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Résume
Cette ¢tude s’inscrit dans le cadre d’une contribution a la valorisation de plantes
largement utilisées en Algérie : Menthe rotundifolia via I’identification de leurs
composes chimiques d’huiles essentielles (HE), les caractéristiques physico-chimique
de leurs extraits et I’évaluation de leurs activités biologiques.

Le rendement en huile essentielle extraites par hydro distillation de I'espéce
Menthe rotundifolia a été déterminé ; il varieen fonction de la région de culte, de 0,35
%a0,7%.

Les analyses par la chromatographie en phase gaz couplée a la spectrométrie
de masse (CG/SM) ont permis d’identifier 72 composés de I’espece récolté de la
région de Bomedfaa. Les composé€s majoritaires sont 1’oxide Piperitenone (30,83 %),
2Cyclopenten-1-one - (20,88 %), Tetrangulol (9,83%) et Germacrene-d (6,04),
L’étude du pouvoir antioxydant de huile essentielle par la méthode du radical
(DPPHe*) a montré I’existence d’une activité antioxydant (43.84%) et moyenne par la
méthode de réduction avec de standard vitamine C.

Le test antibactérien de extraits obtenue sur quatre bactérie ont permé de
constatés que nos extraits possédent une activité moyennement sensibles sur toutes les
souches testés .

Mots clés : Menthe rotundifolia , Huile essentielle, Activité antioxydant, Activité

antibactérien.



Abstract

This study is part of a contribution to the valorization of plants widely used in
Algeria: Mint Rotundifolia via the identification of their chemical compounds of
essential oils (HE), the physico-chemical characteristics of their extracts and the
evaluation of their biological activities.

The yield of essential oil extracted by hydro distillation of the species Mint
Rotundifolia has been determined; it varies according to the area of worship. The oil
yield ranges from 0.35% to 0.7%.

Gas chromatography-mass spectrometry (GC / MS) analyzes identified 72
compounds from the Bomedfaa region. The major compounds are Oxide Piperitenone
(30.83%), 2Cyclopenten-1-one - (20.88%), Tetrangulol (9.83%) and Germacrene-d
(6.04).

The study of the antioxidant power of essential oil by the radical method
(DPPH *) showed the existence of an antioxidant activity (43.84%) and average by
the reduction method with standard vitamin C.

The antibacterial test extracts obtained on four bacteria have found that our
extracts has a moderately sensitive activity on all strains tested.

Key words: Mint rotundifolia, Essential oil, Antioxidant activity, Antibacterial
activity.



Table de Matiere

Introduction géneral. ... 1

Chapitre | : Menthe rotundifolia L.

LLPlante MEICINGIE. ... ..ot e e 3
00 T 11 1o PPN 3
[.1.2.L usage des plantes mEdicinales. ..........o.viueiitiinii e 3
1.2.Geénéralités Sur 1es LamiaCles. ... .....ouiniiii et 3
1.3, L gNIE NN, . e 4
1.3.1.La répartition de lamenthe parlemonde. ..o 5
1.3.2.Utilisations des menthes dans la pharmacopée traditionnelle................................. 5
1.3.3.LeS €SPECES 08 MENTNE. ... .ttt 6
[.4.Menthe rotundifolia...... ... 7
I.4.1.Présentation de Menthe rotundifolia...............cooiiiiiiiiiiiii e 7
L4, 2. MOTPROIOZIC. .. .e et e 7
1.4.3.Critéres de choix des Plantes. ... ... ..o 8
1.4.4.Classification botanique place « Menthe rotundifolia ».................ccocooiiiiiiin. 8
LA 5. REPAITITION. ... e 8
1.4.6.Usage médical traditionnel....... ... 9
1.4.7.Propriétés PharmacolOgiQUES. .........c.oiririt e e e e, 9
[.5.L’huile essentielle de Menthe rotundifolia................oooiiiiiiiiiiii e 9

Chapitre 11 : Les huiles essentielles

I1.1.Historique des huile essentielles. ..o, 10
HL.2.DEfiNition deS HE. .. ..o e 10
HL3.Proprietes deS HE. ... .. oo e 10

11.3.1.Proprietés organoleptiques des HE........ ..., 10



Table de Matiere

[1.3. 2. Proprietes PRYSIQUES. ... .ot e 11
[1.3.3.Proprietés ChIMIQUES. ........viei i e, 11
[1.3.4.Les chémotypes desS HE...... ..o e, 11
[1.4.ROles des HE chez les plantes. .. ... ..o e 11
I1.5.Méthodes d’extractions des huiles essentielleS...............oooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie.e. 12
LS. L La distillation. ........o.ooi i 12
L5, 2.HYdrodistillation. ... ... e e 12
I1.5.3.Entrainement & la vapeur d’@au............c.oiiiiiiiii i e 14
ILS5.4. L hydrodiffusion. . .....o.eee e e 15
15,5, AULIES PrOCEUBS. .. ..eie it 15
I1.5.5. 1.L’extraction par les solvants volatils...............cooiiiiiiiiiiiiii e, 15
11.5.5. 2.Extraction au CO2 SUPEICIITIQUE. . ... vneeee ettt e 16
I1.5.5. 3.L’extraction par micrO-0ON0ES. ... . ...ttt 17
I1.3.Avantage et inconvénient des différents procédés d’extraction....................coeeeene. 18

Chapitre 111 : Matériel et méthode

HELLMateriel VEQELale. ... ..o 19
I11.1.1.Géographique et préparation des échantillons....................coooiiiiiiiiiie i 20
1.2, Matériels et produits. ... ..o 21
I1.3. L’extraction par hydrodistillation.................o 21
a) 1€ étape : Préparation de Matériel................oooiiiiiie i, 21
b) 2°Me étape : Hydrodistillation. ..............coouuiiiien e, 22
c) 3 Mt étape: Conservation de I’huile essentielle................oouuveiueeeiiieeeiieeeiiee, 23

d) 4™ étape : Détermination de rendement..............ooovueeiiiei et 23



Table de Matiere

I11.4.Caractéristiques des huiles essentielles. ..o, 23
111.4.1.Etude des propriétés organoleptiqUe. ...........couneeen e 24

111.4.2.Etude des propriétés physiCO-ChIMIQUES. ... ... .c.uerenee e 24

a)Détermination de ladensité....... ..o 24

D) L'INGICE A'aCIUR. ... .e et e 25

C) Indice de réfraCtion. ... .. ..o 26

d) L’indice de saponification. ... .......ceouiiritintii it 26
B) L INdiCe A St ..ttt 27

f) Détermination du PH.... ... 27
I11.5.Caractérisation des huiles essentielles extraites...............covviiiiiiiiiiiiieennn. 27
11.5.1.Analyse par couplage CG/SM..... ..ot 28
[1.5.1.1.Principe de 1a Methode. ..........cooiirii e 28
[11.5.1.2.Conditions Opératoires de I’analyse par CG/SM............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiinin.. 29
[11.5.2.Spectroscopie INFrarOUQe. .........or i e 30
[I1.6.L’étude de I’activité bioloZIQUE. .......ouiueiniit it 30
HL6.1. L activité antioXydant. .. ... ....oieitiniitiie i 30
IL7.L’activité antibaCteri@nne. .. ......oueentitt ettt ettt e e et et e e e e eaeans 32
[11.7.1.S0UChES DACIEIIBNNES. ... .ot 32
IH1.7.3.MO0E OPAIatOINe. ... ettt e 33
I11.7.4.La régle mesurant le diamétre de la zone d’inhibition (DZI).................coooeiiiiiin 33

Chapitre VI : Résultats et discussions



IV L INTrOTUCTION . . ..ot e e, 34

IV.2.Taux d’humidit. ... ..o e 34
IV.3.Rendement de extraction.......... ..ot 35

IV.4.Etude analytique de I’HE de Menthe rotundifolia..............................l. 36
IV.4.1.Caractéristiques organoleptiqUeS. .........oovinirinie e, 36
IV.4.2.Les propriétés physico-ChimiQUeS............ouiuieiniii e, 37
IV.4.3.Analyse par couplage CG/ISM....... ..o e, 38
IV.4.5.Analyse de I’HE Menthe rotundifoliapar IR....................c 41

IV.5.L¢étude de ’activité biologIqUe. .......eoneiei it 42
IV.5.1.Activité antioxydant d’huile essentielle.................cooiiiii i 42
IV.5.2.L'activité antimicrobienne. ... ... ... 43
Conclusion Général ... 45
Annexe

Référence bibliographies
Liste de tableaux
Liste des figures

Listes des symboles et abréviation






INTRODUCTION
GENERAL




Introduction général

Depuis des milliers d’années, I’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, Ces plantes représentent un
réservoir immense de composes potentiels attribue aux métabolites secondaire qui ont
I’avantage d’étre d’une grande diversité de structure chimique possédant un trés large éventail

d’activités biologiques [1].

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I’antiquit¢é comme remedes pour le
traitement de diverses maladies parce qu’elles contiennent des composants riches en principes

thérapeutique [2].

