé contient seulement (2,09 + 0,02 mg EQ/mg d’extrait).

L’¢étude statistique montre qu’il y a une trés bonne différence significative entre les

extraits dosés (p<0,05), les résultats sont représentés dans la figure 10.

A travers ces résultats on peut déduire que la teneur en polyphénols et en flavonoides

varie selon le solvant, le temps et la méthode d’extraction.
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Figure 10 : Teneurs en Flavonoides des extraits de menthe pouliot.
L’¢étoile montre la présence de différence significative (p<0.05).

Les barres verticales indiquent les écarts types (nombre d’essais=2).
M.S ; matiére séche.

L’¢tude de corrélation linéaire entre les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides
a montré qu’il y avait une bonne corrélation entre les deux (r’= 0,81) (annexe 03), ceci est
logique étant donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des

polyphénols.
5.4. Les activités biologiques :
5.4.1. L’activité antioxydante (in vitro) :

L’activité antioxydante des différents extraits de Mentha pulegium a été étudi¢ selon le
protocole décrit par (Lopes-Lutz et al., 2008) modifie dans notre laboratoire. C’est une
méthode spectrophotométrique basée sur la détermination du pourcentage de réduction de
DPPH qui s’accompagne d’un changement de la couleur du violet vers le jaune. Cette
décoloration est due a la présence d’un antioxydant, la cause dépend de la capacité de ce

dernier de donner un hydrogene et donc de stabiliser ce radical (figure 10).

-_____.-". oy r’-{ﬁ > "-""'H. rf.-f-::hh I
N + Antioxydant-OH N A%~ Antioxydant-O*
Ne NH
oN.__L__no, oN.____no,
N LR
B -

Figure 11 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH [16].
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Un test préliminaire se fait, montre que tous nos extraits ont des activités antioxydantes.
Les résultats peuvent €tre exprimés en tant que : pourcentage de I’activité anti radicalaire ou
en pourcentage de DPPH restant ou peuvent également étre exprimés en utilisant le
parametre IC50, qui est défini comme la concentration du substrat qui cause la perte de 50%
de l'activité¢ de DPPH 16.

Dans notre travaille on a utilis¢ le parametre IC50 pour déterminer le pouvoir
antioxydant de nos extraits, on utilise 1’acide ascorbique comme référence puisque il est

connu par son activité¢ antioxydante la plus ¢levée. Les résultats sont représentés dans le

tableau ci-dessous.

Tableau 12 : IC50 des différents extraits de Mentha pulegium.

Les extraits ICS50 pg/ml
Extrait brute 24 +5,65
Extrait chloroformique 60+ 1,42
Extrait d’acétate 42 + 2,82
Extrait aqueux 22 +2.82
Acide ascorbique 1,7 +0,28

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures + SD.

Le standard utilis¢ (acide ascorbique) montre un pouvoir antioxydant élevé avec une
valeur d’IC50 de (1,7 £ 0,283). Parmi les quatre extraits de notre plante, les extraits polaires
(aqueux et méthanolique) ont les activités antioxydantes les plus élevés des IC50 de
(2242,82 et 2445,65) respectivement, suivi par I’extrait d’acétate avec une IC50 de (42 =

2,82), par contre I’extrait chloroformique représente I’extrait avec le pouvoir antioxydant le
plus bas IC50 de (60+1.42).

Le travail de Djemai-Z A, 2009 montre que ’acide ascorbique a une bonne activité

antioxydante vis-a-vis du DPPH (1.44+0.07), ce résultat est en accord total avec le résultat de

notre travail.

Les résultats de I’extrait brute et I’extrait aqueux montrent une activité antioxydante
inferieure par rapport a celle de kamkar et all, 2010 (5,5 = 0.3 ; 6,1 + 0,1). Cette différence
pourrait s’expliquée par la différence entre les méthodes d’extractions et de la différence entre

I’origine de la plante (lieu et date de récolte et mode de séchage...etc).
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Mais quand on a comparé le pouvoir radicalaire de nos extraits avec celle de 1’huile
essentiel selon les travaux de kamkar et all, 2010, on remarque que ce dernier a une activité
antioxydante plus bas (14736 + 156), car les polyphénols généralement et les flavonoides
exceptionnellement sont les métabolites secondaires qui représentent les antioxydants les plus

fortes.

On constate d’apres ces résultats et d’apres la premicre partie de notre travail (étude
phytochimique : CCM, dosage) que les extraits polaires ont les activités antioxydantes les

plus élevées.

Une ¢tude statistique a été réalis¢é, utilisant ’acide ascorbique comme référence, a
montré qu’il y a une déférence significative entre I’acide ascorbique et les 4 extraits de la

plantes (p<0.05). Cette derniere est représentée dans la figure si dessous.

