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Résumé ;

Dans nos jours, 1’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét

dans la recherche biomédicale.

Ce regain d’intérét vient du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substance et de composés naturels bioactifs, pour cela dans ce travail nous
nous sommes intéressés a I’é¢tude physico-chimique de deux huiles essentielles extraites de la

menthe poivreée est de la menthe Arvensis.

Une étude de I’activité biologique a été réalisée par une voie électrochimique afin de

déterminer le pouvoir antioxydant de ces deux substances.

Mots clés : menthe Poivrée, menthe Arvensis, extraction, radicaux libres.

Abstract:

Nowadays, the use of medicinal plants in herbal medicine has received great interest in
biomedical research.

This renewed interest comes from the fact that medicinal plants represent an inexhaustible
source of substance and bioactive natural Compounds, that's why we are interested in this
research about the physicochemical study of two essential oils extracted from peppermint, is

Arvensis mint.

The research study of biological activity was carried out by electrochemical way to determine
the antioxidant power of these two substances.

Key words: Pepper mint, Arvensis mint, extraction, free radicals.
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Introduction générale

Introduction générale :

Les huiles essentielles constituent une partie importante dans la constitution des
produits naturels. Elles sont utilisées dans des domaines trés variés: industriels,
pharmaceutiques, parfumerie, cosmétologie, I'aromathérapie [1]. Ce sont des extraits liquides,
concentrés et complexes de plantes aromatiques ou d'organes de ces plantes (fleur, feuille,
bois, racine, écorce, fruit...), obtenus par distillation par entrainement a la vapeur d'eau. Elles
sont composées, chacune d'elles, d'une centaine de molécules terpéniques et aromatiques et

qui sont particuliérement actives dans I'entretien de notre santé au quotidien.

Elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d'origine bactérienne [2]. Au niveau de la microflore vaginale [3] et d'origine
fongique contre les dermatophytes [4]. Egalement, elles possédent des propriétés cytotoxique
[5] qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu'agents

antimicrobiens a large spectre.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés a deux types de menthes connus sous
I'appellation de la menthe poivrée et de la menthe Arvensis. Pour cela dans le premiere
chapitre de ce travail, nous nous sommes intéressés a I'extraction des deux huiles essentielles

par hydrodistillation & I'échelle du laboratoire, en utilisant I'appareil de Clevenger.

Dans le deuxieme chapitre, nous avons réalisé une analyse électrochimique afin de
déterminer le pouvoir antioxydant des deux huiles obtenues a partir de la menthe poivrée et de
la menthe Arvensis, en utilisant la méthode de la voltamétrie cyclique, tout en choisissant le

solvant adéquat (milieu organique).
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CHAPITRE |  Rappel bibliographique sur les huiles essentielles

I.1. Les plantes aromatiques et huiles essentielles :

I. 1. 1. La menthe poivrée (Mentha piperita) :

La menthe poivrée est une plante herbacée de la famille des lamiacees, ces feuilles
sont opposees et décussées de 4 a 10 cm de long, velues et d'un vert foncé sur la face
supérieure. Elles sont recouvertes de poils. Ces fleurs sont petites violet pale, presque

régulieres. La floraison s'effectue de juillet a septembre.

En raison de la saveur poivrée de ses feuilles elle est assez peu utilisée en cuisine et
réservée a un usage médical son huile essentielle est utilisée dans I'industrie alimentaire pour

parfumer : bonbons, dentifrice, chewing-gums, confiseries et boisson alcoolisées (Figure 1).

Regne : Plante
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées

Genre : Menthe

Figure 1 : Aspects morphologique de la menthe poivreée.
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CHAPITRE I  Rappel bibliographique sur les huiles essentielles

I. 1. 2. Huile essentielle de la menthe poivrée :
e Propriétés et usages médicinaux traditionnels :

L'huile essentielle de la menthe poivrée présente un aspect limpide avec une couleur
verdatre pale et une odeur herbacée fraiche et mentholée. Elle a des propriétés aromatiques et
des propriétés digestives (diminuer les lourdeurs, les ballonnements, les gaz). Au début du

XIX®™ siécle elle est considérée comme apéritif, désobstruant, diurétique.........

On I'emploie aussi comme stomachique, résolutive, emménagogue, et surtout comme

antispasmodique [6,7].

e Composition et effet antioxydant :

La feuille de menthe poivrée contient de nombreux métabolites secondaires
aromatiques : des acides-phénols (jusqu'a 7%), des flavonoides (glycosides de la lutéoline, de
I'apigénine), des monoterpenes et des triterpénes. Sa composition chimique varie fortement

avec les conditions climatiques, la nature de la terre cultivable et de la date de la récolte.

Elle est principalement constituée de :

- Menthol de 30 a 40% et atteignant parfois, jusqu'a 64% pour une culture a basse
altitude.

- (-) - Menthone de 15 a 25%.

- Acétate de menthyle, de I'état de trace jusqu'a une forte concentration de 30,2% a
haut altitude dans le nord.

- Menthofurane, composé hépatotoxique, parfois absent.
- (+) — isométhone, (+) — néomenthole, (-) — pipéritone, terpéne -4- ol, B —

viridiflorol... Etc.

La menthe poivrée est une plante riche en antioxydants : tanins, flavonoides 18%,

mais aussi une présence de vitamine C.
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CHAPITRE I  Rappel bibliographique sur les huiles essentielles

I. 1. 3. La menthe Arvensis (Mentha arvensis) :

La menthe Arvensis (Menthe des champs) est une plante vivace de 50 a 60 cm de
haut plus ou moins velue, dégageant un parfum chaleureux épicé, possedant des tiges a
section carré, dressées ascendante [8]. Ces feuilles sont ovales poilue, les fleurs rosées sont
disposés en verticille, axiallaires, écartes compacts. La floraison se déroule de Juillet a

Octobre. Elle croit dans les milieux humides (Figure 2).