Selon I'organisation mondiale de la santé (OMS) prés de 80% de populations dépendent
de la médecine traditionnelle. La plupart des plantes sont utilisées empiriquement et sans

validation scientifique de leur efficacité et sécurité [3].

Actuellement, les plantes aromatiques possedent un r6le considérable grace a la
découverte progressive des applications de leurs huiles essentielles dans des secteurs tres
divers, principalement en aromathérapie pour leurs propriétés curatives, ainsi qu’en
cosmétique, en parfumerie et dans 1’agroalimentaire pour leurs propriétés organoleptiques et

antioxydants.

La famille des lamiacées est I’'une des familles les plus utilisées comme source mondiale

d’épices et d’extraits a fort pouvoir antimicrobien et antioxydant [4].

Les huiles essentielles présentent une tres grande variabilité, tant au niveau de leur
composition que de leur rendement. Cette variabilité est fondamentale car les activités qui

découlent des huiles essentielles peuvent étre trés différentes [5, 6, 7].

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétales algériennes, et compte tenu des
vertus thérapeutique que représentent les lamiacées. Nous nous somme intéressés a extraction
d’huile des parties aériennes de la plante Mentha rotundifolia.L. Cette plante est collectée de

région de Boumedfaa dans la wilaya de Ain Defla.



Introduction général

Cette étude est effectuée selon le plant de Menthe rotundifolia travail divisé en deux grandes

parties:

> Partie théorique composée de deux chapitres :
- L’un traitant le botanique de la plante (une simple synthese bibliographique sur
la plante de Menthe rotundifolia).
- L’autre traitant une généralité sur les huiles essentielles et les déférentes
méthodes de leurs extraction.

> Partie expérimentale contenant deux chapitres :
- Chapitre sur matériels et méthodes, nous avons cités toutes les méthodes suivies

pour la réalisation de notre travail.

- Un second chapitre examinant les résultats trouvés ainsi que leurs discutions.
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CHAPITRE 1

KROTUNDIFOLIA L



Chapitre | : Mentha rotundifolia L.

I.1.Plante médicinale

1.1.1.Définition

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela
signifie qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine etc.) peut étre employée dans le but de se
soigner. Elles sont utilisées depuis au moins 7.000 ans avant notre ére par les hommes et sont a la
base de la phytothérapie. Leur efficacité releve de leurs composés, trés nombreux et trés variés en
fonction des espéces, qui sont autant des principes actifs différents. A noter qu’il a été observé chez

des grands singes la consommation de certaines plantes a usage thérapeutique [8].
1.1.2.L’usage des plantes médicinales

Il y a cinq points essentiels a connaitre pour étre en mesure d’utiliser une plante médicinale [9]:
e [L’identification de la plante (basée sur 1’observation des fleurs, feuilles, fruits..... etc , mais

aussi sur I’odeur, le gott...).

Le mode de préparation (partie de la plante a utiliser, type de préparation, dosage de la
préparation).

e La posologie c’est-a-dire la quantité de préparation a absorber par jour.

e Ladurée du traitement.

e Les restrictions, contre-indications et précautions a observer.

1.2.Généralités sur les Lamiacées

La famille des Lamiacées englobe une grande variété de plantes aromatiques, distribuées
principalement dans les pays a climat tempéré [10]. Elle comprend environ 220 genres et plus
de 4000 espéces, dont le genre Menthe avec ses 25 especes [11]. La classification taxonomique
de ces especes est trés difficile [12], en raison de la grande diversité dans leurs caracteres
morphologiques [13] et ’hybridation fréquente survenant dans les populations sauvages ou
cultivées [14].

Les plantes appartenant a ce genre produisent plusieurs métabolites secondaires tels que les

alcaloides, les flavonoides, les phénols, les terpénes et les quinones [15].

En raison de leurs propriétés utilisées, ces plantes sont utilisées en industrie

pharmaceutiques, alimentaire et cosmétique [16].
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» La menthe est de type des plantes médicinales , elle est de la famille des lamiacées .

1.3. Le genre menthe

La Menthe, du nom latin Mentha, font partie des plantes vivaces, herbacées indigénes et trés
odorantes appartenant a la famille des Lamiacées ou Labiacées, formée de prét de 3500 especes
réparties sur 8 sous-familles [17]. Prés de la moitié (47 %) des Lamiacées sont regroupées dans la
sous-famille des Nepetoideae. Au sein de la sous-famille des Nepetoideae, la Menthe est représenté
par 18 espéces et environ 11 hybrides. L'hybridation intra spécifique est relativement aisée et rend
la taxonomie particulierement délicate [18].

Les Menthes conservent depuis 1’antiquité une infinie diversité d’emplois et occupent une
large place dans les utilisations thérapeutique. Elles fortifient tout le systéme des nerfs, stimulant
diffusible et aussi un sédatif diffusible [19].

Sur le plan des principes chimiques, la plupart des especes des Menthes doivent leurs
odeurs et activités a leurs huiles essentielles ou essences de Menthe, ces essences tres odoriférantes
ont un intérét industriel important, elles sont souvent extraites des plantes de la race cultivée avec
des bons rendements. La Menthe se rencontre dans presque toutes les régions soit a 1’état spontané

ou cultivé [19].

Autant les Menthes sont faciles a reconnaitre a leurs odeurs tout a fait caractéristiques,
autant elles sont difficiles a distinguer les unes des autres, en raison des formes intermédiaires,
d’origine hybride, qui les relie. Parmi toutes les labiées, les Menthes se reconnaissent, en plus de
leurs odeurs spéciales, a leurs fleurs tres petites, a leurs corolles presque régulieres a quatre lobes

presque égaux et leurs quatre étamines également presque égales [20].
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1.3.1.La répartition de la menthe par le monde

La plupart des menthes sont originaires de I'Europe et de I'Asie. Cependant, en suivant les

flux de migration, les menthes sont présentes sur la quasi-totalité des continents (Figure .1.1),[21].

- - la menthe B * Pas de menthe

Figure. 1.1.Aire des répartitions de la menthe dans le monde .

1.3.2.Utilisations des menthes dans la pharmacopée traditionnelle

La menthe a été utilisée depuis fort longtemps en nature et pour son huile essentielle. Elle
est réputée pour ses propriétés aromatiques (toniques, fortifiantes) et digestives (utilisée pour
combattre les lourdeurs, les ballonnements, les gaz). Les menthes doivent leurs odeurs et leurs
activités a leurs huiles essentielles qui ont une place particuliere dans 1’ensemble des produits
aromatiques d’origine végétale; grace a certaines propriétés spécifiques, les besoins en produits de
la menthe sont multiples, tant pour leur flaveur (aromatisation) que pour leurs odeurs (parfumerie),
leur pouvoir rafraichissant ou leurs propriétés médicinales. Leurs qualités sont strictement choisies
en fonction de ces usages. Mais c¢’est en aromatisation que sont consommés les plus gros tonnages :

chewing-gum, tabacs parfumés et cigarettes mentholées, boissons, confiseries, sirop, chocolats [22].




Chapitre | : Mentha rotundifolia L.

Les Anglais et les Arabes sont considérés parmi les plus grands consommateurs au monde
de la menthe. Alors que les premiers la transforment en sauces et en gelées pour accompagner le
gigot d'agneau, les seconds boivent, a toute heure de la journée, un verre de thé a la menthe bien
chaud et bien sucré pour se désaltérer. Pour les marocains, le thé a la menthe est pratiquement « une
boisson nationale ». Au Moyen Orient et en Afrique, elle parfume le thé, les salades, les grillades,

les yogourts et les legumineuses, les patisseries a base de fromage frais.

Quant a leurs utilisations en pharmacopée traditionnelles 1’usage de la menthe differe en

fonction des espéces. Mais les propriétés thérapeutiques qu’elle posséde sont commune car :

Elle stimule la sécrétion des sucs digestifs, limite les ballonnements et les diarrhées et
stimule la sécrétion biliaire, elle est aussi efficace en cas d’inappétence et recommandée en cas de
troubles gastriques et de crampes. D’un autre co6té, la menthe pouliot agit en tant que produit

digestif, carminatif, cholagogue et désinfectant [22].

1.3.3.Les especes de menthe

Distingue plusieurs especes de menthe, les principales espéces selon [23].

Menthe vert « Mentha viridis ».

e Menthe poivrée « Mentha piperita ».

e Menthe pouliot « Mentha pulegium ».

e Menthe a feuilles rondes « Mentha rotundifolia ».
e Menthe aquatique « Mentha aquatica».

e Menthe des champs « Mentha arvensis ».

e Menthe java « Mentha javanica ».

Menthe du canada « Mentha canadensis ».

Menthe ccépue « Mentha spicata ».

Menthe bergamot «Mentha citrata ».

Dans notre étude nous intéressons a 1’espéce Menthe rotundifolia connu sous le nom
vernaculaire frangais « Menthe a feuilles rondes », arabe « timerssat », Maroc «Timija» ou

«la menthe en épi» [24].
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1.4.Menthe rotundifolia

1.4.1.Présentation de Menthe rotundifolia

Ce sont des plantes aromatiques trés utilisées en médecine traditionnelle, dans les
préparations culinaires, les confiseries, en cosmétique et parfumerie [25].