Une faible corrélation a été observée entre le potentiel antioxydant et les teneurs en

polyphénols totaux (r*=0,488), et en flavonoides (r*= 0,519) (annexe 04 et 05).

A travers ces résultats on peut constater que la concentration élevée des polyphénols et
des flavonoides peut directement affecter le potentiel antioxydant, puisque ils réagissent en
compétition avec le piégeage de DPPH, ce qui bloque la réaction et diminue le nombre de
DPPH stabilisé, sans oublie qu’il y a une multitude de facteurs qui peuvent agir et influent sur
I’activité antioxydante tels que le nombre et la position des groupements hydroxyles, le

caractére hydrophobe ou hydrophile des antioxydants (polaire, et apolaire).
5.4.2. L’activité analgésique :

L’activité analgésique de I’infusé de menthe pouliot a été effectué selon la méthode de
(Siegmund et coll. 1957). La méthode est basée sur le calcul des pourcentages d’inhibitions
des torsions causés par une substance irritante qui est I’acide acétique, 4 lots de rats Wistar
albinos ont été le sujet de différents traitements, chaque lot contient 4 rats, un lot recoit
I’eau distillée considéré comme témoin, deux autres recoivent la plante avec les doses
100m/kg et 200mg/kg respectivement et le dernier regoit le paracétamol comme analgésique

de référence. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 12.
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Tableau 13 : Activités analgésiques de paracétamol et de I’infusé de menthe pouliot.

traitements dose nombre de torsions pourcentage d’inhibition %
Eau distillé / 85+17,74 /
Paracétamol 150 mg/kg 50,5+ 6,85 40,59
Infusé 100 mg/kg 24,5 £9,88 71,18
Infusé 200mg/kg 414£6,98 51,76

L’injection de I’acide acétique a 1% par voie intra péritonéale provoque une moyenne
de 85 crampes sur une durée de temps de 30 min. Le paracétamol inhibe ces crampes avec un
pourcentage de 40,59%, tandis que I’infusé (100 mg/kg) a un pourcentage d’inhibition
71,18%, par contre I'infusé (200 mg/kg) inhibe leur production avec un pourcentage de

51,76%.

Les résultats montrent que les différents traitements ont des effets analgésiques
statistiquement significatifs par rapport au témoin (p<0.05). L’effet analgésique de la dose
100mg/kg de la plante est plus important que celui de paracétamol. Alors que la dose

200mg/kg ne donnent aucun effet significatif comparativement a notre standard (figure 12).

L’étude phytochimique a mis en évidence la présence de métabolites secondaires a
savoir des polyphénols et des flavonoides et la CCM a montré également que I’infusé en les
contient, ce qui nous conduit a suggérer que ces derniers sont les responsables majeurs de

I’effet analgésique.
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nbre des crampes abdominales

Figure 12 : Effet analgésique de paracétamol et de Menthe pouliot 100-200mg/kg.

Les comparaisons sont effectuées par rapport le témoin ; ** : p<0.01, **** différence tres significative.
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Conclusion et perspectives

Dans les pays du monde entier, le développement de la médecine reste encore limité, la
pauvreté, le manque des moyens, les traditions obligent les populations de s’orienter vers la

médecine traditionnelle basée sur I'utilisation des plantes médicinales.

A TI’époque actuelle ces plantes sont le sujet de plusieurs recherches a cause de leurs

richesses en métabolites secondaires, ces derniers sont connus par leurs effets thérapeutiques.

Notre étude a été réalisée pour 1’évaluation des propriétés antioxydante et analgésique

d’une plante trés connu en Algérie, c’est la menthe pouliot.
Les tests préliminaires ont montré la présence de certains métabolites secondaires.
Les extractions ont montré des rendements moyens en polyphénols et en flavonoides.

L’analyse qualitative réalisée par CCM a montré la présence des déférents composés
phénoliques. Quantitativement deux méthodes sont utilisés pour la détermination des teneurs
en polyphénols et en flavonoides totaux : la premiere de Folin Ciocalteu a montré des
quantités moyennement importante, la deuxiéme d’Alcl3 nous a mené¢ a conclure que la

plante contient principalement des flavonoides.

Le pouvoir antioxydant des polyphénols et des flavonoides dans les différents extraits
a €té déterminé par la méthode de DPPH dont les résultats montrent que les flavonoides
polaire possedent une bonne activité, alors ces substances sont considérées comme des agents
antioxydants qui ont été particulicrement étudiés en raison de leur utilisation dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la

santé.

Au cours de cette étude 1’évaluation de I’activité analgésique a été testé sur des rats
Wistar albinos, les résultats montrent que I’infusé de menthe pouliot a un bon effet

analgésique a cause de son contenu riche en flavonoides.