Régne : Plante
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiacées

Genre : Menthe

@/‘mmf vegelal

Figure 2 : Aspects morphologique de la menthe arvensis.

l. 1. 4. L'huile essentielle de la menthe Arvensis :

L'huile essentielle de la menthe Arvensis a un aspect liquide mobile limpide, une
couleur jaune pale a incolore et une odeur menthée et forte, elle est obtenue par
hydrodistillation son action vasoconstrictrice permet de calmer spécifiqguement les migraines.
Comme elle possede aussi des propriétés anti-inflammatoires [9], antihypertenseurs [10],

anxiolytique [11] et antalgiques [12].
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CHAPITRE I  Rappel bibliographique sur les huiles essentielles

e Composition de I'huile essentielle :

Une bonne huile essentielle de menthe de champs doit contenir :

- Menthol : 50 a 75%.

- Menthone : 5 & 20%

- Acétate de menthyle : 24 7%
- Isomenthone < 6%

- Limonéne: 2 a5%

I. 2. Méthodes d'extraction des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont obtenues avec de tres faibles rendements (de I'ordre de
1%), ce qui explique leurs raretés et leurs couts, tout en tenant compte de leurs fragilites
structurales. Ainsi les différentes techniques d'extraction des huiles essentielles ou extraits
aromatiques doivent d'une part, tenir compte de ces caractéristiques et d'autre part, apporter
des performances quantitatives satisfaisantes. Une forte demande toujours plus exigeante
basée sur différents phénomeénes physiques : la distillation, I'extraction ou la séparation. Ces
techniques d'extraction seront présentées et classées en deux catégories distinctes selon la
nature produit final désiré (une huile essentielle ou un extrait aromatique). Parmi ces
méthodes, on peut citer: entrainement a la vapeur d'eau, hydro-diffusion,
hydrodistillation[13], extraction par du CO, supercritique [14], extraction assistée par micro-

onde [15], expression a froid [16] et I'extraction par solvants volatils [17].
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CHAPITRE I  Rappel bibliographique sur les huiles essentielles

I .2. 1 Hydrodistillation :

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le
principe de I'hydrodistillation correspond a une distillation hétérogene qui met en jeu
I'application de deux lois physiques (loi de Dalton et loi de Raoult) [13]. Le procédé consiste
a immerger la matiere premiére vegetale dans un ballon lors d'une extraction au laboratoire ou
dans un alambic industriel rempli d’eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite
porté a I'ébullition. La chaleur permet I'éclatement des cellules végétales et libération des
molécules odorantes qui y sont contenues. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur
d'eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles
essentielles se séparent de I'eau par différence de densité. Au laboratoire, le systeme équipé

d'une cohobe généralement utilisé pour I'extraction des huiles essentielles est le Clevenger.

Les eaux aromatiques ainsi prélevées sont ensuite recyclées dans I'hydrodistillateur

afin de maintenir le rapport plante/eau a son niveau initial.

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

I'extrait.

] Thermometre

Ballon a fond
rond avec tube a
dégagement latéeral

— Réfrigéerant

Valet — Chauffe- '
éléevateur baallomn Erlenmeyer

Figure 3 : Schéma représentatif du montage d’hydrodistillation.
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l. 2. 2 Entrainement a la vapeur d'eau :

L'entrainement & la vapeur d'eau est l'une des méthodes officielles pour I'obtention
des huiles essentielles. A la différence de I'hydrodistillation, cette technique ne met pas en
contact direct l'eau et la matiére végétale a traiter. De la vapeur d'eau fournie par une
chaudiére traverse la matiére végétale située au-dessus d'une grille. Durant le passage de la
vapeur a traverse le matériel, les cellules éclatent et liberent I'huile essentielles qui est
vaporisée sous l'action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le
mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et I'essencier avant d'étre séparé en une phase
aqueuse et une phase organique : I'huile essentielle. L'absence de contact direct entre I'eau et
la matiere végétale, puis entre I'eau et les molécules aromatiques évite certains phénomeénes

d'hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I'huile.

A

|
vapeur d'eau saturée en
composés aromatique

réfrigérant
serpentin a
eau

arrivée de
e,

2 vapeur d'eau W L] huile essentielle
vapeur d'eau e

recondensé

Figure 4 : Schéma générale d’entraiment a la vapeur.
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I. 2. 3 Hydrodiffusion :

L'hydrodiffusion est une variante de I'entrainement & la vapeur. Cette technique
relativement récente et particuliere. Elle exploite ainsi I'action osmotique de la vapeur d'eau.
Elle consiste a faire passer, du haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur d'eau au travers

de la matrice végétale.

L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les
composés volatils, et de ne pas mettre en contact le matériel végétal et I'eau. De plus,
I'nydrodiffusion permet une économie d'énergie due a la réduction de la durée de la

distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur.

arrivee de
vapecur d'eau

E -2
= 2 e > v

e
e
*
*

> == == == 2=

maténel
se vegetal e

huile essenueclle

Figure 5 : principe de I’hydrodiffusion.

l. 2. 4 Extraction par du CO, supercritique :

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone
a I'état supercritique. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone permet I'extraction dans le
domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux, le dioxyde de
carbone est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression d'extraction choisie. Il est
ensuite injecté dans I'extracteur contenant le matériel végétal, puis le liquide se détend pour se
convertir a I'état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en extrait et en

solvant.
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L'avantage de cette méthode est la possibilité d'éliminer et de recycler le solvant par
simple compression détente. De plus les températures d'extraction sont basses dans le cas de
dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles [14]. Cette

technique est utilisable pour les essences difficilement distillables.

