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Résumé

Le présent travail a pour 1’objectif d’effectuer une étude phytochimique et d’évaluer I’activité anti-
oxydante et analgésique de la plante Mentha pulegium L. Une série de tests préliminaires a montré la
présence de différents métabolites secondaires. L’extraction des polyphénols et des flavonoides a été
réalisé par deux méthodes a savoir : Soxhlet et Markham. Les résultats obtenus ont montré que parmi
les quatre extraits, I’EBr représente le rendement le plus élevé 17.16%.

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

L’évaluation d’activité antioxydante par la méthode de DPPH a montré que les extraits polaires EBr et
EAq sont les plus actifs comme des piégeurs des radicaux libres ou les IC50 sont respectivement de
24+5,65 et 22+2,82. L’activité analgésique a été testée sur des rats Wistar albinos, les résultats ont
montré que la dose 100 mg/kg de la plante a un effet analgésique plus important que celui de paracéta-
mol statistiquement significatif avec un pourcentage d’inhibition de 71,18%.

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

Summary

This work ains to perform a phytochemical study and evaluate the antioxidant and analgesic activity of
the plant Mentha pulegium L. A series of preliminary tests was shown the presence of various
secondary metabolites.The extraction of polyphenols and flavonoids was achieved by two methods
namely Soxhlet and Markham. The results showed that among the four extracts, the EBr represents the
highest 17.16% yield.

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

Evaluation of antioxidant activity by DPPH method showed that polar extracts EBr and QAR are most
active as free radical scavengers or IC50 are respectively 24 and 22 +5.65 + 2.82.

The analgesic activity was tested on Wistar albino rats, the results showed that the dose 100 mg / kg of
the plant has a greater than paracetamol statistically significant analgesic effect with a percentage of
inhibition71.18%.

Key words: Medicinal plants, Mentha pulegium L., biological activities, flavonoids, polyphenols.

1. Introduction

Depuis I’antiquité, I’humanité a utilisé les plantes pour traiter les maladies, sans savoir a quoi étaient
dus leurs effets bénéfiques. Aujourd’hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier
plan, car I’efficacité des médicaments décroit avec le temps ce qui oriente les chercheurs scientifiques
a faire des études approfondies sur la composition chimique de la plante en métabolites secondaires et
leurs actions thérapeutiques (Laight et al., 2010).

L’un des problémes les plus abondants dans le monde biologique et médicale est le stress oxydatif,
c’est une situation ou la cellule ne peut plus résister la production d’une manicre exhaustive des
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radicaux libre toxique ce qui meéne a plusieurs maladies dangereuses tels que le cancer. Les radicaux
libres sont toujours présents dans notre organisme, car 1’oxydation est une partie de la vie aérobie de
notre métabolisme, mais tous a des limites, car une superproduction de ces espéces peut étre néfaste
pour I’organisme (Kamkara et al., 2010).

La douleur est une sensation indésirable, c’est pour cela on observe la présence d’une variété assez
importante des analgésiques dans le marché pharmaceutique, mais la recherche ne cesse de se
développer dans le but d’obtenir toujours le mieux. Les plantes médicinales aromatiques constituent
une source essentielle de substance bioactifs a des propriétés biologiques divers (antioxydants,
antibactérienne...efc) (Elizabeth et al, 1996).

Mentha pulegium L., est une plante aromatique répandue dans 1’ Afrique du nord, I’Europe et le Moyen
Orient, elle est utilisée traditionnellement comme carminatif, antiseptique...efc, et aussi elle participe
au quelque recette de cuisine comme aromatisant puisque elle est riche en huiles essentielle ce qui lui
donne I'odeur désagréable (Benhamza, 2008; Beloued, 2009). Notre travail porte sur 1'étude des
activités biologiques des extraits de la partie aérienne de Mentha pulegium a savoir : 1'évaluation les
activités antioxydante et analgésique.

2- Matériels et méthodes

2.1- Matériel végétal

La plante d’étude Mentha pulegium a été achetée auprés d’un herboriste de la région de M’sila. Les
racines sont éliminées de la plante. La partie aérienne (feuilles, fleurs et tiges) est récupérée. Apres
séchage, la partie aérienne est broyée, puis mis dans des bocaux hermétiques et conservée a sec a 1’abri
de I’humidité. La poudre végétale de la plante Mentha pulegium a subie différentes réactions
chimiques, afin de confirmer la présence ou 1’absence de certains métabolites secondaires.

