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Résumé

Ce travail a pour objectif d’évaluer I’activité antioxydante et antimicrobienne de [’huile
essentielle de Mentha pulegium L. récoltée dans la région de Mostaganem. L’extraction de 1’huile
essentielle a permis d’obtenir un rendement de 0.75 %.
L’évaluation de I’activité¢ antioxydante a été réalisée par la méthode du DPPH, révélant un pouvoir
antioxydant notable avec une valeur d’ICsq de 22.17 pg/ml.
L’activité antibactérienne a été étudiée par la méthode de diffusion sur disque, testé contre six
souches pathogenes : Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Bacillus cereus, Escherichia
coli, Bacillus subtilis et Pseudomonas aeruginosa. Les résultats ont montré une bonne
sensibilité des bactéries a Gram positif ainsi queGram négative E. coli, tandis que P. aeruginosa
et S. typhi se sont révélées résistantes. La concentration minimale inhibitrice (CMI) et la
concentration minimale bactéricide (CMB) ont également été¢ déterminées afin de mieux
caractériser l'efficacité de 1’huile essentielle.
Ces résultats suggerent que ’huile essentielle de Mentha pulegiumL.présente un potentiel
antioxydant intéressant ainsi qu’une activité antimicrobienne ciblée, notammentcontre les

bactéries a Gram positif.

Mots clés :Mentha pulegiumL, huile essentielle, activité antioxydante, activité antibactérienne.
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Abstract
The aim of this study was to evaluate the antioxidant and antimicrobial activity of

Mentha pulegiumL. essential oil harvested in the Mostaganem region. Essential oil extraction
yielded 0.75%.

Antioxidant activity was assessed by the DPPH method, revealing notable antioxidant power
with an ICsq value of 22.17 pg/ml.

Antibacterial activity was studied by the disk diffusion method,tested against six pathogenic
strains: Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Bacillus cereus, Escherichia coli, Bacillus
subtilis and Pseudomonas aeruginosa. Results showed good sensitivity of Gram-positive
bacteria and Gram-negative E. coli, while P. aeruginosa and S. typhi proved resistant. The
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were
also determined to better characterize the efficacy of the essential oil.

These results suggest that Mentha pulegiumL.essential oil has interesting antioxidant potential

and targeted antimicrobial activity, particularly against Gram-positive bacteria.

Key words:Mentha pulegium, essential oil, antioxidant activity, antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées depuis des siecles dans les systémes
de santé traditionnels a travers le monde. Leur richesse en métabolites secondaires bioactifs,
tels que les phénols, les flavonoides et les composés terpéniques, leur confére des propriétés
thérapeutiques intéressantes, notamment antioxydantes et antimicrobiennes (Bakkali et al.,
2008 ; Miguel, 2010). Aujourd’hui, I’intérét pour ces ressources naturelles s’inscrit dans une
démarche de recherche d’alternatives aux produits chimiques de synthése, souvent associés a

des effets indésirables ou a I’apparition de résistances.

Mentha pulegium L., communément appelée menthe pouliot, est une plante aromatique
de la famille des Lamiaceae, largement distribuée dans les régions méditerranéennes. Elle est
connue pour son huile essentielle, particulierement riche en pulégone, un composé bioactif
posséde des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes intéressantes. Cette plante est
traditionnellement utilisée en phytothérapie, mais suscite également un intérét croissant dans le
domaine agroalimentaire en tant qu’alternative naturelle aux conservateurs synthétiques
(Abdelli et al., 2016 ; Bouazza et al., 2022).

L’huile essentielle deMentha pulegiumse caractérise par une richesse en composés bioactifs tels
que le pulégone, I’iso-menthone et le menthol, qui lui conférent une forte activité
antimicrobienne et antioxydante (Lopez et al., 2005 ;Mahboubi etHaghi, 2008). Ces propriétés
suscitent un intérét croissant dans divers secteurs, notamment les industries pharmaceutiques,

cosmétiques et agroalimentaires.

Ces huiles essentielles présentent des propriétés qui permettent leur utilisation comme
antibiotiques naturels, bio-insecticides et agents de conservation alimentaire d’origine végétale.
Elles constituent ainsi une alternative aux produits chimiques de synthése jugés nocifs (Abdelli

et al., 2016).

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antioxydante et antibactérienne de 1’huile
essentielle de Mentha pulegium L.

Dans cette optique, 1’évaluation de I’activité antioxydante et antimicrobienne de 1’huile
essentielle de Mentha pulegium L récoltée dans la région de Mostaganem, revét une double

importance. D’une part, elle permet de valoriser une ressource végétale locale aux propriétés

~1~
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bioactives prometteuses ; d’autre part, elle contribue a la recherche de solutions naturelles
susceptibles d’améliorer la qualité microbiologique et la stabilité oxydative des aliments. Cette
approche s’inscrit dans une stratégie de développement durable, visant & réduire 1’usage

d’additifs de synthése dans les filiéres alimentaires.

Ce travail est structuré en deux grandes parties. La premicre théorique, comprend deux
chapitres : le premier propose un apergu général de la plante Mentha pulegium L., tandis que le
second s'intéresse au potentiel bioactif des huiles essentielles.

La seconde partie, expérimentale, présente d’abord le matériel et méthodes utilisés pour
la réalisation de I’étude. Ensuite les résultats obtenus, accompagnés d’une analyse et d’une
discussion.

Enfin, une conclusion vient clore ce travail en récapitulant les principaux renseignements

tirés de I’ensemble des investigations menées.
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Chapitre 1 Apercu général sur la plante Mentha pulegium

1.1. Définition du genre Mentha

Le genre Mentha, appartenant a la famille des Lamiaceae, regroupe des plantes herbacées
vivaces et aromatiques connues sous le nomcommun de menthes, et plusieurs especes
largement exploitées a 1’échelle industrielle. Leur culture est bien maitrisée et largement
documentée. Les extraits issus de ces plantes sont traditionnellement utilisés dans le domaine
alimentaire, notamment en raison de leur richesse en composés phénoliques antioxydants, tres
recherchés pour leurs propriétés bénéfiques. Les especes du genre Mentha sont répandues a
travers le monde, notamment en Europe, en Asie, en Afrique, en Australie et en Amérique du
Nord. Ces plantes présentent une grande adaptabilité¢ écologique et se développent dans une
large variété d’environnements (Salehi et al., 2018). La composition chimique, notamment des
huiles essentielles, est polymorphe mais caractéristique (Sari¢-Kundali¢ et al., 2009 ; Yousefian
etal., 2023).

Le genre Mentha, rattaché¢ a la famille des Lamiaceae, présente une taxonomie
particulierement complexe. Il comprend environ42 espécesetl5 hybrides reconnus, auxquels

s’ajoutentdes centaines de sous-espéces et de cultivarsrépartis a travers le monde (Cornaraetal.,

2023).

1.2. Présentation botaniquede la planteMentha pulegium L.

Mentha pulegium, communément appelée menthe pouliot en Europe, est également
connue sous d'autres appellations telles que « herbe a pudding », « plante moustique » et «
menthe squaw ». Cette plantese distingue par ses tiges ascendantes, ses feuilles 1égérement
ovales et ses fleurs disposées aux aisselles des feuilles de maniére bien espacée (Figure 1).
Contrairement aux autres especes de menthe, M. pulegium se caractérise par une inflorescence
en verticillasters distants, sans feuille terminale, et par des tiges faiblement ramifiées, couchées
a ascendantes, mesurant entre 10 et 50 cm. Ses feuilles, étroitement elliptiques, atténuées a la
base et bricvement pétiolées, présentent une surface velue. De petites fleurs lilas sont
regroupées en verticillasters a 1’aisselle des feuilles.