Condensatowr

|

'
ILAA

-f‘.':‘? A [ doat 2 et Lgum » exrl

Figure 6 : Principe d’extraction par CO, supercritique.

l. 2. 5 Extraction assistée par micro-onde :

Cette technique d'extraction a été dévloppée au cours des dernieres décennies a des
fins analytiques [15]. Le procédé consiste a irradier par micro-ondes (le méthanol) pour
I'extraction de composés polaires ou bien en présence d'un solvant n‘absorbant pas les
microondes (hexane) pour l'extraction de composés apolaires. L'ensemble est chauffé sans
jamais atteindre I'ébullition durant de courtes périodes entrecoupées par des étapes de

refroidissement.

L'avantage essentiel de ce procédé est de réduire considérablement la durée de

distillation et d'obtenir un bon rendement d'extrait.
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|

l_ Condenseur

Vase florentin

Huile essentielle—

Phase aqueuse —»

] Réacteur

0 Matériel végétal

*
**.;**i** «— Four i micro-ondes

Figure 7 : Montage de I’extraction assisté par microonde.

l. 2. 6 L'expression a froid :

Le procédé d'extraction par expression a froid est assurément le plus simple mais
aussi le plus limité. 1l est réservé a I'extraction des composés volatils dans les péricarpes des
hespéridés ou encore d'agrumes qui ont une trés grande importance pour l'industrie des
parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits fragiles en raison de leur
composition en terpenes. Il s'agit d'un traitement mécanique qui consiste a déchirer les
péricarpes riches en cellules sécrétrices. L'essence libérée est recueillie par un courant d'eau et
recoit tout le produit habituel de I'entrainement a la vapeur d'eau, d'ou la dénomination
d'huile essentielle [16].

Figure 8 : Montage de 1’expression a froid.
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I. 2. 7 L'extraction par solvants volatils :

La technique d'extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un
extracteur un solvant volatil et la matiere végeétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le
solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d'étre envoyé au concentrateur pour y

étre distillé a pression atmosphérique.

L'extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les
solvants les plus utilisés a I'neure actuelle sont I'hexane, le cyclohexane, I'éthanol, le
méthanol, le dichlorométhane et lI'acétone [17]. Le solvant choisi, en plus d'étre autorisé devra
posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiére ou l'oxygéne, sa température
d'ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas réagir
chimiquement avec l'extrait. L'extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet ou un

appareil de Lickens-Nickerson.

Ces solvants ont pouvoir d'extraction plus élevé que I'eau si bien que les extraits ne
contiennent pas uniquement des composés volatils mais également bon nombre de composés

non volatils tels que des cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres substances[18].

La technique d'extraction par solvant volatil, consiste a placer dans un extracteur la
matiére végétale a traiter et un solvant. Grace a des lavages successifs, le solvant va se
charger en huiles essentielles, avant d'étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé sous

pression atmosphérique.

L'emploi restrictif de I'extraction par solvants organiques volatils se justifie par son
codt, les problémes de sécurité et de toxicité, ainsi que la reglementation liée a la protection
de I'environnement. Cependant, les rendements sont généralement plus importants par rapport

a la distillation et cette technique évite I'action hydrolysante de I'eau ou de la vapeur d'eau.
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Figure 9 : discription du Soxhlet.

I. 3. Les antioxydants et le systéme de défense :

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche l'oxydation d'autres
substances chimiques [18,19]. L'oxydation fait partie d'une réaction d’oxydoréduction qui
transfére des électrons d'une substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des
radicaux libres qui entrainement des réactions en chaine destructrices. Les antioxydants sont
capables d’arréter ces réactions en chaine en se réduisant avec les radicaux et annihilant ainsi

leur action.
Les radicaux libres les plus importants formés dans 1’organisme sont :

e L’anion superoxyde : O, " (biradical)
e Le radical hydroxyle : HO
e L’hypochlorite : OCI

e Le radical nitroxyle : NO

Les dérivés suivants de I’oxygene ne sont pas de vrais radicaux libres, mais plutdt

des précurseurs, présentant néanmoins une certaine réactivité :

e L’oxygene singulet : 'O,
e Le peroxyde d’hydrogene : H,0,
e Le peroxyde de nitroperoxyde : ONOOH
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La figure 10 représente les principales voies de formation des espéces réactives de

I’oxygene.
0,
ll Catalase
HAO +3:0,
_ SOD /
NO _
ONOO™ = 0, +H,0
- \ 2H,0 + GSSG
| Eal
& (GSH-Peroxydase
[ Cu” +GSH
/
RH

R + H2O

O

vitamine E
ROO ———— ROOH

———————— Réaction de détoxification des ROS

GSH-Peroxydase
— = Réaction aboutissant a des ROS

| +GSH

ROH + H,O + GSSG

Figure 10 : Les principales voies de formation des espéces réactives de 1’oxygene.

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent
provoquer lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que I’ADN
[20], les lipides (peroxydation), les protéines [21]...etc. Cette oxydation provoque des
dommages sur tout I’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires et
neuro-dégénératives, cancer, diabéte...) [22] et la dégradation des cellules et des tissus [23].
La Figure 10 représente un exemple des dommages causée par les espéces réactives de
I’oxygene (ERO) au niveau de I’ADN.
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Figure 11 : Dommages causée par les ERO au niveau de I’ADN.

Pour faire face a ces attaques et boucler les radicaux libres produits par la réaction

d’oxydation. Trois types d’enzymes antioxydantes sont mis en ceuvre par 1’organisme :

e Les superoxydes dismutases (SOD) qui catalysent la dismutation de 1’anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogene [24,25].

e La catalase qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogeéne en eau permettant
I’élimination de celui-ci [26-28].

e La glutathion peroxydase (GPX) qui décompose aussi le peroxyde d’hydrogéne en

utilisant le glutathion comme donneur d’hydrogene [29] (Figure 10).