La menthe a feuilles rondes ou Mentha rotundifolia L. est une plante vivace, que I'on trouve
fréguemment au bord des chemins, dans les fossés ou autres lieux humides , elle appartient a la
famille des labiées. Elle ne pose pas de probléme de détermination en raison de la forme de ses
feuilles rondes, épaisses et ridées avec des tiges, typiques des labiées, est a section carrée.
L'ensemble de la plante est couvert de poils denses et blanchatres qui la rendent douce au toucher ,
comme toutes les menthes, elle dégage une forte odeur caractéristique qui chez cette plante rappelle

la pomme [26].

1.4.2.Morphologie

Les petites fleures sont rassemblées en épis terminant les rameaux. La hauteur de la plante
est de 25 a 80 cm, avec une fleure de 5 mm de long [26]. La floraison est de juillet a septembre
[27].

Les menthes s'hybridant avec une grande facilité, de nombreux hybrides sont créés en
horticulture [28]. Mentha rotundifolia, dont le nom vernaculaire est Timarssat en berbére en arabe,

est un hybride de Mentha longifolia et de Mentha suaveolens [29], alors que d’autres références

disent que Mentha rotundifolia et Mentha suaveolens correspondent a la méme espece
(Figure. 1.2)[30].

Figure. 1.2.La plante Menthe rotundifolia récoltée au mois mars 2019, dans la région de Bomedfaa,
Willaya de Ain Defla.
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1.4.3.Criteres de choix des plantes

Pour la valorisation dans médecine traditionnelle et vu I’importance de la biodiversité de
notre région, on a étudié espece végétale : Menthe rotundifolia de la famille des Lamiacées.
e Le choix de plante s’est basé sur une étude bibliographique.
e Abondance de ces plantes dans notre région.
e Utilisation traditionnelle dans le traitement des maladies d’origine microbienne.
e Lanon toxicité des plantes, vu qu’elles sont utilisées dans les préparations culinaires et
dans les tisanes.

e Leurs richesses en substances aromatique (huiles essentielles) et polyphénols.
I.4.4.Classification botanique place « Menthe rotundifolia » dans [31]:

Tableau I.1.Classification botanique de la Mentha rotundifolia.

Embranchement phanérogames.
Sous embranchement angiospermes.
Classe Dicotylédones

Sous classe gamopetales.
Famille Lamiacées

Genre Menthe

Espece Menthe rotundifolia

1.4.5.Répartition

Menthe rotundifolia croit dans les zones humides prés des cours d'eau en basse et moyenne
montagne [32]. Elle pousse sous les bioclimats semi-arides et humides a variantes chaudes et

tempérées au tour du bassin méditerranéen, en Amérique et en Asie occidentale [33].
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1.4.6.Usage médical traditionnel

La décoction des feuilles est trés appréciée dans le traitement des douleurs gastriques, des
diarrhées, des refroidissements et des affections respiratoires. En cataplasme ou en inhalation, les
feuilles sont recommandées en cas de fiévre [34]. Les abces et les furoncles sont traités par les
feuilles ecrasées, ou bien par la décoction des feuilles. Cette derniére préparation en bain de bouche,
supprimerait les douleurs dentaires [35].

Aussi, elle est utilisée contre les affections gastriques, Pulmonaires, antispasmodiques,

carminatives, insecticides et alimentaires [36].

Cette Menthe est trés utilisée en infusion contre les palpitations de 1’aorte comme tonifiant.

C’est aussi une plante échauffante [37].

1.4.7.Propriétés Pharmacologiques

Cette plante est dotée de propriétés anti-inflammatoire, antiseptique et expectorante. La plus
part des travaux effectuées sur Menthe rotundfolia visent a déterminer la composition
phytochimique est plus spécialement des huiles essentielles de différents zone dans le monde
[38-41].
|.5.L’huile essentielle de Menthe rotundifolia

La composition chimique des huiles essentielles de Menthe rotundifolia poussant dans
diverses parties, du monde a fait I’objet de moins d’études comparées aux autres Menthes.

"Cette partie sera détalée dans le chapitre 1l (les huiles essentielles et les méthodes d’extractions)” .

Ces travaux démontrent que les huiles sont caractérisées par une forte variabilité chimique,
ou les composés majoritaires changent radicalement d’un pays a un autre, voir méme au sein d’un
méme pays. En somme ces travaux rapportent comme composés majoritaires : le pulégone, le
menthol, I’oxyde de pipériténone, la carvone... etc. A titre d’exemple, le pulégone était caractérisé
comme le composé majoritaire avec un pourcentage qui dépasse les (30%) en Maroc et en Tunisie
[42,43], soit par 1I’0xyde de pipériténone (80.8%) en Uruguay [44] et (85.1-1.3%) en Japon [45].
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I1.1.Historique des huile essentielles

L’huile essentielle est assez universelle, son utilisation date de plus de 7000 ans (on trouve
les premiéres traces chez les aborigéne d’Australie avec fumigation ) preuve en est un alambic en
terre cuite retrouve au Pakistan datent de cette époque. On retrouve des inscriptions datant de 4000
ans en Mésopotamie et des écrits Egyptiens datant de 3500 ans. Les Egyptiens obtenaient les huiles
essentielles en pressant les plantes [46]. De nos jour, I’aromathérapie retrouve des sons proposées

aux médecins ainsi qu’aux recherche faites par les scientifique (chimistes, agronomes)[47].

11.2.Définition des HE

Ce sont des extraits volatiles et odorante que 1’on extrait de certains végétaux par distillation
a la vapeur d’eau, pressage ou incision des végéetaux qui les contiennent. Elles se forment dans un
grand nombre de plantes comme sous produits du métabolisme secondaire. Les huiles essentielles
sont des composés liquides trés complexes elle ont des propriétés et des modes d’utilisation

particuliers [48].

Ils sont un mélange complexe de plusieurs composés d’aromes volatiles qui appartiennent
aux différentes classes de la chimie organique : phénols(ex : carvacrol), hydrocarbures(composés
terpéniques comme le limonene), alcool( ex : linalol),aldéhydes (ex : cinnamaldéhyde), cétone (ex :

menthone), esters(ex : acétate de linalyle ) et éthers [49].

La norme francaise AFNOR NF T75-006 définit 1’huile essentielle comme : un produit
obtenu a partir d’une matiére premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des citrus et qui sont séparés de la phase par procédés
physiques [50].

11.3.Propriétes des HE

11.3.1.Propriétés organoleptiques des HE

Les huile essentielles ont des propriétés organoleptiques communes comme le fait d’étre

liquides a température ambiante, déterre volatiles et entrainables a la vapeur d’eau .

Elle sont aussi tres odorantes et incolore ou jaune péale sauf pour les huile essentielles de cannelle ,

girofle, camomille matricaire, vétiver et bouleau ou la couleur est relativement foncée [51].
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11.3.2.Propriétés physiques

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

essentielles ont des indices de réfraction élevés et des pouvoirs rotatoires [52].

11.3.3.Propriétés chimiques

Les caractéristiques chimiques des huiles essentielles sont magiques. Il en résulte que les
HE constituent des mélanges complexes de composée organiques possédant des structures et des
fonction chimiques tres diverses, aboutissement de ces biosyntheses, en particulier celle des
isoprénoides (Monoterpénes, sesquiterpénes, diterpenes, triterpenes, caroténoides)[53].

11.3.4.Les chémotypes des HE

Le chémotype d’une huile essentielles est une précise qui indique le composant biochilique
majoritaire ou distinctif, présent dans I’huile essentielles. C’est 1’élément qui permet de distingues
une huile essentielle extraite d’'une méme variété botanique mais d’une composition biochimique
différente [54].
11.4.R0les des HE chez les plantes

Les huile essentielles ont fonctions multiples dans la nature. Actuellement, il est difficile de
précise dans tous les cas, néanmoins qu’il semble probablement qu’elles aient un réle écologique,
car dans les région désertiques, elle conserve I’humidité autour de la plante ce qui empéche la
température d’augmenter d’une maniére excessive pendant le jour et de Baisser au cours de la nuit
[55].

En effet expérimentalement, il a été établi qu’elle exerce des interactions sur les végétaux et
sur les animaux, ainsi elle constitue un moyen de communication [56], certaines essences attirent
les insectes et favorisent la pollinisation tandis que d’autres servent a la défense des plantes contre

des prédateurs (herbivore, insectes, micro-organismes)[57].

11.5.Méthodes d’extractions des huiles essentielles

11
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Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences Végétales .En
géneral, le choix la méthode d’extraction des huile essentielles dépendra de la nature du matériel
végétal a traiter (graines, feuilles, ramilles), le rendement en huile étal fragilité de certains

constituants des huiles aux températures élevées [58].