M. pulegium est une plante herbacée qui peut atteindre jusqu'a 60 cm de hauteur et se
développe principalement au printemps. Toutes ses parties aériennes possédent des propriétés
thérapeutiques. Ses feuilles finement broyées, au parfum intense et caractéristique de menthe,
sont particulierement utilisées en aromathérapie et dans les pratiques traditionnelles (Stankovié¢

et al., 2022 ; SadeghiDousari et al., 2023).
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Figurel.La plante Mentha pulegium L. (Chraibi et al., 2017).

1.3. Position systématique de I’espéce pulegium

D’apres Lahrech(2010), la classification systématique de Mentha pulegiumlL.est la suivante :

Reégne :

Sous-regne :
Embranchement :
Sous-embranchement :
Classe :

Sous-classe :

Ordre :

Famille :

Sous- famille :

Genre :

Espéce :

1.4. Répartition géographique

Végétale

Cormophyte

Phanérogames ou Spermaphytes
Angiospermes

Eudicots

Astéridées

Lamiales

Lamiacées

Satureinees

Mentha

Mentha pulegium(Lahrech, 2010).

Mentha pulegiumL., une espéce du genre Mentha, est originaire d'Europe, d'Afrique du

Nord, d'Asie Mineure et du Moyen-Orient (Mohammadi et al., 2024) (Figure 2).

La répartition géographique de Mentha pulegiumdans les régions méditerranéennes est

influencée par divers facteurs écologiques. En Tunisie, l'espéce présente une variabilité

interpopulations importante, avec une structuration écologique liée aux étages bioclimatiques

(Mkaddem et Boussaid, 2007). Les facteurs environnementaux, tels que la température,
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l'altitude et les précipitations, influencent significativement la composition de 1'huile essentielle
et l'activité antioxydante de M. pulegium (Mollaei et al., 2020).

Les études sur Mentha pulegiumen Afrique du Nord révélent I'influence significative des
facteurs écologiques sur sa distribution et sa composition chimique (Soilhi et al., 2022). En
Algérie, I'analyse métabolomique par RMN-1H a permis de distinguer M. pulegium d'autres
especes de menthe et d'identifier des biomarqueurs spécifiques aux régions de croissance
(Brahmi et al., 2020). Les contenus en composés phénoliques et l'activité antioxydante varient

selon les zones géographiques, influencés par l'altitude et le climat (Brahmi et al., 2022).

Figure 2. Répartition géographique de la plante Mentha pulegiumL. dans le monde
(Tucker et al., 2007).
. Origine géographique de la plante Mentha pulegium L.

1.5. Composition phytochimique
1.5.1. Composés volatils

Les huiles essentielles sont généralement séparées de la phase aqueuse par un procédé
physique qui n’altére que peu leur composition chimique. Elles se présentent typiquement sous
forme liquide, volatile, limpide et rarement colorée. Elles sont bien solubles dans les lipides et
les solvants organiques, et possedent souvent une densité inférieure a celle de 1’eau. Chez les
especes du genre Mentha, 1a biosyntheése des métabolites secondaires responsables des ardmes
se déroule dans les trichomes glandulaires peltés, des structures épidermiques spécialisées
situées a la surface des feuilles, des tiges, des pétales et parfois du tégument des graines, selon

I’espece (Salehi et al., 2018).
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1.5.2. Composés non volatils

Une grande variété d'autres composés chimiques, principalement des composés

phénoliques, sont également présents dans les tissus de la menthe. Parmi les constituants non

volatils identifiés comme majeurs chez les espeéces du genre Mentha, on retrouve notamment

I’acide

rosmarinique,

lelutéoline—7-O-glucosidel’acide  salvianolique,l’ériocitrineet

I’hespéridine (Tableau 1) (Salehi et al., 2018).

Tableaul.Principaux composés non volatils dans les espéces de Mentha(Salehi et al., 2018).

COIl.Stl.t uants Composés individuels

chimiques

Anthocyanidines Cyanidine, delphinidine, lutéolinidine, pélargonidine, pétunidine

Coumarines Esculétine et scopolétine

Flavanols Catéchine, épicatéchine

Flavanones Eriocitrine, ériodictyol, hespéridine, naringénine, narirutine

Apigénine, diosmétine, diosmine, lutéoline, lutéoline- O -glucuronide,
Flavones jardinine B, lutéoline- O -glucoside, pébrelline, salvigénine, thymusine,

thymonine

Flavonols et

dihydroflavonols | Quercétine, kaempférol, rutine
Acide cinnamique, ses analogues (acides hydroxybenzoique, p -coumarique,
férulique, caféique, sinapique, rosmarinique, salvianolique, isosalvianolique,

Acides phénoliques | didéhydrosalvianolique et lithospermique, népétoidine A/B) et glycosides

(acide caféique glucuronide, chlorogénique, caftarique), acides gallique,
syringique et vanillique.

Phenyléthanoides | Tyrosol

Stilbénoides Resvératrol
Terpenes Acideoléanolique

1.6. Composition des huiles essentielle de Menthapulegium

La composition chimique des huiles essentielles de Mentha pulegium L. (Tableau 2) a été

largement ¢tudiée dans de nombreuses publications. Elle se caractérise principalement par la
présence de cétones ayant un squelette méthanique. En effet, les analyses montrent que les
compositions sont majoritairement dominées par la pulégone, avec des concentrations variant
de 80,3 % au Maroc, entre 70 et 90 % en Algérie, de 65,9 a 83,1 % en Inde, 73,4 % en Uruguay
et 43,5 % en Egypte. D'autres études mettent en avant la pipériténone, qui représente entre 83,7
et 97,2 % en Gréce, ainsi que la pipéritone, qui atteint 70,0 % en Autriche (Figure 3) (Abou et
Fareh, 2017).
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Figure 3. Structure chimique des principaux composés de M. pulegium
(Allali et al., 2021).

Tableau 2. Constituants de I’huile essentielle de M.pulegium(Allali et al., 2021).

Composés Composants RI Zone (%)
1 o -pineéne 937 0,69
2 Cyclohexanone-3-méthyle 952 0,37
3 [ -pineéne 974 0,52
4 Myrcene 992 0,14
5 Octanol-3 995 2,25
6 D-2-Car¢ne 1003 Tr
7 Limonéne 1030 1.41
8 p -Mentha-3,8-di¢ne 1071 1,95
9 Menthone 1150 0,08

10 Pinocarvone 1166 1,76
11 Isomenthol 1182 0,28
12 Menthol 1171 0,62
13 dihydrocarvone 1193 5.09
14 R-(+)-pulégone 1236 76,35
15 Carvone 1240 5,84
16 o -pépéritone 1251 0,36
17 caryophylléne 1418 0,18
18 Germacréne D 1475 0,09
19 y -Eudesmol 1630 0,37
20 o -Eudesmol 1649 0,56
Total identifié 98,91
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1.7. Caractérisation de I’huile essentielle de la Menthapulegium L

La menthe pouliot (Mentha pulegiumL.) contient une huile essentielle se présentant sous
forme de liquide jaunatre, a l’odeur trés prononcée, soluble dans [’alcool. Elle est
majoritairement composée (2 75-80 %) de pulégone, un liquide incolore a I’aréme
caractéristique, ainsi que de menthol, de limonéne 1évogyre et de dipenténe. En plus de son
huile essentielle, la plante renferme également du tanin, des substances cellulosiques et
pectiques, du sucre, entre autres. L huile essentielle de Mentha pulegiumL. se distingue par une
forte teneur en pulégone (70 a 90 %), accompagnée d’autres cétones monoterpéniques telles

que I’isomenthone, la menthone et la piperténone (Bechiriet Tahar Mezedek, 2018).

1.8. Autres caractéristiques spécifiques

La plante Mentha pulegium se distingue par son parfum menthol¢ intense et piquant. Elle
présente généralement un port prostré au sol, mais adopte une forme dressée durant la floraison.
Ses fleurs, regroupées en grappes, varient du rose au bleu, ajoutant a son aspect ornemental
(Domingues et Santos, 2019).