Il existe aussi des antioxydants non enzymatiques capables de piéger les radicaux

libres tel que :
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- L’acide ascorbique (Vitamine C) :

La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble, sensible a la
chaleur, aux ultraviolets et a I’oxygéne. Apres ingestion, elle passe rapidement dans le sang
puis diffuse de fagon variable dans tous les tissus. Un apport quotidien minimal d’origine
alimentaire est donc nécessaire, celui-ci provient essentiellement des fruits et légumes frais
[30].

Figure 12 : Acide ascorbique.

La vitamine C est nécessaire pour de nombreuses fonctions physiologiques de la
biologie humaine. La plus part des plantes et des animaux peuvent synthétiser 1’acide
ascorbique sauf les singes et les humains en raison du manque de 1’enzyme gulonolactone
oxydase [31]. Elle est un antioxydant puissant hydrosoluble, capable de piéger / neutraliser a
des concentrations trés faibles les especes réactives de 1’oxygene [32,33]. Elle est un
réducteur susceptible de limiter la peroxydation lipidique et intervient dans la régénération

des autres antioxydants tels que les tocophérols [34,35].

- Latocophérol (Vitamine E) :

Les tocophérols sont des composeés liposolubles, ils regroupent quatre substances
dont I’alpha-tocophérol, appelé communément, Vitamine E. C’est I’antioxydant majeur et le

plus actif biologiquement [28].

La vitamine E a été largement étudiée comme complément alimentaire
potentiellement préventive dans les maladies cardiovasculaires. Elle joue un réle dans
I’atténuation du stress oxydatif, dans les symptdémes des maladies neuro-dégéneratives et en

particulier dans la maladie d’alzheimer. En conséquence, il entrave 1’adhérence des leucocytes
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aux cellules endothéliales, 1’agrégation des plaquettes et la formation consécutive des plaques

d’athérome [29].

c-Tocopherol Rl=R2=R3=CH3
f-Tocopherol RI=R3I=CH3, R2=H
w-Tocopherol R2Z=R3I=CH3 R1=H

&-Tocopherol Rl=R2=H, R3=CH3

Figure 13 : Structure des tocophérols.

- Lacaroténoide :

Les caroténoides (figure 14), sont des pigments fabriqués par les végétaux. Les plus
importants sont le béta-caroténe, 1’alpha-caroténe, la zéaxanthine et le lycopene. Ce sont eux
qui donnent aux fruits des couleurs orange, rouge et jaune. Leur fonction essentielle est de

protéger les plantes. La plupart des caroténoides ont une propriété antioxydante [38].

S S S X - T,
Beta-carolene

Figure 14 : Deux exemples des structures des caroténoides.
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- Les polyphénoles :

Les composés phénoliques sont des antioxydants [39-42] qui peuvent neutraliser les
radicaux libres en donnant un électron ou un atome d’hydrogéne (figure 15). Leurs structures
leurs conférent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes hydroxyle des
polyphénols sont bien des donneurs d’atomes d’hydrogénes, ils peuvent réagir avec les
especes réactives de 1’oxygene et les especes réactifs de I’azote, enfin de réaction, le cycle de

géneration de nouveaux radicaux est interrompu.

ROO + ArOH =2 ROOH + ArO

T\

Alkylpéroxyl Phenol

Figure 15 : Illustration d’un mécanisme d’action des polyphénols : la donation d’hydrogéne.

Le radical formé devient moins dangereux.

Suite a I’interaction avec les espeéces réactives initiales, la forme radicalaire de
I’antioxydant est produite, ayant une plus grande stabilité chimique que le radical initial. Cette

stabilité est due a la délocalisation des électrons © du noyau benzynique.

I. 4. Méthode de mesure de ’activité antioxydante :

Grace a la propriété essentielle de I’antioxydant (piégeur des radicaux libres),
plusieurs méthodes ont été mises au point pour évaluer I’efficacité des antioxydants a piéger
les radicaux libres et d’empecher les réactions radicalaires [43,44]. La majorité de ces
méthodes se base sur des phénomeénes chimiques, des processus physiques et instrumentations
spécifiques. Parmi ces méthodes on a: La méthode de FRAP, méthode de ABTS, activité
réductrice sur le ferricyanure de potassium, capacité de piégeage du radicale anion
superoxyde, capacité de piégeage du radical DPPH et les méthodes électrochimiques (la
voltammeétrie cyclique et la voltammeétrie a onde carrée) dans notre cas nous avons réalisé la

méthode électrochimique (la voltammeétrie cyclique).
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I. 4. 1. La voltammétrie cyclique :

La voltammétrie cyclique est une méthode électrochimique parmi les plus
couramment utilisées et qui présente également une méthode de choix, notamment pour
évaluer les pouvoirs réducteurs des especes chimiques. Elle est une technique expérimentale

qui permette I’étude du systéme en régime de diffusion pure.

Le principe général de la voltampérométrie est donc I’obtention d’une réponse (le
courant) du systéme soumis a une perturbation (le potentiel) responsable de la réaction
électrochimique désirée. Cette operation est réalisée en effectuant une exploration par

imposition et variation progressive du potentiel d’électrode (balayage de potentiel) [45].

La connaissance des caractéristiques fondamentales d’une réaction électrochimique
se fait au moyen de la mesure des variations du courant en fonction du potentiel appliqué aux
bornes d’une cellule d’électrolyse. Cette relation se traduit par 1’obtention de figures appelées
voltampérogrammes. A partir des courbes obtenues, il est alors possible de déterminer la
nature et la concentration des éspeces Ox et Red, aussi d’évaluer des paramétres de cinétique

¢lectrochimique...etc.