Il existe plusieurs techniques d’extraction les plus importantes peuvent étre résumees comme suit :

11.5.1.La distillation

La technique d’extraction des huiles essentielles utilisant 1’entrainement des substances
aromatiques grace a la vapeur d’cau est de loin la plus utilisée actuelle. La méthode est basée sur
I’existence d’un azéotrope de température d’ébullition inférieure aux points d’ébullition des deux
composés, I’huile essentielle et I’eau, pris séparément. Ainsi, les composés volatils et 1’eau distillent

simultanément a une température inférieure a 100°C sous pression atmosphérique normale [59].

11.5.2.Hydrodistillation

C’est la méthode la plus employée et le plus simple pour extraire les huiles essentielles. La
plante est mise en contact avec 1’eau dans un ballon lors d’une extraction au laboratoire ou dans un
alambic industriel, le tout est ensuite porté a 1’ébullition, les vapeurs formé sont condensées par un
systeme de réfrigération par courants d’eau ensuite les huile séparent de I’eau par différence de

densité en une phase agqueuse et une phase organique (Figure. 11.1)[60].
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Figure. 11.1.Appareillage utilise pour I’hydrodistillation de I’huile (Clévenger).
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Le procéde consiste a immerger la premiere végétale dans un bain d’eau I’ensemble est
ensuite porté a ébullition généralement a pression atmosphérique, et comme les HE sont insolubles
dans I’eau, mise soluble dans la vapeur, lorsqu’on envoie de la vapeur d’eau sur la plante, elle se

charge au passage des huiles [61]:

e Cette méthode est généralement utilisée essentielles dont les constituants chimiques sont
thermorésistants.

e Elle est aussi utilisée dans 1’extraction des huiles a partir des feuilles et des fleurs fraiches ou
séchées [62].

La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures selon le matériel utilisé et la matiére végétale a traiter. La durée de la distillation influe non

seulement sur le rendement, mais également sur la composition de 1’extrait.

Cependant, a cause de I’eau, de I’acidité, de la température du milieu, il peut se produire des
réaction d’hydrolyse, de réarrangement, d’oxydation, d’isomérisation....etc, qui peut trés

sensiblement conduire a une dénaturation [63].

o Décantation :

On la réalise dans une ampoule a décanter dans laquelle le mélange précédent se sépare en
deux phases non miscibles. Une phase aqueuse, en général plus dense, se situe dans la phase
organique, de densité plus faible et contenant la (ou les) huile (s) essentielle (s) se situe au

dessus (Figure. 11.2).

phase
organigue

phase
afgueuse

séparation des
ampoule a décanter deux phases

ot distilat apparition de deux phases

apres décantation

Figure. 11.2.Processus de la décantation apres hydrodistillation.
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11.5.3.Entrainement a la vapeur d’eau

Dans cette méthode de distillation la matiére végétale située au-dessus d’une grille est
traversée par un contact de vapeur d’ eau durant le passage de la vapeur a travers le mateériel, les
cellules éclatent et liberent I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur pour

former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange de vapeurs est condenseé sur une surface

froide et I’huile essentielle se s’pare par décantation [64].

La partie contenant les composés hydrosolubles est appelée eau de distillation (ou hydrolat

ou eau florale), on recueille alors un mélange de composition défini de ces deux produits
(Figure. 11.3)[65].

Col de cygne

Alambic
Vapeur d'eau et
huile essentielle = —

Vase florentin

Huile

essentielle

Distillation a la vapeur

Eau

Figure .11.3.Appareillage utilise pour I’extraction par I’entrainement a la vapeur.

Cette méthode est utilisée dans la distillation a partir des plantes fraiches telles que la

menthe et les plantes qui portent leurs huile essentielle dans les feuilles. Puisque la plante fraiche

est riche en eau, donc il n’est pas nécessaire de I’immerger [66].
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11.5.4.L’hydrodiffusion

Elle consiste a pulser de la vapeur d’eau a travers la messe végétale, vers le bas. Ainsi le flux
de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux techniques classiques

de distillation dont le flux de vapeur est ascendant(Figure 11.4)[67].

arnivée de
vapeur d'eau

maténel
veégétal

huile essenuelle

Figure. 11.4.L’extraction par hydro diffusion.

11.5.5. Autres procédés

D’autres procédés sont utilisés le plus souvent pour les plantes délicates qui ne supportent

pas la chaleur :

11.5.5. 1.1.’extraction par les solvants volatils

Certaines huiles essentielles ont une densité voisine se 1’eau et le procédé par distillation a la
vapeur d’eau ne peut étre dans ce cas utilisé le principe consiste a faire macérer la plante dans le
solvant a froid afin de faire passer les substances odorantes dans le solvant [68].

Cette technique consiste a placer dans un extracteur un solvant volatil et la matiére végétale
a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se charger en molécules aromatiques, avant

d’étre envoye au concentrateur pour y étre distillé a pression atmosphérique [69].
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Les solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont 1’hexane, le cyclohexane, 1’ethanol
moins fréquemment, le dichlorométhane et 1’acétone [70,71,72], ces solvant ont un pouvoir

d’extraction plus élevé que I’eau (Figure. 11.5).
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Figure. 11.5.Les différents types d’extraction par solvant volatile.

L’extraction par les solvants sont trés couteuse a cause du prix de 1I’équipement et de la
grande consommation des solvants leur manque de sélectivité peuvent entrainer de ce fait de
nombreuses lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires, coumarines) dans le
mélange pateux et imposer lieu, a la toxicité des solvants et leur présence sous forme de traces

résiduelles dans 1’extrait final [73].

11.5.5. 2.Extraction au CO; supercritique

L’extraction par gaz liquéfié ou par fluide a 1’état supercritique met en ceuvre, généralement
le dioxyde de carbone [74]. Le CO2 posséde des propriétés intermédiaires entre celles des liquides et
celles des gaz ce qui lui confére un bon pouvoir d’extraction sous pression et a température
supérieure a 31°C.

Le gaz carbonique se trouve dans un état dit supercritique intermédiaire entre le gaz et le

liquide dans cet état le CO2 présente la particularité de dissoudre de nombreux composés organiques
[75].
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Le CO; est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression d’ extraction choisie en
suit il est injecté dans contenant le végétal, apres le liquide se détend pour se convertir a 1’état
gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera separé en extrait et en solvant
(Figure. 11.6)[76].

Gaz

Liquide

"02 hquidk B S Bl Etat gazeux
> = B Etat liquide
Etat supercritique

Figure. 11.6.Procédé d’extraction au CO2 supercritique.

11.5.5. 3.L’extraction par micro-ondes

Sous vide cette technique d’extraction a été développée au cours des derniéres décennies a
des fins analytiques [77] est une combinaison de chauffage micro-ondes et d’un distillation a la
pression atmosphérique consiste a placer le matériel végétal seul dans un réacteur microondes.

Le chauffage de I’eau contenue dans la plante permet la rupture des glandes renfermant
I’huile essentielle. Cette étape libére 1’huile essentielle qui est entrainée par la vapeur d’eau formée
a partit de 1’eau propre a la plante [78], il est ensuite récupéré a 1’aide des procédés classiques de

condensationO refroidissement et décantation (Figure. 11.7).

Refrigerant a
air
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Figure. 11.7.Procede d’hydro distillation sous micro-ondes.
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D’un point de vu qualitatif et quantitatif, ce procédé semble étre plus compétitif et

¢conomique que les méthodes classiques telles que 1’hydro distillation ou I’entrainement a la vapeur

[79,80].

I1.3.Avantage et inconvenient des différents procédés d’extraction

Tableau. 11.1.Avantage et inconvénient des différents procédés d’extraction.

procédés d’obtention

Avantages

Inconvénients

Hydro distillation

-Rendement des huiles
essentielles tres élevé.

-essences de bonnes qualités ,trés
concentrés.

-contact direct entre matiére

végétale-eau.

-altération de certaines substances
odorantes a la température
d’ébullition de I’eau.

-perte d’une partie d’essences par
évaporation ,oxydation ,dissolution et

cyclisation, procédés violent [81].

Entrainement a la

vapeur d’eau

-réduire ’altération des
constituant d’huiles essentielles.
-économie énergie de temps
d’extraction.

-efficacité d’extraction.

-agglutination de la charge végétale
sous I’effet de la vapeur d’eau.
-réaction secondaire hydrolyse et

formation d’artefacts [81].

Micro-ondes

-rapidité.
-réduction considérable du temps
d’extraction.

-amélioration du rendement.

-détérioration des constituants
odorantes par les micro-ondes qui
possedent une grande énergie de
pénétration [81].

Extraction au CO2

supercritique

-possibilité d’¢éliminer le solvant
par simple détente.

-les températures d’extraction sont
basses , nom agressives pour les

constituants plus fragiles.

-Exige une technologie sophistiquée.
-matériel et personnel considérable
[82].

Solvants organiques

volatils

-universalite.
-procédés doux , non violent
principes actifs olfactivement

proche du végétale lui-méme.

-danger sur I’homme et
I’environnement en cas de manque
de prévention.

-impossible de contrdler les

paramétres de pression et de T [81].
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Chapitre III : Matériel et méthode

L'ensemble de ce travail a été réalisé aux laboratoires da génie de procedes ou sein de
I’Université de Khemis- Miliana (Wilaya de Ain Defla ) pendant une durée de 03 mois (Mars,
Avril ,Mai 2019).