Mentha pulegiumpossede des caractéristiques €écologiques intéressantes. Elle est bien
adaptée aux milieux humides et ensoleillés, mais peut tolérer des périodes de sécheresse grace
a son systéme racinaire profond et ramifié. Ses parties aériennes sont connues pour contenir des
composés bioactifs tels que la pulegone, la menthone, et des flavonoides, conférant a la plante

ses propriétés médicinales et aromatiques (SadeghiDousari et al., 2023).

1.9. Usages traditionnels et applications

Depuis I’ AntiquitéMentha pulegiumL.ou menthe pouliot, est une plante reconnue pour ses
multiples usages médicinaux, culinaires et domestiques.

En médecine traditionnelle, M. pulegium est utilisée comme digestive, carminative,
antispasmodique et expectorante. Ses extraits sont employés pour soulager les troubles gastro-
intestinaux, tels que les flatulences, les ballonnements et les douleurs abdominales (Domingues
et Santos ; 2019 ;Rahmani, 2021). Les infusions de ses feuilles sont également consommées
pour faciliter la digestion, et comme remeéde contre le thume et les affections respiratoires
(Stankovi¢ et al., 2022).

De nos jours, Mentha pulegium est commercialisée pour diverses utilisations, notamment
comme arome dans les aliments et les boissons, ou encore sous forme de tisanes destinées a
soulager la toux, les troubles rénaux et les maux de téte. Cependant, malgré ses applications

traditionnelles, cette plante est également réputée pour sa toxicité chez I’étre humain,

~ 10 ~
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principalement en raison de la présence de composés toxiques dans son huile essentielle (HE)
(Caputoetal., 2021).

De nombreuses recherches ont mis en évidence l'usage fréquent des extraits de ces plantes
pour leurs effets anti-inflammatoires, antispasmodiques, carminatifs, antitussifs,
diaphorétiques, antiémétiques, analgésiques, stimulants et emménagogues, sous différentes
formes telles que les poudres, les infusions ou les décoctions. Ces bienfaits sont principalement
attribués a la présence de métabolites secondaires, notamment des composés phénoliques, des
flavonoides et des huiles essentielles. En outre, cette espeéce est communément désignée sous

le nom de « Feliou » (Oualdi et al., 2023).

~11 ~
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2.1 Définition

Les huiles essentielles (HE) sont des composés organiques naturels aux structures variées
et complexes. Le terme « huiles » fait référence a leur capacité a se solubiliser dans les graisses,
tandis que « essentielles » renvoie a I’arome caractéristique qu’elles dégagent, issu de la plante
productrice. Elles sont biosynthétisées par des plantes aromatiques sous forme de métabolites
secondaires. Ces plantes se distinguent par la présence de structures sécrétrices spécifiques aux
HE, telles que les poils sécréteurs chez les Lamiacées, les poches sécrétrices chez les Myrtacées
et les canaux sécréteurs chez les Apiacées. Ces structures, qui varient selon I’organe végétal
concerné, jouent un role essentiel dans la sécrétion et le stockage des huiles essentielles
(Bouyahya et al., 2016).

Ces substances sont liquides, volatiles, limpides et rarement colorées, avec une densité
généralement inférieure a celle de 1’eau (Bakkali et a/., 2008). Elles sont insolubles dans 1’eau
mais se dissolvent facilement dans les huiles végétales et la plupart des solvants organiques,
tels que I’alcool et ’éther. De plus, elles sont sensibles a 1’oxydation et peuvent subir des
modifications structurelles sous 1’effet de la lumiére (Bouyahya et al., 2016)

La production d’huiles essentielles concerne différentes parties de la plante, notamment
les feuilles, les graines, les bourgeons, la tige et les fleurs, Ces huiles s’accumulent dans des
structures spécifiques telles que les cellules épidermiques, les cavités, les cellules sécrétrices et
les canaux. L’odeur caractéristique émise par ces plantes est directement attribuée a la présence

de leurs huiles essentielles (Irshad et al., 2019).

2.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées principalement de terpénes (monoterpénes et
sesquiterpenes), et de composés deérivés tels que les alcools, cétones, aldéhydes, phénols, esters
et oxydes. Leur composition chimique est influencée par des facteurs biologiques (espece, stade
de développement) et environnementaux (climat, sol, période de récolte) (Sokovi¢ et al., 2010;
Vitali et al., 2016).

Les especes de menthe corse présentent des compositions diverses, M. aquatica, M.
pulegium et M. suaveolensssp. suaveolens présentant des profils communs, tandis que les
especes de Fortunella sont caractérisées par une teneur élevée en sesquiterpenes (Sutour, 2010).

L'analyse de 194 huiles essentielles a révélé que certaines molécules sont présentes en
proportions €levées dans certaines huiles, tandis que d'autres sont présentes a I'état de traces.
Des techniques de visualisation, telles que les réseaux d'interaction, peuvent aider a illustrer

l'espace chimique des huiles essentielles et leurs relations botaniques (Petitet, 2012).
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+* Les terpénoides

Le terme « terpeéne » fait référence a I’origine de ces composés, initialement extraits de
I’essence de térébenthine. Dans les huiles essentielles, les terpénoides sont les composés a faible
masse moléculaire, ce qui les rend particulierement volatils. Ils suivent généralement la formule
chimique générale (CsHg). En fonction de la valeur de n, on distingue plusieurs catégories :

Leshémiterpeénes (n = 1), les monoterpenes (n = 2), les sesquiterpenes (n = 3), les
triterpenes (n = 6), les tétraterpeénes (n = 8) et les polyterpénes. Les huiles essentielles présentent
une composition chimique diversifiée, incluant non seulement des terpénes, mais aussi d’autres
classes de composés tels que les hydrocarbures, les esters, les lactones, les aldéhydes, les

alcools, les acides, les cétones, les phénols et les oxydes (Bencheikh, 2017).

+» Les composés aromatiques

Les composés aromatiques sont des dérivés du phénylpropane (Cs-Cs), bien que leur
présence soit relativement faible dans la composition des huiles essentielles. Cependant, ils
jouent un role clé dans les caractéristiques organoleptiques de ces dernicéres. Parmi ces
composés,les phénols tels que I’eugénol et le chavicol sont couramment retrouvés, notamment
dans I’huile essentielle de girofle (Eugénol). On y trouve également des alcools, comme I’alcool
cinnamique, qui est largement répandu dans I’huile essentielle de baume du Pérou, ainsi que
des aldéhydes, tels que le cinnamaldéhyde, principal composant de I’huile essentielle de
cannelle. D’autres dérivés, tels que les méthoxy-composés (anéthol, estragol, élémicine)
présents dans I’huile essentielle de fenouil (Anéthole), et les méthyléne-dioxy-composés
(apiole, myristicine, safrole) qui constituent I’huile essentielle de persil (Apiole), contribuent
¢galement aux propriétés des huiles essentielles(Bounab, 2020).

L'huile essentielle de Mentha pulegium contient un mélange complexe de composés
aromatiques, la pulégone étant souvent le composant prédominant. Des études menées dans
différentes régions ont rapporté des compositions variables. A Cuba, le néoisomenthol (20,68
%) et la pulégone (25,14 %) étaient les principaux constituants (Pino et a/., 1996).

Des échantillons indiens ont montré une teneur plus élevée en pulégone (65,9-83,1 %),
ainsi qu'en menthone et en isomenthone (Agnihotri et al., 2005).