2.2- Extraction des principes actifs

Plusieurs techniques d’extraction peuvent €tre mises en ceuvre pour extraire les principes actifs des
plantes, parmi lesquelles on peut utiliser la méthode de Soxhlet. C’est 1'une des méthodes d’extraction
solide-liquide, elle est réalisée par épuisements successifs de la poudre végétale a I'aide d’un solvant
(Koudougou, 2000). 20 g de poudre végétale est introduite dans la cartouche, le ballon est rempli par
400ml du solvant d'extraction, le Méthanol puis chauffé a 40 C° (température d'ébullition du
Meéthanol). L'extraction terminée quand 6 cycles de solvant passent, la solution obtenue est filtrée sur
papier filtre puis concentrée a I'évaporateur rotatif (rotavapor R-210 BUCHI) jusqu'a 1’obtention
d’extrait sec de polyphénol. Le résidu est pesé et gardé au congélateur jusqu'a la mise en marche des
tests phytochimiques et pharmacologiques.

2.3- Détermination des rendements

Les rendements des matiéres extraites sont calculés par la relation suivante :
Le taux de la matiére extraite (%) = Py- P,/ E¥100.

Avec

P, : poids du ballon vide (g).

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

E : poids de I’extrait sec (g).

2.4- Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin- Ciocalteu selon la
méthode cité par Wong et al., (2006), modifier dans notre laboratoire. 100 ul d’extrait brute et d’infusé
de plante ou standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables a été mélangé a 200
ul du réactif de Folin (Segma Aldrich) et 3160 ul d’eau distillé. Aprés 3 min, 600 pl d’une solution de
carbonate de sodium a 20% (p/v) sont additionnés au milieu réactionnel. Aprés 2 h d’incubation a
température ambiante 1’absorbance est mesurée a 765nm. Les teneurs en phénols totaux des extraits de
plantes sont déterminées graphiquement et exprimées en termes d’équivalent d’acide gallique mg/g de
matiere seche.
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2.5- Activité antioxydante (in vitro)

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation. Plusieurs
méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité antioxydante par piégeage de
radicaux libres (Popovici et al., 2009). Dans notre travaille, nous avons opté pour la méthode qui
utilise le DPPH (diphényl picryl-hydrayl) comme un radical libre relativement stable, selon le
protocole décrit par (Lopes-Lutz et al., 2008), modifier dans notre laboratoire.

Dans des tubes on introduit 1 ml de chaque extrait (Img/ml) et 1ml de la solution méthanolique au
DPPH (0.004%), apres agitation par un vortex, les tubes sont placés a I’obscurité a température
ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a 517 nm par le
spectrophotometre. Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou
I’inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante :

Activité Scavenger (%) = (A contrdle —A échant / A contréle) x 100

Ou : A contrble : Absorbance du contrdle
A échant : Absorbance des extraits testés

2.6. Activité antalgique (in vivo)
Le protocole a été effectué selon la méthode de (Siegmund et al., 1957). L’étude in vivo a été réalisée
sur des rats femelles, Wistar albinos dont le poids varie entre 128 et 147g, procurés aux prés de
I’Institut Pasteur d’ Alger. Les animaux sont hébergés dans des cages avec une porte étiquette ou est
mentionné le nom du lot. Ces rats sont utilisés apres une période d’adaptation plus de 7 jours, ils ont
acces libre a I’eau et a I’aliment standard. Avant l'expérimentation, les rats ont été mis a jeun pendant
18 heures.
Les animaux ont été répartis au hasard en 04 lots de 4 rats chacun :

e Un lot t¢moin recevant par voie oral 1’eau distillée.

e Un lot recevant par voie oral I’infusé la menthe pouliot a la dose de 100mg/kg, et autre

recevant I’infusé a 200 mg/kg.

e Un lotrecevant par la méme voie une solution de Paracétamol 150 mg/kg.
Une heure apres les différents traitements, une injection d'une solution d'acide acétique 1 % a été faite
dans le péritoine de chaque rat. Le syndrome douloureux se caractérise par des mouvements
d'étirement des pattes postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale. Apres l'injection
de la solution d'acide acétique et un temps de latence de 5 minutes, nous avons compté pour chaque
souris le nombre de torsions pour les 20 minutes suivantes. L'activité antalgique est exprimée en
pourcentage d'inhibition de la douleur pour chaque groupe traité par I’extrait, Paracétamol, et le
témoin. Les résultats sont exprimés sous formes de moyenne (M) des torsions effectuées dans chaque
groupe * déviation standard (DS).

3. Résultats

3.1- Calculs des rendements en polyphénols et flavonoides

L’extraction des polyphénols a été réalisée par I’extracteur Soxhlet, qui permet de faire l'extraction par
solvant continue d'une espéce chimique contenue dans une poudre solide et la méthode de Markham
(1982) pour les flavonoides. La couleur, 1’aspect, la composition ainsi que le rendement de chaque
extrait par rapport au poids de la matiére seéche sont représentés dans le tableau 1.