Objectif

L’objectif de notre travail est 1’extraction de huile essentielle et caractérisation des huiles
essentielles de I'espéce de Menthe routndifolia.

I11.1.Matériel végetale
La plante qui fait I'objet de notre étude est (Menthe rotundifolia).
Opération de traitement :

e Un trait pour éliminer la poussier, les herbes, on récupére les feuilles.
e Les feuilles récupérées ont été lavées plusieurs fois.
e Les parties aériennes de la plante sont séchées pondent 3 a 4 jour a une température

ambiant et a I’ombre puis stockées a I’abri de la lumiére jusqu’a I’utilisation (Tableau
A1L.1).

Tableau. 111.1.Date et lieu de récolte de la plante Menthe rotundifolia.

Espéce Frais Sec Lieu de Date de
récolte récolte
Menthe Daira de du
rotundifolia Boumedfaa | 11/03/2019
Wilaya d' au
Ain-Defla 07/05/20109.
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111.1.1.Géographique et préparation des échantillons

L'espece menthe rotundifolia a été récoltée dans leurs habitats naturels a Boumedfaa
de la Wilaya de Ain Defla — Alger .(figure. 111.1).
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Figure. 111.1.Situation géographique de la région de Boumedfaa .

La région de Boumdfaa est située dans la partie orientale de I'état d'Ain Dafla, au sud-ouest
de la plaine cétiére de Mitijah, entre les montagnes de la Chari'a - Tamazidah et de Jabal Zikar.
Elle s'étend sur 128,94k m2.

La situation géographique : Située & environ 51 km du siége de I'Etat "Ain Dafla" et &
environ 90 km de la capitale, elle partage des frontiéres avec de nombreux Etats et municipalités.
Elle est bordée au nord par les municipalités de Hammam Rigga et de Wadjer; Dajjar et Ain

Rummaneh, et de I’ouest la municipalité de Husseiniya et Ain Al-Bunyan.

En termes de position astronomique, elles sont limitées entre les latitudes 25,2 a 35,2 au
nord de I'équateur et entre deux circuits 2,25 a 2,35 a l'est de la ligne de Greenwich.
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111.2. Matériels et produits

Tableau. 111.2.Les produits chimiques et les appareillages utilisés dans la présente étude.

Réactifs chimiques Verreries

e (DPPH)1,1-diphenyl-2- e Dallon de 1l.
picryl-hydrazyl . e Pipette.

e Solvents (Acétone, HCI e Burette graduée.
(0.2N), Ethanol, DMSO). e bucher.

e KOH de(0.5N). e tube aesse.

o Eau distillée.

e Vitamine C.

111.3. L’extraction par hydrodistillation

On utilise un montage de I'nydrodistillation type de clévenger.
> Mode opératoire

a) 1°¢ étape : Préparation de Matériel

e Nettoyage du systéeme (clévenger).
e On pese 50g de feuilles des parties aériennes séchées de plante, finement découpées
dans un ballon de 1L, on ajoute de 500 ml d’cau distillée pour éviter les débordements

lors de 1’ébullition, a une température d'ébullition de 100°c.
b) 2°M étape : Hydrodistillation

e Le chauffe-ballon sera placé sur un support élévateur en position haute. Le systeme
refroidissant sera fixé a un support a 1’aide d’une pince et d’une noix et a son extrémité,
placer une allonge de distillation. On utilise des clips pour maintenir assemblées les deux

piéces en verre. Faire circuler I’eau dans le réfrigérant et chauffer jusqu’a ébullition.
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Le mélange est porté a ébullition a 1’aide du chauffe ballon pendant 4 h.

Les vapeurs chargées d’huile essentielle et I'eau passent le serpentin de refroidissement

ou il aura lieu la condensation puis la séparation ce qui résulte I'apparition de deux

phases :
» Une phase organique : I’huile essentielle, trés parfumée .
» Une phase aqueuse : (ou I’hydrolat), I’eau aromatique, 1égérement parfumée ayant une

densité plus élevée (annexe 1),(Figure 111.2).

Figure. 111.2.Montage de I’hydrodistillation (clévenger).

c) 3¢met étape: Conservation de ’huile essentielle

La conservation des huiles essentielles obtenue exige certaines précautions indispensables :

e Une température adéquat .

e Conservation a ’abrite de la lumiére.

C'est pour cela qu’on a conservé notre I'huile & une température voisine de 4°C a l'abri de la

lumiere ,enveloppée de papier d'aluminium, jusqu'a leur usage pour éviter toute dégradation .
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d) 4°me étape : Détermination de rendement

Le rendement en huile essentielle (Rne), est défini comme étant le rapport entre la masse
d’huile essentielle obtenue apres extraction (Mwe) et la masse de la matiere végétale utilisée
(Ms). Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule suivante:

RHE = (MHE /Ms).100
(Eq. 111.1)

RHe : Rendement de I’huile essentielle (%).

Mre : Quantité d'extrait récupéré (masse d’huile essentielle récupérée) en (Q).

Ms : Quantité de la matiére végétale seche utilisée pour I'extraction exprimée en (g).
I11.4.Caractéristiques des huiles essentielles

Afin d'évaluer la qualité et la composition des huiles essentielles extraites lors de cette

étude, des analyses ont été menées pour déterminer leurs propriétés organoleptiques et physico-
chimiques. Ces propriétés constituent un moyen de veérification et de contrdle de la qualité de
I’HE [83].

111.4.1.Etude des propriétés organoleptique

Les HE sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles, plus ou moins
colorées (AFSSAPS, 2008). Chaque huile essentielle est caractérisée par des propriétés

organoleptiques tels que : I’odeur, I’aspect physique et la couleur [84,85].
111.4.2.Etude des propriétés physico-chimiques

Aujourd'hui, les propriétés physico-chimiques (densité, indice de réfraction, indice d'acide,

indice d'ester) sont exigées pour leur évaluation commerciale [86].
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a) Détermination de la densité
Pour définir la densité ou la masse volumique de notre huile, on a calculé le rapport

entre un certain volume d'huile essentielle et la masse de ce méme volume. La densité est

ainsi obtenue par (g /cm3).
m

d : ladensité par (g /cm?3). d= vV (Eq. 111.2)

m :masse d’huile en (g).
V :volume d’huile en (cm3).
b) Détermination de I'humidité

Le contenu en humidité de partie arienne de notre plante a été déterminé par le procédé de

séchage a I'étuve a105°C = 5°C.

Le taux d’humidité est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

Taux d"humidité === x 100 (Eq. 111.3)

Ms : La masse seche (Q).
Mf : La masse fraiche (g).
c) L'indice d'acide
L'indice d'acide (la) est la masse d’hydroxyde de potassium (KOH), exprimée en
milligrammes, nécessaire pour neutraliser I'acidité libre contenue dans un gramme de substance.

Mode opératoire :

On pese avec précision 0,2 g d'HE et on les dissous dans 0,8 ml d'éthanol puis on ajoute 3
gouttes de phénol phtaléine , en suite on neutralise le liquide avec la solutions de KOH (0,1N).

Contenu dans une burette nous poursuivons 1’addition jusqu'a 1’obtention du virage persistant de
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la solution (rose) pendent 30 secondes , nous mettons ensuite le volume de la solution de KOH

utilisé. Calcul de ’indice d’acide :

Vx56,1 (Eq. 111.4)
m

Ian=

V': Volume de la solution de KOH utilisée en ml .

m: Masse de la prise d'essai en gramme .
56,1: Masse molaire de KOH en gramme par (g/mol).
d) Indice de réfraction

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de I’angle
d’incidence et le sinus de 1’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde

déterminée, passant de I’air dans I’huile essentielle maintenue a une température constante

L'indice de réfraction n'a pas d'unité car c'est le rapport de deux vitesses. Plus la lumiere est

ralentie, plus la matiére a un indice de réfraction élevé.
Mode opératoire

e Lamesure de I’indice de réfraction des huiles essentielles a été effectuée a I’aide d’un
réfractometre .

e Apres nettoyage de 1’appareil avec 1’eau distillée ou 1’alcool, on place 2 ou 3 gouttes
d’huile essentielle au milieu du prisme. Puis on regarder dans I’oculaire et le mesure se
fait en tournant les boutons de réglage de I’indice de réfraction pour amener les zones
sombres et éclairées au centre du réticule, finalement on noter la valeur de 1’indice .

e L’indice de réfraction des huiles essentielles est généralement élevé. Il est supérieur a
celui de I’eau 1.3356 .
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e) L’indice de saponification

L’indice de saponification(ls) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium
nécessaire a la neutralisation des acide libres et la saponification des esters présents dans
1gramme de substance.

Mode opératoire

e Introduction dans un ballon 0,5g de HE, ajouter 10ml de KOH ethanolique de (0,5N)
o Adapter le réfrigérant et placer le ballon sur un bain marie pendent une heure, Refroidir

le ballon.

e L’exces du KOH est neutralise par 1’acide hydrochlorique HC1 0,5N en présence de
phénol phtaléine.