L’huile essentielle de Mentha pulegium présente une composition chimique riche en
monoterpenes oxygénés, dominée par la pulégone, souvent majoritaire selon le chémotype et
I’origine géographique. Une étude réalisée dans le sud-est de I’ Algérie (Région de Reguiba, El-
Oued) rapporte une teneur de 46,3 % de pulégone, suivie de 23,3 % de pipériténone, 6,2 % de
menthone, et4,7 % de limonéne (Ouakouak et al.,2015).
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Par ailleurs, Boukhebti et al., (2011) observaient en Algérie une huile a 38,8 % pulégone,
19,2 % menthone, et 16,5 % pipériténone, attestant de la variabilité des profils selon les

populations.

s Composés d’origines divers

Lors de I’hydrodistillation des huiles essentielles, certains composés aliphatiques a faible
masse moléculaire sont entrainés. Ces substances peuvent inclure des composés azotés ou
soufrés, ainsi que des caroténoides, des acides gras (Acide hexanoique, acide dodécanoique,
acide hexadécanoique, etc.), des alcools (Menthol, linalol, géraniol, bergamote), des aldéhydes
(géraniale, citronellal), des esters (Acétate de géranyle) et des cétones (Camphre, pipéritone)
(Bounab, 2020) (Tableau 3).

En plus des monoterpénes et sesquiterpenes majoritaires, [’huile essentielle de Mentha
pulegium contient des composés azotés et soufrés en tres faible quantité, des lipides semi-
volatils comme I’acide palmitique (20 % du profil volatil), ainsi que des composants lipophiles
(B-sitostérol, a-tocophérol, policosanols) détectés dans les extraits organiques. Des
caroténoides (luteine, zeaxanthine...) ont été identifiés dans les feuilles par analyse
métabolomique, sans étre présents dans le distillat d’huile essentielle en raison de leur nature

non volatile (El-Naggaret Osman, 2024).

Tableau 3. Composés minoritaires et non volatils dans Mentha pulegium

Groupe de composés Exemples Profil et proportion Références

Amines, alcaloides

Composés azotés , ,
p détectés en trace

<1 % dans I’huile essentielle volatils | El-Naggaret Osman,2024

Composés soufrés Sulfures volatils Trés rares Etudes GC-MS variées

Luteine, violaxanthine, Présents dans les feuilles/extraits,

Carloten01desl(dans antheraxgnthlne, non détectés dans I’huile essentielle El-Naggaret Osman, 2024
feuilles/extraits zeaxanthine, .
\ (non-volatils)
B-caroténe
acide palmitique, 20 % du profil volatil de I’extrait

Acides gras volatils Al-Rajhi et al., 2022

méthyl esters méthanolique de feuilles

B-sitostérol,
a-tocophérol, stérols,
policosanols

Lipides non volatils
(dans extraits liposolubles)

Quantifiés a 1’état de traces (ug/g

MS) Al-Rajhi et al., 2022
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2.3. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles (HE) est une opération a la fois complexe et délicate,
visant a capturer et a préserver les composés volatils, subtils et fragiles produits par les plantes
(Boukhatem et al., 2019).

Les huiles essentielles sont des extraits volatils de plantes aromatiques avec de
nombreuses applications dans diverses industries (Aziz et al., 2018). De multiples méthodes
d'extraction existent, y compris des techniques conventionnelles comme 1'hydrodistillation, la
distillation a la vapeur et l'extraction par solvant, ainsi que des méthodes avancées comme
l'extraction par fluide supercritique et l'extraction assistée par micro-ondes (Sareriya et al.,
2023).

Le choix de la méthode d'extraction influence considérablement le rendement, la qualité
et la composition chimique des huiles essentielles (Mahadagde, 2018 ;Nadjib, 2019).
L'hydrodistillation est particulicrement adaptée aux huiles sensibles a la température
(Mahadagde, 2018). Les techniques avancées offrent des avantages tels que des temps
d'extraction plus courts, une consommation d'énergie plus faible et une utilisation réduite de

solvants (Aziz et al., 2018).

2.3.1. L’entrainement a la vapeur d'eau

Pour éviter certains phénomenes d'hydrolyse sur des composants de 'huile essentielle ou
de réactions chimiques pouvant altérer les résultats, le procédé de 1'entrainement a la vapeur
seche a été mis au point (Figure 4). La masse végétale repose sur une grille placée a une distance
adéquate du fond de I’alambic, rempli d’eau. Sous ’action de la chaleur, I’eau se transforme en
vapeur et passe a travers la plante en entrainant les molécules aromatiques vers un systéme de
refroidissement ou elle retourne a 1’état liquide par condensation. Le produit de la distillation
se sépare donc, par décantation, en deux phases distinctes : 1’huile et I’eau condensée que I’on

appelle eau florale ou hydrolat(Bouhaddouda, 2016).
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Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d’hulle essentelle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'eau

Eau froide

Eau
Eau florale
Eau florale +
huile essentielle

Chaleur = / J J /J

\\ p\/(‘\ J’\f\\,/“‘\

Essencier

Figure 4. Montage d’extraction parentrainement a la vapeur d'eau (Goudjil, 2016).

2.3.2. Extraction par expression a froid

Cette technique est spécifiquement utilisée pour I’extraction des essences volatiles

contenues dans les péricarpes des agrumes. Elle repose sur un procédé¢ mécanique qui déchire

les parois des sacs ol¢iferes situés dans le mésocarpe, juste sous 1’écorce du fruit (épicarpe).

Cette méthode permet de recueillir I’essence sans altération, car elle ne nécessite aucun

traitement thermique susceptible de modifier ses propriétés (Boukhatem et al., 2019) (Figure

5).

Moteur
Aiguille

Collecteur

Figure 5. Montage de 1’expression a froid(Farhat, 2010).
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2.3.3. Hydrodistillation

Cette méthode, parmi les plus anciennes et les plus simples a mettre en ceuvre, repose sur
l'utilisation de la partie de la plante contenant les composés aromatiques, placée dans un ballon
avec de I’eau distillée et quelques pierres ponces pour favoriser I’agitation. Sous I’effet de la
chaleur, les cellules végétales éclatent, libérant ainsi les molécules odorantes. Ces dernieres
forment avec la vapeur d’eau un mélange azéotropique. En s’évaporant, la vapeur d’eau
entraine les composés volatils vers un réfrigérant, ou elle se condense(Figure 6).

Le distillat obtenu est recueilli dans un erlenmeyer, formant deux phases distinctes : une
phase aqueuse et une phase organique. Ces deux phases sont ensuite séparées a 1’aide d’une
ampoule a décanter, ce qui permet de récupérer I’huile essentielle pure (Bouabdallah et

Cherrati, 2021).

Tll(.‘llllnllléll(.‘j

Réfrigérant a I'eau

—
.

—
q.l_nﬂp_% l/::":l
- 4 ¢ . Eprouvette
Plante e Fau 1 graduéde
Eau - j 7 '
: . Chauffe- g— Huile
bouillante % S ballon . gt iathe
: N ]
/H —— Phase aqueuse)
— -wo(':—:_:_-__"‘!’-o—' 1
= = ‘fkgﬁ;

Figure6. Montage d’hydrodistillation (Goudjil, 2016).

2.4. Techniques d’analyses des huiles essentielles
24.1. CPG

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est la méthode d’analyse la plus
couramment employée pour les huiles essentielles. Elle est particulierement bien adaptée a leur
étude en raison de leur richesse en composés volatils. Cette technique permet une identification
a la fois qualitative et quantitative des différents constituants présents dans une huile essentielle.
Les analyses sont généralement effectuées sur des colonnes capillaires de polarités variées. Le
chromatographe peut étre couplé a divers types de détecteurs, tels que le détecteur a ionisation

de flamme (FID) ou celui a conductivité thermique, bien que ces derniers ne fournissent pas
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d’informations structurales. En revanche, le couplage de la CPG a un spectrométre de masse
(CPG/SM) permet d’obtenir des données structurales précises sur les composés analysés(Nebié,

2023).