I. 4. 2. Dispositif expérimental des techniques voltamétriques :

Le dispositif expérimental pour réaliser des mesures électrochimiques nécessite la

présence des composants suivants (figure 16) :

e Potentiostat :

Un potentiostat est un appareil dont le role est d’imposer une différence de potentiel
constante entre 1’¢lectrode de travail (ET) et ’¢électrode de référence (ER) tout en fournissant
la puissance nécessaire a la cellule. Il mesure le courant traversant 1’¢électrode auxiliaire (EA)

et I’¢lectrode de travail [46].
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e Cellule électrochimique type :

Une cellule électrochimique est composée de plusieurs types d’électrodes selon le
type de montage utilisé. On utilise une cellule type d’un systéme a trois €électrodes immergées

dans la solution a analyser [47].

e Types d’électrodes :

On distingue, plusieurs types d’¢lectrodes en fonction de I’application envisagée ; on

utilise dans cette étude trois types d’¢lectrodes [48].

e Une électrode de travail sur laquelle on examine les différents processus
électrochimiques a explorer.

e Une électrode de référence dont le potentiel est constant et connu, ce qui permet ainsi
de contrdler le potentiel a 1’¢électrode de travail.

e Une électrode auxiliaire appelée aussi contre-électrode qui permet de mesurer le

courant circulant dans la cellule électrochimique.

e Electrolyte :

En général, on utilise des solutions contenant outre les especes électroactives, un sel
d’¢lectrolyte support totalement dissocié permettant de saturer la solution. Dans ces

conditions le tracé d’un voltampérogramme est de quelques millisecondes a quelques minutes.
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Logiciel VoltaMasterd — = C—i Potentiostat

u ™= =
o —\

—

——— Electrode de référence
Electrode de travail

Fils de connexion

Electrode auxiliaire
Thermometre
S ot Cellule électrochimique
\ /] ; .
Orifice de sottied'eau  \ S Orifice d'entré d’eau

Figure 16 : Schéma du dispositif expérimental voltampérométrique.

l.4.3 Allure d’un voltampérogramme :

Récemment, beaucoup de chercheurs ont adapté cette nouvelle technique pour la
mesure de I’activité antioxydante des produits naturels et pour d’autres études [49-54]. La
voltampérométrie cyclique (CV) est une des méthodes électrochimiques les plus efficaces
pour caractériser les réactions de transfert de charges. Elle consiste a effectuer un balayage
aller-retour complet du potentiel appliqué. Dans le cas qui nous intéresse, la caractéristique de
courant aller est différente de la caractéristique retour car entre 1’aller et le retour, la couche
de diffusion a été modifiée dans sa composition. L’allure du voltampérogramme cyclique est

donnée par la figure 17.
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Figure 17 : Allure du voltampérogramme cyclique d’un couple rédox.
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CHAPITRE I évaluation de ’activité antioxydant de deux huiles essentielles

Il .1. Appareillage et matériel:

11.1.1. Appareillage:

L'appareil utilisé pour le calcul de l'activité antioxydante de nos huiles est le
voltampérométrie a balayage du potentiel équipé d'un Potentiostat/Galvanostat PGZ 301 type
voltalab fabriqué par (Radiometer Analytical SAS) avec un logiciel VoltaMaster 4,
accompagne d'une cellule électrochimique type d'un systeme a trois électrodes fabriquée en

verre de capacité 50 ml.

11.1.2. Materiel végétal :

Les deux plantes de menthes ont été récoltée a la région d'El- oued durant la période
allant du mois de Janvier jusqu'au Septembre. Les tiges, les feuilles et les sommités fleurées
de la plante sont ensuite séchées pendant dix jours, a I'ombre dans un endroit sec et aéré a

I'abri de la lumiére.

11 .2. Extraction des huiles essentielles :

Il. 2.1. Dispositif d'extraction :

L'extraction de [I'huile essentielle (HE) des deux menthes a été faite par un
hydrodistillateur de type Clevenger. Il est constitué d'un chauffe ballon, un ballon a vide en
verre pyrex ou l'on place le matériel végétal et de I'eau distillée, d'une colonne de
condensation de la vapeur (réfrigérant) qui vient de I'échauffement de ballon a vide et une
ampoule a décanter qui recoit les extraits de la distillation et d'un thermomeétre pour contrdler

la température et éviter le sur chauffage (figure 18).
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Figure 18: Hydrodistillation par systéme clevenger

11 .2.2. Procédé d'extraction :

400 g de feuilles séchées ont été broyés et mises dans un erlenmeyer a vide,
additionnées de 3 litres d'eau distillée. L'ensemble est porté a ébullition, apres I'apparition de
la premiere goutte de distillat a la sortie du tube de condensation de la vapeur: I'huile
essentielle est alors entrainée par la vapeur d'eau. Elle est ensuite condensée en passant par le
réfrigérant, qui est fixé par un support approprié en position inclinée pour faciliter

I'écoulement du distillat. Le temps de cette extraction est d'environ trois heures.

Le distillat obtenu est récupéré dans une ampoule a décanter. Le mélange est laissé
au repos quelques minutes, ce qui résulte I'apparition de deux phases, I'une est organique
(huile essentielle) et I'autre est aqueuse. En fin, le distillat est recueilli dans le collecteur (erlen
en verre pyrex) et I'huile essentielle des menthes sera par la suite récupérée dans un flacon

approprie.
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I1 .2.3. Conservation de I'huile essentielle obtenue :

La conservation de I'huile essentielle exige certaines précautions indispensables.
C'est pour cela nous avons déshydraté I'huile essentielle des deux menthes par le sulfate de
sodium (Na,SO,) anhydre et la conservée a une température voisine de 4°C, dans un flacon en

verre brun fermé hermétiquement pour la préserver de l'air et de la lumiére.

11 .3. Détermination du rendement d'extraction :

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE), est défini
comme étant le rapport entre la masse de I'huile essentielle obtenue apres extraction (M”) et la

masse de la matiere végétale utilisée (M). 1l est donné par la formule suivante :
RHE = M’/M.100

RHE : rendement en huile essentielle de menthe.
M': masse de I'huile essentielle obtenue en gramme.