Tableau 1. Caractéristiques et rendements en % des extraits phénoliques obtenus par macération et au
Soxhlet a partir de la plante Mentha pulegium.

Extrait Composition Aspect Couleur Rendement (%)
Extrait brute Polyphénols totaux Pateux Marron foncé 17.16
Fraction chloroforme Flavonoides aglycones Pateux Marron foncé 1.46
Fraction acétate d’éthyle Flavonoides mono et poudre Marron clair 2.22
di- glycosidique
Extrait aqueux Flavonoides di tri et Pateux Marron foncé 16.8
tétra glycosidiques
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Les résultats obtenus montrent que parmi les quatre extraits, 1’extrait brute représente le rendement le
plus élevé 17.16%, suivi par l’extrait aqueux 16,8%, alors que les extraits d’acétate et
chloroformique possedent les rendements les plus bas successivement 2.22 % et 1.46%. La différence
entre le rendement d’extrait brute et le rendement de chloroforme peut étre expliqué par la présence de
composés lipophiles (acides gras, caroténoides, chlorophylles) de poids moléculaire élevé plus soluble
dans le premier solvant que dans le second. Les flavonoides extraits de menthe pouliot sont beaucoup
plus polaires qu’apolaires, ce qui explique le rendement élevés de I’extrait aqueux (16.8%). Le
chloroforme responsable de I’extraction des flavonoides aglycones par contre 1’acétate est le
responsable de 1’extraction des flavonoides glycolysés, on constate alors que dans cette plante ces
derniers sont plus abondants que les premiers. Toutefois, ces extractions peuvent &tre considérées
comme complémentaires dans la mesure ou les produits naturels présentent des polarités assez
différentes. Il s’agira donc de comparer les compositions respectives en ces produits dans ces extraits
en combinant des techniques de séparations et celles permettant 1’identification structurale.

3.2- Dosage des polyphénols

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique de Wong et al,
(2006) modifier dans notre laboratoire avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont
exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de la matiere végétale seche (mg EAG/g),
pour calculer les teneurs en polyphénols totaux on utilise I’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage tracée de ’acide gallique avec une corrélation linéaire R”=0.9935. Les résultats
sont représentés dans la figure 1.
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Figure 1 : Teneurs en composés phénoliques des extraits de menthe pouliot.
ns : indique 1’absence de différence significative (p<0.05), L’étoile indique la présence de différence
significative (p<0.05), les barres verticales indiquent les écarts types (nombre d’essais=2)
et ML.S : matiere seche.

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

Le contenu phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs intrinséques et
extrinseéques (Falleh et al., 2008). La méthode de Folin-Ciocalteu a été choisie pour doser les
polyphénols pour les raisons suivantes :

e c’est une méthode qui répond aux criteres de faisabilité et de reproductibilité.
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e la disponibilit¢ du réactif de Folin et la méthode est bien standardisée dans notre
laboratoire.
e la grande longueur d'onde (765nm) d'absorption du chromophore permet de minimiser
les interférences avec la matrice d'échantillon qui est souvent coloré.
e C’est un test largement pratiqué dans les laboratoires de recherche sur les antioxydants
alimentaires a travers le monde (Huang et al., 2005).
Le réactif de Folin n’est pas spécifique aux polyphénols car il réagit avec les acides aminés, tyrosines
et tryptophane des protéines. De telles interférences peuvent étre négligées car ces acides aminés
aromatiques sont en proportion trop faibles par rapport aux composés phénoliques non protéiques dans
les extraits (Boizot et Charpentier, 2006). L’étude statistique a montré qu’il y a une différence
significative (p<0.05) entre les différents extraits sauf entre les extraits suivants : ECh- EBr; EAc-
EBr etinf-EAq.

3.3- L’activité antioxydante

Un test préliminaire montre que tous nos extraits ont des activités antioxydantes. Les résultats peuvent
étre exprimés en tant que : pourcentage de ’activité anti-radicalaire ou en pourcentage de DPPH
restant ou peuvent également étre exprimés en utilisant le paramétre IC50, qui est défini comme la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité de DPPH .Dans notre travaille on a
utilisé le parametre IC50 pour déterminer le pouvoir antioxydant de nos extraits, on utilise 1’acide
ascorbique comme référence puisque il est connu par son activité antioxydante la plus élevée. Les
résultats sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 2 : IC50 des différents extraits de Mentha pulegium.