2.4.2. GC-MS

Les premiers dispositifs de routine combinant CPG et spectrométrie de masse avec
colonnes capillaires sont apparus en 1975. Depuis, cette méthode n’a cessé de se perfectionner
et s’applique aujourd’hui a de nombreux secteurs : agroalimentaire (analyse des aliments et de
I’eau), pétrochimie (carburants, matieéres plastiques), et produits naturels (parfums,
cosmétiques, médecine). Dans le domaine des huiles essentielles, le couplage CPG/SM

constitue aujourd’hui la méthode d’analyse de référence (Paolini, 2005).

2.5. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent des propriétés biologiques avérées, notamment des
activités antibactériennes, antiparasitaires, antifongiques, antioxydantes et insecticides. Leur
utilisation remonte a I’ Antiquité (Ghabraie et al., 2016 ; Sharifi-Rad et a/., 2017).

Ces huiles sont reconnues depuis longtemps pour leurs activités biologiques et ont été
utilisées dans les systémes de guérison traditionnels du monde entier (Sharifi-Rad et al., 2017 ;
ManciantietEbani, 2020). Leurs diverses propriétés les rendent précieux dans les industries
agroalimentaire et cosmétique, ainsi que dans les applications en santé humaine (Dhifi et al/.,

2016).

2.5.1. Activité antioxydante

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles ont fait 1'objet de nombreuses études
récentes. Elles sont considérées comme des antioxydants naturels en raison de leur capacité a
limiter la formation des radicaux libres et a les neutraliser. Ainsi, elles sont envisagées comme
des alternatives potentielles aux antioxydants synthétiques, notamment dans certains domaines
de la conservation des aliments (Abdelli et al., 2016).

L'huile essentielle de Mentha pulegium (pouliot) a démontré une activité antioxydante
significative dans de nombreuses études. Ses principaux constituants sont la pulégone et la
menthone, avec des concentrations variant selon les études (Nickavar et Jabbareh, 2018 ;
Bektasevi¢ et al., 2021). L'huile présente une forte activité de piégeage des radicaux DPPH, une
étude rapportant une inhibition de 90,54 % a 1000 pg/ml. Elle montre également un potentiel

dans la réduction du fer et la protection contre la peroxydation lipidique. Ces résultats
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indiquentque l'huile essentielle de M. pulegium pourrait étre précieuse dans les industries
alimentaires et pharmaceutiques en raison de ses propriétés antioxydantes (Hariri et al., 2020).

L’activité antioxydante de I’huile essentielle de Mentha pulegium a été évaluée a I’aide
de plusieurs méthodes, notamment le test DPPH, bas¢ sur le piégeage des radicaux libres, ainsi
que la méthode FRAP (FerricReducingAntioxidant Power).

La premiére méthode utilisée est le test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), qui
repose sur la capacité des composés antioxydants a neutraliser les radicaux libres en leur cédant
un ¢lectron ou un atome d’hydrogéne, ce qui se traduit par une diminution de 1’absorbance
mesurée spectrophotométrique a 517 nm. Ce test permet ainsi d’ estimer 1'efficacité de I’huile
essentielle a piéger les radicaux libres, indicateurs majeurs du stress oxydatif.

La seconde méthode appliquée est le test FRAP (FerricReducingAntioxidant Power), qui
évalue la capacité réductrice de 1’échantillon, c’est-a-dire son aptitude a réduire les ions
ferriques (Fe*") en ions ferreux (Fe®*) en présence d’un agent colorimétrique, le complexe
tripyridyle triazine (TPTZ). L’intensité de la coloration bleue formée, mesurée a 593 nm, est

proportionnelle au pouvoir antioxydant de I’échantillon(Touré¢, 2015).

2.5.2. Activité antimicrobienne

Il a été prouvé que les huiles essentielles possédent une activité antimicrobienne contre
les bactéries pathogenes, avec une efficacité observée dans une concentration comprise entre
0,05 % et 0,1 % dans les systémes alimentaires (Ghabraie et al., 2016).

Il est important de mentionner que les huiles essentielles sont plus actives contre les
bactéries Gram-positives que contre les bactéries Gram-négatives. Ces derniéres sont moins
sensibles a l'action des huiles essentielles grace a la membrane externe entourant la paroi
cellulaire qui limite la diffusion des composés hydrophobes a travers son film
lipopolysaccharidique. De plus, l'activité antibactérienne des huiles essentielles est liée a leur
composition chimique, aux proportions de molécules volatiles et a leurs interactions

L'huile essentielle de Mentha pulegium présente une activité antimicrobienne
significative contre divers micro-organismes, en particulier les bactéries Gram-positives.
L'activité antimicrobienne dépend de la concentration, avec des concentrations inhibitrices
minimales allant de 0,003 % a 4 ul/ml contre divers agents pathogenes (Mahboubi et Haghi,
2008 ; Morteza-Semnani et al., 2011 ;Chraibi et al., 2016 ; Yahiaoui et al., 2017). Ces résultats
suggerent que l'huile essentielle de M. pulegium a des applications potentielles comme

conservateur naturel dans les industries alimentaires.
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2.5.3. Activités Antifongiques et insecticides

De nombreuses études ont souligné les divers effets biologiques des plantes aromatiques
et médicinales, notamment leurs propriétés antifongiques, antibactériennes, antioxydantes et
insecticides. Grace a ces caractéristiques, les huiles essentielles pourraient potentiellement agir
comme conservateur pour les aliments (Hmiri et al., 2011).

Des études récentes ont exploré les propriétés antifongiques et insecticides de 1'huile
essentielle deM. pulegium. L'huile présente une forte activité antifongique contre divers agents
pathogeénes, notamment Aspergillus flavus, A. niger, Alternariaspp., Penicillium
sppetMoniliniafructicola (Medjdoub et al., 2019 ; Montenegro et al., 2020).

Ses effets insecticides ont été démontrés contre Bactroceraoleae et Callosobruchus
maculatus (Medjdoub et al., 2019). Les principaux composants de 1'huile essentielle de M.
pulegium sont la pulégone, le menthol, la menthone et 1'isopulégol, la pulégone étant souvent
la plus abondante (Montenegro et al., 2020). Ces résultats suggerent que 'huile essentielle de
M. pulegium pourrait étre une alternative naturelle prometteuse pour lutter contre les maladies
fongiques et les insectes ravageurs en agriculture.

La menthe pouliot est reconnue pour ses propriétés répulsives contre les nuisibles.
Diffusée dans I’air, elle ¢loigne insectes piqueurs et parasites. Elle est utilisée dans les
couchages d’animaux, pres des réserves alimentaires (salaisons, fromages), ou briilée dans les
locaux infestés. Appliquée en lotion sur le pelage, elle aide également a éliminer les puces chez

les animaux domestiques (RezougetCherief, 2022).

2.6. Applications potentielles des huiles essentielles.

Les huiles essentielles et certains de leurs composants sont largement employés dans
divers secteurs, notamment la parfumerie, les cosmétiques, les produits d’hygiéne, la
dentisterie, I’agriculture, ainsi que dans I’industrie agroalimentaire ou elles servent d’additifs
et de conservateurs. Elles sont également reconnues pour leurs vertus thérapeutiques et utilisées

comme remedes naturels (Bakkali et al., 2008).

2.6.1. Applications pharmaceutiques et cosmétiques.

Les huiles essentielles (HE) sont largement prisées dans 1’univers de la parfumerie et des
cosmétiques. Face aux inquiétudes concernant la toxicité potentielle des conservateurs
synthétiques sur la santé, les HE suscitent un intérét croissant pour leur role de conservateurs
naturels. Leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes permettent en effet de prolonger

la durée de vie des produits.
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De plus, leurs qualités olfactives en font des composants de choix dans la formulation de
nombreux soins. Cependant, leur utilisation n’est pas exempte de précautions. Des
concentrations trop ¢élevées peuvent non seulement produire des odeurs trop marquées, mais
¢galement provoquer des réactions cutanées, notamment des allergies. Parmi les HE
fréquemment intégrées aux parfums et cosmétiques, on retrouve celles de citronnelle, de bois
de cedre, de lavandin, de patchouli, de thym, d’origan, entre autres (Mnayer, 2014).