M: masse des feuilles de menthe utilisée en gramme.

Il .4. Caractérisation physicochimique des huiles essentielles :

Les caractéristiques organoleptiques (apparence, couleur, odeur, goQt) étaient
autrefois les veules indications permettant d'évaluer la qualité d'une huile essentielle, mais
comme ces propriétés ne donnent que des informations trés limitées sur ces essences, il est
nécessaire de faire appel a d'autres techniques de caractérisation plus précise. La qualité d'une
huile essentielle et sa valeur commerciale sont définies par des normes admises et portant sur
les indices physicochimiques. Ces normes ont été déterminées par plusieurs organisations
connus a I'échelle mondiale comme: ISO, AFNOR et AOAC.

Dans notre cas, nous avons déterminé les indices (acide, ester, réfraction) ainsi que la

densité relative suivant la norme AFNOR.
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I1.4.1. Indice d'acide (In):

L'indice d'acide d'une huile essentielle est fini comme étant le nombre de
milligramme de potassium (KOH) nécessaire pour la neutralisation des acides libres contenus

dans un gramme d'huile essentielle (AFNOR, 2000). 1l est calculé par la formule suivante :
Ia= V.C. (56,11/ M)

Ia: Indice d'acide.
V: Volume de KOH utilisé (ml).

C: Concentration exacte, en mole par litre de la solution de KOH.
M: Masse de la prise d'essai.

I1.4.2. Indice d'ester (Ig):

L'indice d'ester est le nombre de milligramme de potassium (KOH) nécessaire pour
effectuer la saponification totale des esters sels contenus dans un gramme d'huile essentielle.

Il est calculé par la formule suivante :
1e=28,05(V- Vo)/M
Ie : Indice d'ester.
V: Volume en ml de HCI utilisé dans cette détermination.

Vo: Volume en ml de HCI de I'essai a blanc.

M: Masse de la prise d'essai.
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11 .4.3. Densité relative dy:

La densité relative de I'huile essentielle est déterminée par le rapport entre la masse
d'un certain volume de I'essence et la masse du méme volume d'eau distillée a la méme

température.
d20=m1-mg / m-mq
d2o: Densité relative.
m; : Masse en g de la seringue contenant 0,20 ml d'essence.
mo: Masse en g In seringue vide.
m: Masse en g de la seringue contenant 0,20 ml d'eau.

I1.4.4. Indice de réfraction np:

C'est la mesure directe de I'angle de réfraction soit I'observation de la limite de
réflexion totale en maintenant I'huile dans ces conditions isotropisme et de transparence. La
mesure s'effectue a l'aide d'un réfractometre de type de BIOBLOCK scientifique polystat.
Coupler a un thermométre ATAGO (digital thermométre). np varie en fonction de la

température.

II .4.5. Le pouvoir rotatoire spécifique a :

C'est la mesure de la rotation du plan de polarisation de la lumiere a une longueur
d'onde définie, traversant une épaisseur déterminee d'H.E la longueur d'onde est généralement

celle correspondant a la raie D du sodium.
- Un polarimétre de type galileo.
- Une lampe a raie D de sodium A=589 nm.

- Temperature de I'expérience 21°C, il est donné par la relation:
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[a] = A.V/L.m
A: la valeur de I'angle de rotation exprimée en degré.
L: la longueur du tube exprimée en décimetre.
V: le volume de la solution en millilitre.

m: la masse de la substance dissoute en gramme.

11 .5. Evaluation de I'activité antioxydante des huiles essentielles :

Ces derniéres années, l'intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement, De nombreuses méthodes suscitées
sont utilisées pour I'évaluation de l'activité antioxydante des huiles essentielles. Dans notre
étude nous avons utilisé la méthode électrochimique [55,56] en se basant sur des
voltamogrammes reproductibles tel que la voltameétrie cyclique afin de déterminer I'activité

antioxydante des huiles essentielles contenus dans la menthe poivrée et la menthe Arvensis.

L’évaluation de I'activité antioxydante de nos huiles étudiées a été effectuée a l'aide
de l’antioxydant standard o- tocophérol connu pour ses propriétés antioxydantes trés
intéressantes. L'activité antioxydante totale de nos huiles est calculée en utilisant I'équation

suivante :

AAT (mg/ g) = Céq/C";
AAT: Activité antioxydante totale
Céq : Concentration équivalente de I'a-tocophérol (g/l)

C"; : Concentration massique d'échantillon dans la cellule (g/ml)
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évaluation de ’activité antioxydant de deux huiles essentielles

C"1= Mextrait’/VTotale

avec Mexirait’ =Vinj C1

et C1= Mexrait! Vextrait

Cy: Concentration de I'échantillon (g/ml)

Vinj: Volume injecté dans la cellule électrochimique (ml)

Vextrait : VOlume d'éthanol dans le quel on a dissout I'échantillon sec (ml)

V1otal - VOlume total dans la cellule en ml (Veiectrolyse = 25 ml de solution tampon+ Viy)

Mextrait - Masse de I'échantillon sec (g)

Il .6. Résultats et discussions :

I1 .6.1. Extraction des huiles essentielles :

Les conditions opératoires sont données dans le tableau 1. Ce dernier regroupe

seulement les plantes qui ont subi une hydrodistillation.

Tableau 1: Conditions opératoires des H.E a 100 C°

Matiere végétale

) Poids (g) | Quantité d'eau (litres) | Temps d'hydrodistillation (h)
(séche)
Menthe poivrée 400 3 2,30
Menthe arvensis 400 3 3

Nous nous sommes intéressés plus particuliérement au procédé d'hydrodistillation

puisque c'est une méthode de mise en ceuvre facile et peut donner des rendements tres élevés.