En fin, ces résultats ne représentent qu’une premicre étape dans la recherche sur les
principes actifs des métabolites secondaires de Mentha Pulegium L, plusieurs études
pourraient étre réalisé sur cette plante afin d’identifier précisément les composés responsables

de ses différentes activités.

4
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Conclusion et perspectives

L’Algérie est connue par sa biodiversité, des centaines de plantes aromatiques et
médicinales  existent sur ces différentes régions, I’utilisation thérapeutique des
extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de plusieurs maladies reviennent au

premier plan.

Une stratégie de développement du secteur, recherche sur les plantes médicinale, doit
étre élaborer afin de mieux valoriser nos ressources naturelles en plantes médicinales et

d’¢élargir leurs utilisation dans les différent secteurs économique et au développent durable.

De cet effet et comme perspective de notre travail on suggere de :

e Donner I'importance aux travaux de recherche scientifique réalisés pour les
différents buts (mémoires de fin d’étude... etc) et appliquer les résultats pour
trouver des solutions réelles aux problemes de la santé publique.

e Développer des médicaments anti radicalaire et analgésique a base des plantes
médicinales qui ont prouvé un pouvoir antioxydant et analgésique a travers la
consolidation et le renforcement des connaissances sur les plantes médicinales
et leur utilisation par la mise en ceuvre des programmes de recherche-
développement.

e Promouvoir les produits a base de plantes médicinales sur le marché national et
international a travers la réalisation d’études de marché, la mise en place d’un
systeme de veille commerciale et concurrentielle et la réalisation de stratégie
marketing et de communication sur les produits.

e Réglementer et encourager le secteur plantes a utilisation médicale a travers la
mise en ceuvre d’appui financier aux initiatives locales, la mise en place d’un

cadre incitatif pour les professionnels de cette filiere.
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Résumé :

Le présent travail a pour 1’objectif d’effectuer une étude phytochimique et d’évaluer 1’activité
antioxydante et analgésique de la plante Mentha pulegium L.

Une série des tests préliminaire a été montré la présence des différents métabolites secondaires.
L’extraction des polyphénols et des flavonoides a été réalisé par deux méthodes a savoir : Soxhlet et
Markham. Les résultats obtenus ont montré que parmi les quatre extraits, I’EBr représente le rendement le
plus élevé 17.16%.

L’analyse e ces extraits par CCM a révélé la richesse des extraits EBr et EAc en composés
phénoliques, ce qui confirme les résultats du dosage des polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu,
ou les teneurs sont respectivement 180,09+12,12 et 244,38+15,48 mg EAG/g M.S. par contre le dosage
des flavonoides par la méthode d’Alcl3 a montré que les extraits ECh et EAc ont les teneurs les plus
¢levées respectivement 41,57+1,8 mg EQ/g M.S.

L’évaluation d’activité antioxydante par la méthode de DPPH a montré que les extraits polaires
EBr et EAq sont les plus actifs comme des piégeurs des radicaux libres ou les IC50 sont respectivement
24+5,65 et 22+2,82.

L’activité analgésique a été testé sur des rats Wistar albinos, les résultats ont montré que la dose
100 mg/kg de la plante a un effet analgésique plus important que celui de paracétamol statistiquement
significatif avec un pourcentage d’inhibition 71,18%.

Mots clés : Plantes médicinales, Mentha pulegium L., activités biologiques, flavonoides, polyphénols.

Abstract:
This work has the objective to perform a phytochemical study and evaluate the antioxidant and
analgesic activity of the plant Mentha pulegium L.

A series of preliminary tests was shown the presence of various secondary metabolites.
The extraction of polyphenols and flavonoids was achieved by two methods namely Soxhlet and
Markham. The results showed that among the four extracts, the EBr represents the highest 17.16% yield.

The analysis of these extracts e TLC revealed the wealth of extracts EBr EAc and phenolic
compounds, which confirms the results of the determination of polyphenols by the Folin-Ciocalteu or
levels are respectively 180.09 + 12.12 and 244.38 = 15.48 mg EAG / g against MS by the determination
of flavonoids by the AICI3 method showed that extracts ECh EAc and have the highest levels
respectively 41.57 = 1.8 mg EQ /MS.

Evaluation of antioxidant activity by DPPH method showed that polar extracts EBr and QAR are
most active as free radical scavengers or IC50 are respectively 24 and 22 + 5.65 + 2.82.
The analgesic activity was tested on Wistar albino rats, the results showed that the dose 100 mg / kg of

the plant has a greater than paracetamol statistically significant analgesic effect with a percentage of
inhibition71.18%
Keywords: Medicinal plants, Mentha pulegium L., biological activities, flavonoids, polyphenols.
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