En complément des huiles essentielles, d’autres extraits végétaux sont également utilisés,
tels que les concretes et les absolues, a condition qu’ils soient obtenus a 1’aide de solvants
autorisés selon les référentiels en vigueur. La concréte, peu soluble dans les formulations
liquides, est surtout employée dans les parfums solides et comme agent épaississant dans les
cremes et lotions. L’absolue, quant a elle, est trés appréciée en parfumerie pour I’intensité et la
subtilité de son ardme. Des absolues de jasmin, de lavande, de géranium, de lavandin ou encore
de narcisse sont couramment utilisées comme mati¢res premieres en parfumerie (Mnayer,

2014).

2.6.2. Usages en conservation alimentaires

Dans I’industrie agroalimentaire, les huiles essentielles sont employées comme
conservateurs naturels et agents aromatisants. Certaines, comme celles de girofle, vanille,
menthe, gingembre, citronnelle et agrumes, sont utilisées dans divers produits tels que les
confiseries, thés, sirops, boissons, biscuits et produits laitiers (Nebie, 2023).

Les huiles essentielles sont utilisées dans ce contexte pour rehausser le gott et améliorer
la saveur des produits alimentaires transformés. Plus récemment, les industriels se sont tournés
vers leur utilisation comme agents de conservation, en alternative aux conservateurs

synthétiques classiques tels que les parabénes (Kaloustian et HadjiMinaglou, 2012).

2.7. Limites et précautions d’emploi

Les huiles essentielles ont été¢ largement employées comme agents de conservation dans
divers produits alimentaires, notamment les fruits, les 1égumes, les jus, le lait, le fromage, le
beeuf, le poulet, les saucisses et le poisson. Toutefois, leur utilisation dans la conservation des
aliments demeure restreinte en raison de leur faible solubilité dans I’eau, de leur stabilité parfois
insuffisante, ainsi que de I’intensité de leur arome (Li et al., 2022).

Leur utilisation est restreinte en raison de leur influence sur le gott et I’odeur, notamment
a des concentrations élevées. Il est donc essentiel de déterminer la concentration minimale
permettant de préserver un niveau sensoriel acceptable, afin de les intégrer aux aliments sans

altérer leurs caractéristiques organoleptiques (Ghabraie et al., 2016).
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Le composé¢ dominant de l'huile essentielle de M. pulegium est le cyclohexanone,
pulégone. La pulégone constitue environ 80 a 90 % de I'huile essentielle de menthe pouliot. Les
effets toxiques de l'huile essentielle de M. pulegium sont principalement dus a son principal
composant, la pulégone. Ces effets toxiques résultent généralement d'une mauvaise utilisation
de cette plante en médecine traditionnelle. Selon la dose, I'ingestion d'huile de menthe pouliot
peut produire des effets toxiques directs sur le tractus gastro-intestinal et le foie. Des rapports
suggerent que 1'ingestion de jusqu'a 10 ml d'huile de M. pulegium provoque une légere toxicité
du systéme nerveux central et une gastrite sans atteinte hépatorénale. Les déces résultent de
l'ingestion de 15 a 30 ml de cette huile. En raison de sa toxicité potentielle, la menthe pouliot

n'est pas recommandée pour les enfants et autres groupes sensibles (Bektasevi¢ et al., 2020).
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Figure 7. Le protocole expérimental
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1. Objectif de I’étude

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer 1’activité antioxydante et antibactérienne
des huiles essentielles de Mentha pulegium.
Cette étude vise également a valoriser 1’huile essentielle de Mentha pulegiumL. originaire de
Mostaganem, en mettant en évidence ses propriétés antioxydantes et antimicrobiennes, en vue

d’une éventuelle application dans le domaine agroalimentaire.

¢ Présentation du lieu de travail
L'ensemble des travaux expérimentaux a été réalisé au sein des laboratoires de biochimie
alimentaire, de microbiologie et physiologie animale appliquée de I’Université Abdelhamid Ibn

Badis de Mostaganem.

2.Matériel Végétal
2.1. La plante Mentha pulegiumL..

Le matériel végétal utilisé¢ dans cette étude correspond a la partie aérienne de la plante
médicinale Mentha pulegiumlL. 11 a été€ récolté au mois d’avril 2025 dans la région d’ Achaécha,

située dans I’Est de la wilaya de Mostaganem, en Algérie.

Achaacha_

Hadjadj

S Al Médiouna-

Mostaganem

Ouarnizan:

(S

Safisaf ] =Y

Bouguirat s . P

: e Y-e el :
/_/’—ﬁ"‘bc/\x Relizane
ochammadia EULMatmar -

Figure8.La carte géographique de la région de Mostaganem.

@ Lieu de la récole de la matiere végétale (la région d’ Achadchaau nord-ouest de I’ Algérie,
(wilaya de Mostaganem).
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2.2. Préparation de plante

Apres la récolte, le matériel végétal a été soigneusement lavé a I’eau distillée afin
d’¢liminer les impuretés et les particules de poussicre. Il a ensuite été étalé¢ en une couche et
laissé a sécher a I’air libre, a 'ombre, dans un environnement bien aéré et a température
ambiante, pendant une durée d’une semaine.

Une fois le séchage complet, les échantillons ont été conservés dans des contenants
hermétiques, a I’abri de la lumiére de I’humidité et de toute source de chaleur, afin de préserver

leurs propriétés physico-chimiques et biologiques.

2.3. Préparation de la poudre

Les feuilles de la planteMentha pulegium ont été soigneusement triées et lavées a 1’eau
distillée afin d’¢éliminer toutes les impuretés, puis séchées a I’air libre a température ambiante
pendant 15 jours. Ensuite, elles ont été finement broyées et tamisées. Elles ont été conservées

dans des récipients en verre hermétiquement fermés, a I’abri de la lumiére et de I’humidité.

Figure9. La partie aérienne fraiche et seéche de plante Mentha pulegiumL(Photo originale).

3. L'extraction de I'huile essentielle de la plante
3.1. Entrainement a la vapeur d’eau

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée par entrainement a la vapeur d’eau, un
procédé¢ qui consiste a exposer directement le matériel végétal a un flux continu de vapeur sans
recourir a une étape de macération préalable. La vapeur d’eau traverse la masse végétale,

entrainant avec elle les composés volatils présents dans les tissus de la plante.
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La vapeur, enrichie en composés volatils, est ensuite condensée, puis envoyée dans un
essencier ou elle est décantée. Cette décantation permet la séparation en deux phases : une phase
aqueuse (hydrolat) et une phase organique correspondant a I’huile essentielle (HE). L’un des
avantages majeurs de cette méthode réside dans I’absence de contact direct entre 1’eau liquide
et la maticre végétale, ce qui réduit considérablement les risques d’hydrolyse enzymatique ou
chimique des composés volatils. Ainsi, I’intégrité chimique et la qualité des huiles essentielles

extraites sont mieux préservées(Boukhatem et al., 2019).

«» Méthode

La cocotte est remplie avec 2,5
litres d’eau distillée, en veillant a ne
pas dépasser le niveau de la grille.

On place 2kg de maticre végétale sur la
grille avant de refermer la cocotte.

Le systéme de vapeur est ensuite mis en
place et I’extraction commence a 120 °C.

Aprées deux heures, I’hydrolat et
I’huile essentielle sont récupérés
puis séparés.

L’huile essentielle est conservée dans un flacon
ambré a 4 °C.