Les extraits IC50 pg/ml

Extrait brute 24 £5,65
Extrait chloroformique 60 +1,42
Extrait d’acétate 42 +2.82
Extrait aqueux 22 +£2.82
Acide ascorbique 1,7+0,28

Les valeurs représentent la moyenne de 2 mesures + SD.

Le standard utilisé (acide ascorbique) montre un pouvoir antioxydant élevé avec une valeur d’IC50 de
(1,7 £ 0,283). Parmi les quatre extraits de notre plante, les extraits polaires (aqueux et méthanolique)
ont les activités antioxydantes les plus élevés des IC50 de (22+2,82 et 24+5,65) respectivement, suivi
par I’extrait d’acétate avec une IC50 de (42 + 2,82), par contre I’extrait chloroformique représente
I’extrait avec le pouvoir antioxydant le plus bas IC50 de (60+1.42).

Le travail de Djemai, (2009) montre que 1’acide ascorbique a une bonne activité antioxydante vis-a-
vis du DPPH (1.44%0.07), ce résultat est en accord total avec le résultat de notre travail. Les résultats
de I’extrait brute et I’extrait aqueux montrent une activité antioxydante inférieure par rapport a celle de
kamkara et al, (2010) (5,5 = 0.3 ; 6,1 £ 0,1). Cette différence pourrait s’expliquée par la différence
entre les méthodes d’extractions et de la différence entre I’origine de la plante (lieu et date de récolte
et mode de séchage...etc). Mais quand on a comparé le pouvoir radicalaire de nos extraits avec celle
de I’huile essentiel selon les travaux de kamkara et al, (2010), on remarque que ce dernier a une
activité antioxydante plus bas (14736 % 156), car les polyphénols généralement et les flavonoides
exceptionnellement sont les métabolites secondaires qui représentent les antioxydants les plus fortes.
On constate d’apres ces résultats et d’apres la premiére partie de notre travail (étude phytochimique et
dosage) que les extraits polaires ont les activités antioxydantes les plus élevées.

3.4- L’activité analgésique

L’activité analgésique de I'infusé de menthe pouliot a été effectué selon la méthode de (Siegmund et
al., 1957). La méthode est basée sur le calcul des pourcentages d’inhibitions des torsions causés par
une substance irritante qui est 1’acide acétique, 4 lots de rats Wistar albinos ont été le sujet de
différents traitements, chaque lot contient 4 rats, un lot regcoit 1’eau distillée considéré comme
témoin, deux autres recoivent la plante avec les doses 100m/kg et 200mg/kg respectivement et le
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dernier recoit le paracétamol comme analgésique de référence. Les résultats obtenus sont représentés
dans le tableau 3.

Tableau 3 : Activités analgésiques du paracétamol et de I’infusé de menthe pouliot.

Traitements Doses Nombre de torsions Inhibition (%)
Eau distillée - 85+17,74 -
Paracétamol 150 mg/kg 50,5+ 6,85 40,59
Infusé 100 mg/kg 24,5 £9,88 71,18
Infusé 200mg/kg 41+6,98 51,76

L’injection de I’acide acétique a 1% par voie intra péritonéale provoque une moyenne de 85 crampes
sur une durée de temps de 30 min. Le paracétamol inhibe ces crampes avec un pourcentage de
40,59%, tandis que 1’infusé (100 mg/kg) a un pourcentage d’inhibition 71,18%, par contre 1’infusé
(200 mg/kg) inhibe leur production avec un pourcentage de 51,76%. Les résultats montrent que les
différents traitements ont des effets analgésiques statistiquement significatifs par rapport au témoin
(p<0.05). L’effet analgésique de la dose 100mg/kg de la plante est plus important que celui de
paracétamol. Alors que la dose 200mg/kg ne donnent aucun effet significatif comparativement a notre
standard. L’étude phytochimique a mis en évidence la présence de métabolites secondaires a savoir
des polyphénols et des flavonoides, ce qui nous conduit a suggérer que ces derniers sont les
responsables majeurs de I’effet analgésique.

4. Conclusion

Quantitativement deux méthodes sont utilisés pour la détermination des teneurs en polyphénols et en
flavonoides totaux : la premiere de Folin Ciocalteu a montré des quantités moyennement importante,
la deuxiéme d’Alcl3 nous a mené a conclure que la plante contient principalement des flavonoides.
Le pouvoir antioxydant des polyphénols et des flavonoides dans les différents extraits montre que
les flavonoides polaire possédent une bonne activité, alors ces substances sont considérées comme des
agents antioxydants qui ont été particulierement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines
pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé. Au cours de
cette étude 1’évaluation de I’activité analgésique a été testé sur des rats Wistar albinos, les résultats
montrent que I’infusé de menthe pouliot a un bon effet analgésique a cause de son contenu riche en
flavonoides.
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