Une fois I'obtention de I'H.E on détermine les rendements d'extraction.
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I1 .6.2. Calcul du rendement :

Les résultats obtenus des rendements des deux huiles a I'échelle laboratoire sont

représentes dans le tableau 2.

Tableau 2: Rendement d'extraction des H.E

Matiére vegétale
) Rendement* Rendement (%) [57] | Rendement (%) [60]
(seche)
Menthe poivrée 1.7 0.81 2.2
Menthe arvensis 0.925 / 2.2

*notre travail

A partir des résultats présentés dans le tableau 2.0n constate que:

- Les rendements en huiles essentielles sont trés variables et cela est dd a la différence de
morphologie des plantes et la nature du sol. 1l faut noter que le rendement et la composition
chimique des HE dépendent de plusieurs facteurs a savoir I'espece, le milieu de récolte, la

période de récolte, les pratiques culturales et la technique d'extraction suivant les plantes.

La menthe poivrée fournit une grande quantité en huile essentielle, ce qui explique

I'élévation de son rendement.

Il .6.3. Caractéres organoleptiques:

Les caracteres organoleptiques restent importants [58,59]. Par exemple I'examen
olfactif qui précede ou suit toute analyse est indispensable car, si I'odeur de I’huile essentielle
n'est pas satisfaisante, il importe peu que les constantes physico-chimiques soient correctes, le

produit est a rejeter. Nous citons ici les caracteres organoleptiques de nos essences.

- ’HE de la menthe poivrée est un liquide mobile, limpide de couleur jaune ambré d'odeur

caractéristique menthée.

- ’HE de la menthe Arvensis est un liquide mobile, limpide de couleur jaune péale d'odeur

caractéristique menthée,
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Ces parameétres sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR [60].

I1.6.4. Indices physico-chimiques :

La valeur commerciale d'une huile essentielle est la plus part du temps estimée
d'apres ses qualités organoleptiques. (odeur, goQt, couleur, état) aux quelles s‘ajoutent un
certain nombre de constantes appelées (indices) qui ont fait I'objet d'étude statistique trés
importante. Ces constantes ont été normalisées au sein d'organismes nationaux exemple en
France: I'AFNOR (Association Francaise de Normalisation) ou encore I'lSO (International
Standard Organisation) et généralement dans tous les pharmacopées existantes.

Comme les propriétés organoleptiques ne donnent qu'une idée fluctuante et
fragmentaire d'une huile essentielle, le besoin d'une caractérisation plus précise s'est manifesté
Celle-ci a €té obtenue par I'examen des propriétés globales de I'essence les plus facilement
accessibles en particulier ses propriétés physico-chimiques. Ces indices sont constitués pur
des déterminations physiques et chimiques (densité, indice de réfraction, pouvoir rotatoire,
indice d’acide, indice d'ester). Les valeurs des indices physico-chimiques sont toujours
proposées cous forme d'une moyenne comprise entre deux valeurs limites car de nombreux
travaux ont montré que la variation qualitative des constituants d'une H.E d'une méme espece
botanique entrainait durant le cycle végétatif de celle-ci, des variations dans les calculs de ces

indices (tableau 3).

Tableau 3 : Indices physico-chimiques

H.E dao M20 020 Ia 13
Normes AFNOR (pm) 0.820-0.9900 | 1.4600-1.5000 | -29a-10 2 14-19

Menthe poivrée* 0.900 1.4633 -14 0.57 17
Menthe arvensis* 0.903 1.4611 -13 0.60 20

Menthe poivrée [61] 0.901 1.4600 -29° / 14
Menthe poivrée [57] 0.8900 1.4927 / 0.56 /
Menthe arvensis [62] 0.890-0.910 1.456-1.465 -30a-10 / /
Menthe poivrée [62] 0.900-0.916 1.457-1.467 -30a-10 / /
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11.6.5. Evaluation de I'activité antioxydant des huiles essentielles par voltamétrie

cyclique :

I1.6.5. 1. Etude électrochimique du comportement de I'électrolyte :

Avant de commencer notre étude électrochimique, on commence par I'étude du
comportement de la solution électrolytique pour étre sur que cette solution transporte
uniquement le courant et n'exerce aucun effet sur les solutions des échantillons, La solution
des électrolytique est constituée du mélange de 50% de toluene, 50% d'éthanol et de 0,1M de
H,SO,.

I1.6.5. 2. Etude électrochimique du comportement de 1'a-tocophérol :

Les mesures électrochimiques "sont réalisées dans une cellule en verre contenant
trois électrodes: I'électrode de travail, contre-électrode en platine et I'électrode de référence
saturée avec KCI. Avant chaque mesure, les solutions sont desaérées par barbotage d'azote
pendant quelques minutes. L'électrode de travail est nettoyée aprés chaque mesure
électrochimique en frottant sa surface sur un papier d'oxyde d'aluminium et ensuite rincer par

I'eau distillée et enfin I'acétone.

L'étude électrochimique du comportement du standard utilise qui est I'a-tocophérol
est effectuée dans l'intervalle du potentiel E allant de -0.2 jusqu'al VV avec une vitesse de
balayage de 100 mV/s. La figure 19 montre que pour une graduation croissante et de fagon
réguliére pour la concentration de l'a-tocophérol (a partir de 0.32g/1 jusqu'a 0.81g/1) dans la
cellule, on obtient des voltampérogrammes cycliques avec des surfaces et des densités de

courants croissantes régulierement aussi.
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i(pA/em?)

Figure 19: Voltampérogrammes cycliques pour les différentes concentrations de 1'a-

tocophérol

D'aprés la figure 19 obtenu, l'a-tocophérol se comporte comme un réducteur
(absence de pic de retour cathodique), donc I'oxydation de I'a-tocophérol dans ces conditions
est une réaction non réversible. Alors que I'oxydation en général est irréversible. La différence
dans la réponse de courant entre les antioxydants peut étre attribuée a la différence dans les
coefficients de diffusion (D), et des barriéres d'énergie sur I'électrode qui peut &tre améliorée

en tant que la surface devient contaminer par les produits d'oxydation [64].