Figurel0.Les étapes d’extraction par I’entrainement a la vapeur d’eau.
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Figurell. Dispositif de la distillation par I’entrainement a la vapeur d’eau (Photo originale).
1 : Plaque chauffent 2 :Cocotte-minute 3 : Condensateur 4 : Sortie d’eau 5 : Réfrigérant
6 : Entrée de I’eau? : Tube gradué

4.Analyses des huiles essentielles
4.1. Analyse organoleptique

L’évaluation des propriétés organoleptiques fait généralement partie des études portant
sur les facteurs influengant la qualité des huiles essentielles. Dans cette étude, trois critéres ont
¢été retenus pour apprécier la qualité organoleptique : 1’aspect, la couleur et I’odeur(Afrokh et

al., 2024).

4.2. Analyse physicochimique
4.2.1. Le rendement
Le rendement en huile essentielle correspond au rapport entre la masse d’huile extraite et
le poids de la matiére végétale utilisée. Il est généralement exprimé par :
R=Ph/ Pp %100
Tels que :
R=le rendement de I'HE, exprimé en pourcentage (%).
Ph=la masse de I'HE extraite en gramme (g).

Pp=la masse de la matiére végétale utilisée en gramme (g) (Rahmani, 2021).
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4.2.2. La Densité
La densité d’une huile est le rapport de la masse d’un certain volume d’une huile a 20C°.
D=m /m’.

D : la densité relative.
m : la masse d’huile (g).
m’: lamasse de I’eau distillée (g) (Sadek, 2021).
4.2.3.Potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH, abréviation de "potentiel hydrogéne", évalue I’activité chimique des ions
hydrogene (H) présents en solution. Cette mesure est réalisée a I’aide d’un pH-metre.

Une quantité déterminée d’huile essentielle a été versée dans un bécher propre et sec. Le
pH de cette solution a ensuite ét¢ mesuré a I’aide d’un pH-meétre préalablement étalonné avec
des solutions tampons standards. Cette méthode permet de déterminer 1’acidité ou la basicité de

I’huile essentielle, selon le protocole décrit par Bahaz (2021).

4.2.4. Test de solubilité

Les huiles essentielles sont insolubles dans 1’eau, mais se dissolvent facilement dans
I’alcool, I’éther et les huiles fixes. Ce sont des substances volatiles, généralement liquides et
incolores a température ambiante, possédant une odeur caractéristique. Leur densité estdans la
majorité des cas, inférieure a 1(Dhifi et al., 2016).

Une huile essentielle est considérée comme miscible lorsqu’elle peut se dissoudre dans
un certain volume d’éthanol et de méthanol, de titre alcoométrique déterminé a une température
de 293,15K (20°C). Dans le cas de I’huile essentielle étudiée, 1’obtention d’une solution
limpide nécessite 1’ajout progressif d’au moins 20 volumes d’éthanol et de méthanol pour un

volume d’huile essentielle, a cette méme température (Rached et al., 2025).

5.Préparation de I’extrait méthanolique

Pour la préparation de 1’extrait méthanolique, une masse de 10 g de poudre seéche de
Mentha pulegium L a été introduite dans un erlenmeyer contenant 100 ml de méthanol. Le
mélange a été soumis a une agitation mécanique continue a 1’aide d’un agitateur magnétique,
et ce, durant une période environ 12 a 16 heures, a température ambiante, afin de favoriser
I’extraction maximale des composés hydrosolubles.

Apres la période de macération, la solution a été filtrée a 1’aide d’un papier filtre de type

Wattman n°l, dans le but de séparer les résidus solides du filtrat. Ce dernier a ensuite été
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placédans une étuve réglée a 40 °C, jusqu’a évaporation compléte de méthanol, afin d’obtenir

un extrait concentré exempt d’humidité(Boukeria et al., 2019).

6. Criblage phytochimique
» Test de terpénoides

Pour la mise en évidence des terpénoides, un test de caractérisation chimique a été réalisé
selon la méthode décrite par Mahadeva Rao et al., (2016). Dans un tube a essai propre de 2 ml
de chloroforme (CHCI;3) ont été introduits, servant de solvant organique. Ensuite, 0,5 ml de
I’extrait végétal a tester a été ajouté.

Apres homogénéisation, 3 ml d’acide sulfurique concentré (H,SO,) ont été versés
délicatement le long de la paroi du tube a I’aide d’une pipette, afin de former une seconde phase
bien distincte sous forme de couche inférieure.

Une observation minutieuse a alors été effectuée a I’interface des deux liquides. La
formation d’une coloration brun rougeatre a cette zone de contact est considérée comme un

indicateur positif, révélant la présence de composés de type terpénoides dans I’extrait analysé.

7.Activités biologiques
7.1. Activité antioxydante
7.1.1. Piégeage du radical libre DPPH

Un volume de 750 pl de la solution méthanolique de DPPH a ét¢ mélangé a 250 ul de la
solution méthanolique de I’extrait, a différentes concentrations. En parall¢le, un contrdle négatif
(blanc) a été préparé en mélangeant 250 ul de méthanol pur avec 750 pl de la solution de DPPH.
L’absorbance de chaque mélange a ét¢ mesurée a 517 nm, aprés 30 minutes d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante, en prenant le blanc (le mélange DPPH + méthanol pur,
sans extrait) correspondant comme référence.

Le controle positif a été réalis€ a 1’aide d’une solution standard d’acide ascorbique,
soumise aux mémes conditions expérimentales que les extraits testés, et a chaque concentration.
Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (PI %) (RamouletAzzizi, 2022).

1% = (Abs contrdle négatif — Abs Echantillon/Abs contrdle négatif) X 100
1% : pourcentage de 1’activité anti-radicalaire
Abs : Absorbance
La valeur de I’ICso correspond a la concentration de 1’échantillon requise pour inhiber 50

% des radicaux libres du DPPH. Elle a ét¢ déterminée par régression linéaire, en utilisant
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laconcentration des composés testés comme variable indépendante et le pourcentage
d’inhibition (I %) comme variable dépendante (Bencheikh, 2017).
Les essais ont été effectués en trois répétitions indépendantes afin d'assurer la fiabilité des

données.

7.2. Activité antibactérienne
¢ Matériel microbiologique

Dans le cadre de cette étude, six souches bactériennes de référence ont été sélectionné
afin d’évaluer I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Mentha pulegium. Ces souches
incluent a la fois des bactéries a Gram positif (G*) et des bactéries a Gram négatif (G™).

Le choix de cette diversité bactérienne vise a mettre en évidence I’éventuel spectre
d’action et de leur disponibilité au sein du laboratoire de microbiologie de la Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie (Mostaganem). Les différentes souches sont présentées dans

le tableau suivant :

Tableaud4. Les souches bactériennes utilisées.

Souches bactériennes
Gram-positif Gram-négatif
Staphylococcus aureus Salmonella typhi
Bacillus cereus Escherichia coli
Bacillus subtilis Pseudomonasaeruginosa

7.2.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)

X L’aromatogramme

La technique de I’aromatogramme a ét¢ utilisée afin d’évaluer I’activité antimicrobienne
des huiles essentielles. Cette méthode consiste a déposer un disque stérile de 6 mm de diamétre,
imprégné d’une quantité définie d’huile essentielle, sur une boite de pétri contenant un milieu
gélosé préalablement ensemencé avec la souche microbienne ciblée. Aprés une période de 24h
a température de 37C° ’activité antimicrobienne est évaluée par la mesure du diamétre des

zones d’inhibition, exprimé en millimétres(Boutabia et al., 2016).
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Boite de pétrie

Souche test

Milieu de culture

Disque imbibé de I’huile essentielle

Zone d’inhibition

Croissance microbienne

Figurel2. L’aromatogramme (Touhami, 2017).