L’indice de saponification est donné par la formule :

[ Is=56,1* (Vo_V1)/m } (Eq. 111.5)

Vo : Volume de HCI dans I’essais a blanc en (ml).

V1: Volume de HCl en (ml) .
m : Masse de la prise d’essai(g)
f) L’indice d’ester :

L’indice d’ester ( Ie ) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium
nécessaire a la saponification des esters présents dans un gramme de substance .Elle est calculée

partir de I’indice de saponification et I’indice d’ester selon la relation :

(Eq. 111.6) [ le=lIs-Ia }
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g) Détermination du pH

Le pH exprimé par une valeur numérique, indique si une solution est acide ou basique, il
représente aussi la concentration en ions hydrogéne d’une solution aqueuse [87].La détermination
du pH est effectué¢e a I’aide d’un papier pH au lieu d'un pH-métre en raison de I’insuffisance

duproduit (huile essentielle). Nous mesurons le pH de I’HE de la plante par papier pH.
I11.5.Caracterisation des huiles essentielles extraites

Les huiles essentielles sont des matiéres premieres pour les secteurs de I’industrie
pharmaceutique, de I’agroalimentaire et de la cosmétique. La connaissance parfaite de la
composition chimique de ces substances permettrait aux professionnels des secteurs précités de
pouvoir contrdler leur qualité et de les valorisées. L’identification des composants d’une huile
essentielle reste une opération délicate qui nécessite la mise en ceuvre de plusieurs techniques qui

sont dans certains cas complémentaires [88].
I11.5.1.Analyse par couplage CG/SM

La simplicité du couplage entre ces deux techniques, les progres accomplis dans le
traitement en temps réel du signal, la constitution de banques de données de spectres de masse et
le développement des algorithmes de comparaison entre le spectre d’un comp0sé inconnu avec
ceux répertoriés dans la banque sont a I’origine de la généralisation de 1’usage de la CG/SM dans

les laboratoires d’analyse des composés aromatiques (Figure. 111.11)[89].

La spectrométrie de masse permet de transformer des molécules de leur état naturel en
ions a I’état gazeux et d’obtenir leur masse moléculaire en analysant leur rapport de
masse/charge, noté m/z. Dans le secteur particulier des huiles essentielles, le couplage CG/SM

est, aujourd’hui, la technique de référence (Figure. 111.3).
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Figure. 111.3.Schéma de couplage CG/SM.
11.5.1.1.Principe de la méthode

Le principe de séparation repose sur une différence de répartition des composes d'un
mélange entre deux phases, la phase mobile et la phase stationnaire (imprégné dans la colonne).
Les composants du mélange injecté dans la colonne et poussé dans celle-ci par le gaz vecteur
interagissent difféeremment avec la phase stationnaire et de ce fait leur progression dans la
colonne ne se fera pas a la méme vitesse. Ce phénomene d'interaction provoque ainsi la
séparation des constituants du mélange. Un systeme de détection adéquate en sortie de colonne

permet de créer un signal qui est enregistré sous forme de "pics chromatographiques"[90].

La combinaison de ces deux techniques d’analyses CPG/SM permet de séparer les
composants de 1’échantillon et d’identifier chaque composant, donc de faire une analyse compléete
aussi bien qualitative que quantitative du produit a analyser. L’identification est ensuite réalisée
par comparaison des indices de rétention (Ir) et des données spectrales (spectres de masse) des
constituants individualisés avec les caractéristiques de produits de référence contenus dans des

bibliothéques de spectres.

L’avantage d’un couplage en chaine d’une interface chromatographique avec un
spectrometre est la possibilité d’analyser le spectre individuel d’un composé. Il s’agit de la
technique la plus utilisée pour 1’analyse des huiles essentielle en raison en grande partie de la

facilité de prise en main des systemes de séparation.
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111.5.1.2.Conditions Opératoires de ’analyse par CG/SM

Tableau. 111.3.Conditions Opératoires de 1’analyse par CG/SM

Injecteur Colonne Détecteur de masse .

Equipement
Température : Type : HP-56MS Mode d’analyse : Scan | Chromatographe : Hewlett
250°C Dimensions : long 30 TIC (de 30 a 550). Packard Agilent 6890 plus.

Mode d’injection :
Split 80:1
Volume injecté : 0.2

pl

m* D int 0.25 mm *

épaisseur film 0.25 pm.

Phase stationnaire :
5% Phenyl 95%
dimethylpolysiloxane.
(Autre : Spécifier) .
Température du
four :60°C pendant 8
min, 2°C/min jusqu’a
250°C.

, isotherme pendant10
min.

Durée d’analyse: 113
min.

Gaz vecteur : Hélium
Pureté : N 6.

Débit GV : 0.5 ml/min.

Délai du solvant : 3.5
min

Température de
Pinterface : 270 °c..
Type d’ionisation :
Impact électronique
Intensité du filament :
70 év..

Type de I’analyseur de
masse : Quadripoles.
Température de la

source : 230 °c.

Spectromeétre de masse :
Hewlett Packard Agilent
5973.
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111.5.2.Spectroscopie infrarouge

Est une classe de spectroscopie qui traite de la région infrarouge du spectre
électromagnétique. Elle recouvre une large gamme de techniques, la plus commune étant un type
de spectroscopie d'absorption. Comme pour toutes les techniques de spectroscopie, elle peut étre
employée pour l'identification de composés ou pour déterminer la composition d'un échantillon.
Les tables de corrélation de spectroscopie infrarouge sont largement présentes dans la littérature

scientifique.

IR se situe entre 2 um et 50 um en longueur d'onde, mais on utilise dans ce domaine les

nombres d'ondes ou termes spectraux, notés ¥, exprimés en cm™ [91].
I11.6.L.>étude de ’activité biologique
111.6.1.L’activité antioxydant

Un antioxydant est défini comme étant toute substance susceptible d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de I'oxygene [92].

Certain constituants des huiles essentielles présentent un antioxydant tres marqué et sont
aujourd’hui commercialisés : c’est le cas de I’eugénol, du thymol, du carvacol.. etc. Les résultats
déja publiés montrent que les huiles essentielles constituent une bonne source d’antioxydant

naturels rechargé pour leur innocuité relative [93,94,95,96].

A cause de la propriété essentielle de I’antioxydant (piégeur des radicaux libres), plusieurs
méthodes ont été mises en évidence pour évaluer I’efficacité de I’antioxydant a piéger les
radicaux libres (ABTS, DPPH, FRAP).
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» On utilise le radical de DPPH :

Le radical chromogéne DPPH- peut réagir directement avec des antioxydants. En effet, la
méthode de DPPH- a été utilisée pour évaluer I'activité antioxydant des composés en raison des
procédures simples, rapides, sensibles et reproductibles [97]. Les antioxydants sont soupgonnés
d'intercepter la chaine d'oxydation des radicaux libres, de donner I’hydrogeéne des groupements
hydroxyles phénoliques, et de former un produit final stable qui ne déclenche ou propage
I'oxydation des lipides [98].

» Test du DPPH

L’activité antioxydant des extraits a ét¢ mesurée in vitro par le 2,2*-Diphenyl-
1picrylhydrazyl (DPPH), dont le DPPH est un radical libre stable de couleur violacée
photométrable a 517 nm. La réduction du radical par un donneur d’atome d’hydrogéne conduit a
la formation de 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine DPPH de coloration jaune . L’intensité de la
couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des
protons (Figure. 111.4)[99].

DPPH* DPPH-H
o o )
OZNQN'—N + A-H - OZNQ—S—N + A
- O .
1]
VIOLET JAUNE

Figure. 111.4.Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.

Le test est simple, rapide et ne nécessite qu'un spectrophotometre UV-VIS a effectuer, ce
qui explique probablement son utilisation généralisée dans le dépistage antioxydant.(Annexe2)
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Mode opératoire

e Lasolution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 0,004g de DPPH dans 100ml
de éthanol, et ajuter pondent 20min.

e Préparation d’une solution mer par un volume de 20pl des huiles essentielles dans 1ml
de éthanol et prendre différentes concentrations (1,25, 2,5, 10 et ,20ul/ml) a été ajouté a
1ml de éthanol et 1ml de solution DPPH dans les tubes a esses, apres incubation de
30min a I’obscurité et a température ambiante.

e Les absorbances ont été mesurées a 517nm contre le contr6le négatif (blanc :solution de
DPPH et du éthanol).

111.7.Lactivité antibactérienne

La technique utilisée, pour évaluer I'activité antibactérienne de notre HE, est
I'aromatogramme ou la méthode de diffusion en milieu gélosé [100].Cette méthode permet
d'évaluer I'activité inhibitrice de croissance des huiles essentielles par la mesure du diameétre
d'inhibition autour d'un disque de cellulose imprégné d'huile essentielle ou de produit a base

d'huiles essentielles

De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifique et rationnelles puisque de
nombreux travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des HE des plantes

aromatiques [101].
111.7.1.Souches bactériennes

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle Menthe est évaluée sur quatre souches

bactériennes de milieux de culture gélose :

e Gram négative : Klebsiella spp .
e Gram positive : Staphylococcus aureu, Pseudomoas aeruginosa, Enteroccus spp .

e Ces souches proviennent du Laboratoire d’analyse Dr.Houti
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111.7.3.Mode opératoire

La méthode des aromatogrammes est la technique choisie pour déterminer I’activité
antibactérienne des extraits des plantes. Elle consiste a utiliser des disques de papier stérile de 6
mm imprégnes des concentrations différentes des extraits. Une série de dilutions (1/1, 1/2 , 1/4,
1/8) de I'huile essentielle dans le Diméthyl sulfoxide (DMSO).