I1.6.5. 3. Courbe d'étalonnage de I'a-tocophérol:

Apres avoir représenté les différents voltampérogrammes cycliques pour un graduent
de concentrations différentes, on peut représenter la courbe d'étalonnage de 1’a-tocophérol
(figure 20) en prenant la densit¢ du courant anodique en pA/cm? en fonction de la

concentration mg/1 (tableau 4).
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Tableau 4: Valeurs des densités du courant en fonction de la concentration de a-tocophérol.

C(g/) I(nA.cm™)
0.32 16.106
0.49 20.334
0.65 24.909
0.81 29.675

D'aprés la courbe d'étalonnage (figure 20), la valeur du coefficient de corrélation R*=

0,994 qui est une valeur trés exacte, ce qui traduit I'exactitude de cette technique a travers les

résultats obtenues.

3
2 y = 27.344x + 7.095
R’= 0.994
| 2 S
i S
&
= 2
- &
2
1
1
B U4 o&g,,)m “D,7. +UB
— — = =

Figure 20 : Droite d'étalonnage de 1'a-tocophérol.
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Il .6.5. 4. Evaluation de I'activité antioxydante totale des deux huiles essentielles :

L'éguation obtenue d'aprés la courbe linéaire de 1'a-tocopherol est :

y=27.344 x + 7,095 ; d'ou y représente la valeur de la densité anodique du courant et x

représente la valeur de la concentration standard en g/l.

En remplacant & chaque fois la valeur de la densité du courant dans I'équation
précédente, on trouve la valeur de la concentration équivalente en 1'a-tocophérol Céq (g/1)

afin de calculer I'activité antioxydante.

I1.6.5. 5. Voltampérogrammes cycliques des deux huiles :

De la méme fagon et sous les méme conditions précédentes appliquées sur 1'a-
tocopherol, on traite les deux échantillons de menthes et on obtient les voltampérogrammes

cycliques (figure 21).
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b) Voltampérogramme de la menthe poivrées

Figure 21 : Voltampérogrammes cyclique de la MA (a) et la MP (b)
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Il .6. 5. 6. Parameétres électrochimiques des deux huiles :

Le tableau 5 illustre les parametres électrochimiques des deux extraits de menthes.

Tableau 5: Parametres électrochimiques des deux extraits en huile essentielle :

Huile essentielle lpa (LA/cm®) Epa(V)
MP 43,59 1,319
MA 14,55 1,026

Les valeurs des potentiels des pics anodiques présentés dans le tableau 4, et les
couleurs de nos extraits obtenues, montrent la composition différente en contenu phénolique
des menthes poivrées et arvensis. Ainsi que les voltamogrammes des échantillons qui
montrent d'une facon trés claire cette différenciation. L'H.E de la MP présente un pic
d'oxydation remarquable qui représente la valeur de la densité du courant.

L'activité antioxydante a éte calculé en se référant a la valeur de la densité du courant
suivant la relation : y = 27,345 x + 7,095 obtenu de la courbe d'é¢talonnage du a-TOC
(standard) exprimée en mg a-tocopherol équivalent par gramme de I'HE de MP et de MA (mg
TE/Q).

Les valeurs de l'activité antioxydante pour chaque extrait ainsi que pour les huiles

végétales sont regroupées dans le tableau 6.

Tableau 6: Activité antioxydante de nos HE et des HV

Huile essentielle

Activité antioxydante

Huile végétale

Activité antioxydante.

des H.E. des H.V.
MP 583,8 Huile alimentaire [65] 289,4-887
MA 118,42 Huile d'olive [66] 121-369
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En comparant nos résultats avec ceux donnés par la littérature en utilisant la méme

méthode électrochimique mais sur des huiles végétales nous remarquons que :

- L'activité antioxydante de I'huile alimentaire est de 289,4 - 887 mg TE/g [65] et celle de
I'nuile d'olive est de 121-369 mg TE/g [66].

Le pouvoire antioxydant est meilleur dans le cas de la MP avec une valeur de 583,8
mg TE/qg alors que I'extrait MA présente une valeur de 118,42 mg TE/g. Ces résultats sont on

accord avec les recherches données par [65] et [66].
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Conclusion générale :

Dans nos jours, l'utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand
intérét dans la recherche biomédicale. Ce regain d'intérét vient d'une part du fait que les
plantes médicinales représentent une source inépuisable de substance et de composes naturels
bioactifs et d'autre part du besoin de la recherche d'une meilleure médication par une thérapie
plus douce sans effets secondaires. Les huiles essentielles issues des plantes contiennent une

variété de composes phénoliques.

La présente étude a pour but d'étudier deux variétés locales de menthes provenant de
la région d'El-oued et d'évaluer leurs activités anti-oxydantes.

Le choix du mode d'extraction, du matériel végétale, le calcul du rendement ainsi que
la détermination des indices physico-chimiques permet de donner une premiére

caractérisation de nos essences, les valeurs trouvees restent globalement proches des normes.

Les principaux atouts olfactifs d'une huile essentielle ne tiennent pas seulement
compte de la composition chimique de I'H.E mais aussi de son examen organoleptique de ses

constantes physiques permettant de déceler toute adultération.

La méthode utilisée dans cette partie du travail est la voltamétrie cyclique a cause de
sa meilleure reproductibilité, d'aprés les voltamogrammes nos huiles essentielles répondent de
la méme maniére que l'a- tocophérol. Les valeurs du potentiel d'oxydation de [I'huile
essentielle de MP tendent vers les valeurs positives par rapport au potentiel de MA et du a-
tocophérol. Les résultats montrent que le pouvoir antioxydant de MP est meilleur que celui de
MA.
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