L’agar Muller-Hinton (MH) stérile a été coulé dans des boites de pétri stériles de 9 cm. 1
ml de I’inoculum préparé a partir de chagque souche est uniformément bien étalé a la surface de
I’agar MH. L’excédent de I’inoculum est ¢ liminée par aspiration [102]. Un volume
correspondant a cinquante microlitres des dilutions des extraits de I’huile essentielle et aqueux est

déposé sur des disques de papier filtre stérile (whatman n°1, 6 mm de diamétre).

A 1’aide d’une pince stérile les disques sont déposés a la surface de gélose inoculée et
incubée a 37° C pendant 18 heures. Apres I’incubation 1’effet des extraits se traduit par
’apparition autour de disque d’une zone circulaire transparente correspondant a 1’absence de la

croissance. Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souche est sensible [103].

En paralléle, le DMSO et I’eau distillée sont utilisés (témoins négatifs) afin de vérifier la

croissance des différentes souches [104].
I11.7.4.La regle mesurant le diamétre de la zone d’inhibition (DZI)

Le résultat est exprimé par le DZI et peut étre symbolisé par le Tableau. 111.4,[105].

Tableau. 111.4.La régle mesurant le diamétre de la zone d’inhibition.

Diamétre d’inhibition (mm) Signe Inhibition

D<8 - Non sensible
Entre9-14 + Sensible

Entre 15-19 ++ Tres sensible

D> 20 +++ Extrémement sensible
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IVV.1.Introduction

Dans cette partie d'étude, I'extraction des huiles essentielles de Menthe rotundifolia,
leurs caractérisations organoleptiques, physico-chimiques ainsi que 1’examen de leurs

propriétés antimicrobiennes et leurs propriétés antioxydants ont fait I'objet de discussion.
IV.2.Taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau. Pour

assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 %
(Figure. IV.1),[106].

B Taux de MS

M Taux de humidite

Figure. IVV.1.Représentation graphique de taux d’humidité de la plante Menthe rotundifolia.

Les résultats d'analyse de notre échantillon ont révélé que la teneur de I'humidité des
feuilles de Menthe rotundifolia est trés importante, ce taux signifié que plus de trois-quarts du
poids de notre plante fraiche est constitué par I’eau. Nos résultats concordent avec celui

rapporté par Mr.Kouache sur le méme espéce qui est récolté dans la région d’ouest Algérien
estimé a 83,09 % [107].

1VV.3.Rendement de extraction

Apres d’extraction par I’hydrodistillation et élimination de toute trace d’eau , les
rendements de huile essentielle des feuilles de Menthe rotundifolia pendent la période de
Mars — Avril —Mai 2019.
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> Les résultats obtenus sont mentionnés sur le tableau. 1VV.1.d’apres (Eq. I11.1).

Tableau. IV.1.Variation des rendements de HE extraite par hydrodistillation commun
durant les mois de Mars-Avril — Mai 2019.

Mois Mars Avril Mai
R HE (%) 0, 35 0,62 0,73
> Discussion

D’aprés le tableau. V.1 nous pouvons dire que le rendement de HE de menthe

rotundifolia atteint une valeur maximale au mois de Mai 0,73 (la période de floraison),

Alor que Mr.Brada trouve un rendement de 0,8% au mois de novembre [30].

La figure. IV.2.montre les rendements de HE de Menthe rotundifolia pendent les mois.

Rendement%

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Mars

Avril

les mois

Mai

Figure. 1VV.2.Représentation graphique des rendements de HE de menthe rotundifolia en

fonction du mois de Mars- Avril- Mai 2019.
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IVV.4.Etude analytique de ’HE de Menthe rotundifolia

Les propriétés organoleptiques et physico-chimiques constituent un moyen de
vérification et de contrdle de la qualité de I’HE. Nous avons déterminé les caractéristiques
organoleptiques, les propriétés physico-chimiques puis nous avons effectué des analyses
qualitatives et quantitatives par (CG/SM) de I’HE de Menthe rotundifolia.

IV.4.1.Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques de HE de Menthe rotundifolia ne donnent qu’une
information trés limitée sur cette essence. La qualité d’une essence et sa valeur commerciale
sont definies par des normes fixées. Ces normes ont été établies par plusieurs organisations
connues a 1’échelle mondiale en précisant les conditions opératoires des analyses et en mettant
au point des monographies pour la caractérisation des huiles essentielles les plus courants.
Apres I’extraction, nous avons déterminé les caractéres organoleptiques de notre huile
essentielle et comparé avec ceux de la norme AFNOR. (2000) pour la méme plante [108].

Les parametres organoleptiques de notre 1’huile essentielle obtenue par

hydrodistillation sont résumés dans le tableau. 1V.2.

Tableau. IV.2.Caractéristiques organoleptiques de HE de la plante Menthe rotundifolia.

Parameétres AFNOR (2000) Résultats obtenus
Aspect Liquide mobile et limpide Liquide
Odeur Epicé ,Pénétrante Propre a la matiere végétale

( Pénétrante )

Couleur Jaune pale Jaune

A D’issue des distillations, I’HE obtenue est de couleur jaune selon la partie extraite et
selon le mode d’extraction avec une odeur pénétrante. Les caractéristiques obtenues par I’HE
sont en accord avec ceux rapportées par AFNOR (2000) qui ont analysé les huiles essentielles
de Menthe rotundifolia [108].
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1V.4.2.Les propriétés physico-chimiques

Les parameétres essentiels concernant la qualité de I’HE est bien évidemment les
caracteres physico-chimiques. Nous avons procedé ces analyses a fin de confirmer la qualité
de I’HE de Menthe rotundifolia par les analyses de leur densité, indice de réfraction , indice

d’acide ,I’indice d’aster, I’indice de saponification et Potentiel d’Hydrogene (pH).
> Les valeurs obtenues sont représentées dans le tableau. IV.3.

Tableau. 1VV.3.Caractéristiques physico — chimiques de HE de Menthe rotundifolia.

Caractéristiques | Densité Ia le Is Ir
Résultats 0,901 1,80 75,75 73,15 1,464
Normes 0,942 1,91 76,63 _ 1,5031
(AFNOR)

Le pH obtenu indique que notre huile extraite par une zone de ( 5) est acide . L’indice
de réfraction est une grandeur qui nous permet d’identifier I’HE, aussi de contrdler sa pureté,
en effet un indice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en monoterpenes et en

dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpenes donnera un indice élevé [110].

Pour les constantes chimiques, I'indice d'acide donne une idée sur le taux d'acides
libres, ce parametre peut nous aider a savoir la qualité de notre produit. 1a de I'HE extraite de
Menthe rotundifolia est de 1,80, un produit a un indice d’acidité trés faible est un produit de

forte qualité, c.a.d. qu’il présente une faible concentration en acide gras. Quant a I’indice

d’ester de notre HE il est de 75,75 trés élevé, et |s est 73,15.

IVV.4.3.Analyse par couplage CG/SM

La détermination de la composition chimique de I’HE de la plante Menthe rotundifolia
par la méthode chromatographique (CG /SM) est présenté sur la figure. 1V. 3.
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Figure. 1V.3.Graphe représente la chromatographique CG/SM de I’HE de la plante Menthe

rotundifolia.

La figure. V.3 représente I’analyse chromatographique par CG/SM de notre huile
extraite . Elle montre la présence de plusieurs composés donc I’HE est un mélange de
nombreuses molécules chimiques dont chaqu’ une est représentée par un pic. On dénombre
75 composants dans cette I’HE ,dont certains sont majoritaires et d’autres sous forme de trace

comme le montre le tableau. 1V .4.
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Tableau. IV.4.Les composés majoritaires de HE de la plante Menthe rotundifolia.

Numéro tr (Min) Composés Aire(%)
01 10,004 Alpha.- Pinene 0,64
02 12,553 Beta .-Pinene 0,53
03 13,63 Beta .-Myrcene 0,63
04 15,193 Alpha .-Terpinene 0,70
05 16,016 dI-Limonene (Cyclohexene, | 0,73
1-meth yl-4-)
06 16,788 cis-Ocimene 0,75
07 18,165 gamma.-Terpinene(4- 1,06
cyclohexadiene)
08 18,828 trans-Sabinene hydrate 3,16
09 22,166 1-octen-3-yl acetate 0,65
10 25,721 Borneol 1,27
(Bicyclo[2.2.1]heptan-2-ol)
11 26,641 3-Cyclohexen-1-ol (4- 2,38
Terpinenol)
12 32,786 oxide de Piperitenone 30,83
13 35,186 Phenol 1,11
14 39,673 3- Methyl -6-isopropy 4,15
15 41,587 2,4-Heptadienal 0,82
16 42,873 2 Cyclopenten-1-one - 20,88
17 43,205 Tetrangulol (3-Acetoxy-2) 9,83
18 44,559 3-Penten-2-one 0,88
19 45,542 delta.-Cadinene 0,95
(Bicyclo[2.1.0]pentane)
20 46,766 Germacrene-d (1H- 6,04
Cyclopenta[1 ,3]
cyclopropa[l,2]benzene)
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D’apres le tableau. 1V.4 et la figure. 1V.3, I'analyse par CG /SM montre que les composés

majoritaires de ’HE Menthe rotundifolia obtenu par I’extraction sont principalement :

%+ Oxide de Piperitenone (30,83 %) de structure :

X/
X4

% 2 Cyclopenten-1-one - (20,88 %) de structure : .

¢+ Tetrangulol (9,83%) de structure : o

¢+ Germacrene-d (6,04%) de structure :

Nos résultats sont comparables a ceux de (Brada et al .,2006) ; effectué sur trois région en
Algérie Chlef ,Miliana et Rouina, ces essences de la plante de Mentha rotundifolia a la partie
aérienne feuilles et tiges présentent les mémes composés majoritaires ( pipériténone et oxyde
de pipériténone ) [30], dans une autre étude, ou la plante a été reculté de la région de Bathia
wilaya d’Ain Defla —Algérie-(Kouache , 2018) le compose majoritaire est Piperitenone,

Oxyde Piperitenone pour la partie aérienne de la plante [107].

Les resultats de la composition chimique de 1’huile essentielle de Mentha rotundifolia
L. obtenue par (El Arch M et al., 2002) récolté du Maroc; a révélé une dominance de
pulegone 85, 5%., différente a celle de Lorenzol D et al (2002) ou le pipériténe est le
composé majoritaie (80,8%). Selon (Berthias et al., 2014), Cette différences de compositions
chimiques du a plusieurs facteurs: type du sol, de la région géographique, du climat, de

I'altitude, de la saison de récolte et des méthodes et procedés de distillation [24,13,111].
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IVV.4.5.Analyse de ’HE Menthe rotundifolia par IR

L’HE de la plante Menthe rotundifolia est analyse par spectroscopie IR a fin de

montrer les différentes liaisons existantes (Figure. 1V.4) .
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Figure. IV.4.Analyse de la plante de Menthe rotundifolia par spectroscopique IR.

La figure. IV.4 représente en résultats d’analyse, on remarque la présence des

fréquences de vibration des liaisons cités d ans le tableau. IV.5.
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Tableau. IV.5.Fréquences de vibration des liaisons.

N vibration des liaisons(cm™) Fonctions

1 2958,95 C-H (CH2/CHs)

2 1737,83 et 1700,55 C-O0

3 1449,71 C-H (Déformation)

4 1238 ,10 C-H (Aromatique)

5 875,96 C-C (Squelette )

6 1110,07 C-H (Déformation angulaires
dans le plan).

L’analyse de la tableau. V.5 ou révélé la présence des liaisons caractéristique des
composés de la famille des alcanes ce qui confirme les résultats trouves par CG/SM.

IV.5.L’étude de ’activité biologique

IV.5.1.Activité antioxydant d’huile essentielle

L'activité antiradicalaire de I’HE de Menthe rotundifolia est évaluée par la méthode de
réduction de DPPH , le résultat trouvé sera compare a I’activité antioxydant de l'acide

ascorbique [112].
Le pourcentage de piégeage du radical est calculé selon 1’équation (Eq.111.7).

Tableau. IV.6.Variation du pourcentage 1’inhibition du DPPH en fonction de la concentration
de I’HE de Menthe rotundifolia.

Concentration (pug/ml) 1 0,75 0,50 0,25
Absorbance 0.08 0.355 0.533 0.823
Pourcentage

94.36 74.58 61.89 41.20
d’inhibition (%)
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Figure 1V.5.Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration d’HE

de Menthe rotundifolia.

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

La détermination de I’activité anti-oxydante de 1’extrait par le test au DPPH a révelé
que I’HE de Menthe rotundifolia a une activité anti-oxydantede 45.04pg /ml. Quant a 1’acide
ascorbique une ICsp est de 19.73ug /ml [113].

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

celle de I’acide ascorbique.

IVV.5.2.L"activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne de notre huile essentielle de Menthe rotundifolia a été faite
sur quatre bactéries provenant de la collection du laboratoire d’analyse médicale de a été
faite par la méthode des aromatogrammes. Le pouvoir antimicrobien est obtenu par la mesure

des diamétres des zones d'inhibition (mm) (Annexe 3).

Le diamétre de la zone d’inhibition observée autour des disques imprégnes d'HE pure

et leurs dilutions aprés 24 heures d’incubation a 37°C, sont résumés dans le tableau 1V.7.
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Tableau. 1V.7.Diamétre d'inhibition des souches bactériennes de ’HE de Menthe rotundifolia

Diametres | D(mm) D(mm) D(mm) D(mm) D(mm)
SM S1 S2 S3 S4

Les souches
Klebsiella spp 13 11 8 8 8
Staphylococcus | 17 8 7 8 6
aureu
Pseudomonas 8 7 7 7 10
aeruginosa
Enteroccus spp | 10 11 8 8 8

Selon 1’échelle citée par [105], les résultats montrent que I’HE de menthe rotundifolia

pure possédent une activité antimicrobienne moyennement sur toutes les souches bactériennes

testées :

e Toutes les souches bactériennes étudiées sont sensibles a ces huiles essentielles .

Cette sensibilité est différente selon les souches. les souches Klebsiella spp , Enteroccus

spp et Staphylococcus aureu est sensibles et la souche Pseudomonas aeruginosa moins

sensibles .
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Conclusion général

La plante étudiée au cours de ce travail est la Menthe rotundifolia classée dans la
famille des Lamiaceées et le genre Menthe, la plante a été récoltée dans leurs habitats
naturels a Boumedfaa Wilaya d’Ain Defla - Algérie, durant de la période Mars, Avril, Mai
20109.

Cette étude s’intéresse a I’extraction d’huile essentielle. 11 existe plusieurs méthode
d’extraction a est fait par des parties aériennes séchées de plante , nous avons opte pour

I’hydrodistillation vu les avantage qu’elle présente.
Les résultats d’extraction montrent un rendement de 0,35% a 0,7% .
Les analyses physico-chimiques d’huile obtenue enregistrent :

e Une densité : 0,901

e Indice d’acide :1,80

e Indice saponification :73,15
e Indice réfraction :1,464

e Indice d’ester : 75,75

L’analyse par GC/MS a permis d’identifier 72 composes, notre huile est riche en
Oxide Piperitenone (30,83 %), 2Cyclopenten-1-one - (20,88 %), Tetrangulol (9,83%) et
Germacrene-d (6,04%). Elle peut étre utilise :

(Hhypotensive, Vasodilatateur, Bradycardie), une activité sur les centres nerveux
sympathiques (relaxant, stimulant , dépressant), des propriétés antibactériennes et
antifongiques, et agit aussi comme agent retardant la reproduction du vecteur de malaria

Anopheles stephensis [114].

L’oxyde de pipériténone est également intéressant pour la synthese des hétérocycles,

de pyrazoles, de pyrazolines et d’alcools allyliques [115].

L’analyse par IR présence des liaisons caracteristique des composeés de la famille des alcanes

ce qui confirme les résultats trouves par CG/SM.

L’étude d’extraction d’huile de plante Menthe rotundifolia Permet de constaté une
richesse en information concernant la nature d’huile extraite et son utilisant thérapeutique et
industrielle, le travail nécessite une suite a fin d’examiner 1’application de cette huile dans le

domaine thérapeutique.
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Annexe 1 : Protocole expérimental d’extraction des huiles essentielles.

[ Matériel végétale seche+ I'eau distillée ]

Chauffage

[ Hydro distillation pendant 2h ]

(-

[ Vapeur + huile ]

Condensatio

[ L'eau + des goutes de HE ]

Décantation

S

Huile + Hydrolat ]

Séparation

™~ I

[ Conservation 4°C ]

Y

[ Calcule du rendement ]




Annexe02 : Spectrophotométrie (UV)

Effet des dilutions de I’HE de menthe Effet des dilutions de ’HE de menthe
rotundifolia sur Pseudomonas aeruginosa. rotundifolia sur Enteroccus spp .

Effet des dilutions de I’'HE de menthe Effet des dilutions de I’'HE de menthe
rotundifolia sur Staphylococcus aureu . rotundifolia sur Klebsiella spp .




Annexe 04 : Les appareillages utilisées

Appareillages

Balance de précision.
Chauffe ballon.
Clévenger.

Micropipettes .

Plaque chauffante.
Spectrophotometre de masse.
CG/SM.

Spectrophotomeétre IR.

Les boites pitres.

Les disc (d=6mm).
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