¢ Préparation de la suspension bactérienne

Une colonie bien isolée, prélevée a partir d’une culture agée de 18 a 24 heures, a été
transférée dans 5 ml d’eau physiologique contenue dans un tube a essai (El Amri et al., 2014),
puis homogénéisée a 1’aide d’un vortex. La concentration bactérienne de 1’inoculum a été
estimée par mesure de la turbidité, exprimée en densité optique (DO) a 600 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre. Une DO comprise entre 0,08 et 0,1 correspond a une concentration

approximative de 108 UFC/ml (Abou etFareh, 2017).

+ Ensemencement

Dans des boites de Pétri contenant de la gélose Mueller-Hinton, entre deux et quatre
millilitres de chaque suspension bactérienne préalablement préparée sont répartis séparément.
La suspension est ensuite ¢étalée uniformément dans toutes les directions afin de recouvrir
I’ensemble de la surface gélosée. Apres un temps de contact d’une minute entre la suspension
bactérienne et la gélose, I’excédent est retir¢ a 1’aide d’une pipette Pasteur stérile munie d’une
poire. Les boites ainsi ensemencées sont ensuite laissées au repos pendant 15 minutes a

température ambiante (Touré, 2015).

s Dépot de disques

Des disques de papier filtre Wattman n°1, d’un diameétre de 6 mm, ont été stérilisés dans
du papier aluminium a 1’autoclave a 120 °C pendant 15 minutes. A 1’aide d’une pince stérile,
les disques imprégnés d’une quantité définie d huile essentielle brute ont été placés a la surface

des boites de Pétri préalablement ensemencées avec les souches bactériennes a tester. Les boites
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ont ensuite été fermées et laissées a température ambiante pendant 30 minutes afin de permettre

la diffusion de I’huile, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures.

¢ Lecture

La lecture des résultats consiste a mesurer, en millimeétres, le diamétre de la zone
d’inhibition formée autour de chaque disque. Ces résultats sont exprimés sous forme de
diameétres mesurés et peuvent également Eétre représentés par des symboles, selon le degré de
sensibilité des souches a 1’égard de I’huile essentielle testée(Mouas et al., 2017).

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle a été réalisée en mesurant
le diametre de la zone d’inhibition (DZI), autour du disque imprégné, exprimé en millimetres,
peuvent étre codifiés a I’aide de symboles, en fonction du niveau de sensibilité des souches
bactériennes a I’huile essentielle testée.

Afin d’interpréter les résultats de manicre standardisée, une classification qualitative de
la sensibilité des souches bactériennes a ét¢ adoptée, selon les critéres proposés par Djendietal.
(2023).

Ainsi, une souche est considérée comme :

- Non sensible (-) ou résistante : diamétre<8mm

- Sensible (+) : diamétre comprisentre9a14mm

- Trés sensible (++) : diamétre compris entre 14a 19 mm
- Extrémement sensible (+++) : diamétre>20 mm

Cette codification permet une lecture rapide de la puissance antimicrobienne de I’huile
essentielle testée vis-a-vis des différentes souches.

Chaque test a été réalisé en triplicata afin de garantir la fiabilité des résultats.
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I Ensemencement des souches bactériennes I

I Dépdt des disques dans les boitesde pétri I

I Mise des huiles essentielles I

Figurel3. Les étapes de la méthode de l'aromatogramme (Photo originale).

7.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle de
MenthapulegiumLa été réalisée par la méthode de dilution en série sur des microplaques de 96
puits a fond en « U », une solution mere de I’huile essentielle a d’abord été préparée a 10 %
(v/v) dans le DMSO, des dilutions doubles en série ont ensuite été effectuées dans un bouillon
de culture Mueller-Hinton, permettant d’obtenir neuf concentrations différentes, a partir d’une
concentration bien déterminer.

L’inoculum bactérien utilisé a été ajusté a une concentration de 1,5 x 108 UFC/ml. Pour
chaque essai, un controle positif (milieu contenant I’inoculum sans huile essentielle) et un

contrdle négatif (milieu stérile sans inoculum) ont été inclus. Les microplaques ont été scellées
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puis incubées a 37 °C pendant 24 heures. La croissance bactérienne a été révélée par 1’ajout de
chlorure de 2,3,5-triphenyltétrazolium (TTC) en solution aqueuse dans chaque puits.

Le TTC permet de distinguer les cellules vivantes, qui prennent une coloration rouge, des
cellules mortes, qui restent incolores, la CMI est définie comme la plus faible concentration

d’huile essentielle empéchant toute croissance visible, indiquée par I’absence de coloration au

TTC apres 18 heures d’incubation a 37 °C (Baitich et al., 2019).

7.4. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) correspond a la plus faible concentration
d’HE ou d’extraits capable de tuer 99,9 % de I’inoculum bactérien initial, traduisant ainsi 1’ effet
bactéricide de I’HE ou des extraits végétaux (Agour et al., 2020).

Pour déterminer la CMB, 10 pl de bouillon ont été prélevés a partir de chaque puits ne
présentant pas de croissance visible, puis ensemencés sur une gélose Mueller-Hinton et incubés
pendant 24 h a 37 °C. Aprés incubation, la croissance des souches bactériennes testées indique
une activité bactériostatique, tandis que 1’absence de croissance traduit un effet bactéricide
(Baitich et al., 2019).

L'effet antibactérien est qualifi¢ de bactéricide ou bactériostatique en fonction du rapport
CMB/CML. En effet, si CMB/CMI = 1 a 2, I'effet est bactéricide, et si CMB/CMI =4 a 16,
l'effet est bactériostatique (El1 Amri et al., 2014).
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Résultats et discussion

1. Analyse de I’huile essentielle
1.1. Analyse organoleptique
L'extraction par entrainement a la vapeur d'eau des parties aériennes séches de la plante
Mentha pulegiuma permis d'obtenir une huile essentielle de couleur jaune a jaune pale,
caractérisée par une odeur aromatique forte et agréable, ainsid un aspect liquide (Tableau?).
L’huile essentielle de Mentha pulegium provenant de la région du Maroc présentait une
couleur jaune pale ainsi qu’une odeur agréable et distincte. Les propriétés organoleptiques
observées dans la présente analyse confirment la qualité de I’huile, en accord avec les résultats

rapportés par Zekri et ses collaborateurs (2023).

Tableau5. Caracteres organoleptiques de I’huile essentielle de Mentha pulegium.

Caractéres organoleptiques
Couleur Odeur Aspect
AFNOR (2000) Presque incolore a jaune Caracterlst} que fra1chc?, Liquide mobile,
A plus ou moins camphrée o
pale y . limpide
selon I’origine
Liquide
HE Me.ntha Jaune pale Forte et fraiche
pulegium

1.2. Analyse physicochimique de I’huile essentielle
1.2.1. Le rendement

L’huile essentielle de Mentha pulegium a été extraite a partir des parties aériennes séchées
de la plante récoltée dans la région de Mostaganem. Le processus d’extraction a permis

d’obtenir un rendement de 0,75 % par rapport a la masse séche du végétal utilisé (Tableau 6).

Tableau6. Le rendement de 1’huile essentielle de Mentha pulegium

L’huile essentielle Le rendement (%)

Avril 0.75

Le rendement en huile essentielle de Mentha pulegium obtenu par distillation a la vapeur
d’eau s’¢leve a 0,75 %. Ce rendement est supérieur a celui rapporté par Abou (2017), qui était
de 0,64 %, mais reste inférieur a celui observé par Bouyahya et a/l. (2017) ainsi que Rached et
al. (2025), qui ont enregistré un rendement de 5,4 % et 2,31 % respectivement.

Les variations observées dans le rendement en huile essentielle peuvent étre attribuées a
plusieurs facteurs, tels que 1’origine géographique de la plante, la saison de récolte,

lesconditions de culture, 1’état du matériel végétal (frais ou sec), ainsi que les parametres
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techniques du procédé d’extraction (Omer et al., 2022). Cette variabilité peut également
s’expliquer par la diversité morphologique et biochimique des plantes, elle-méme influencée

par les conditions topographiques et les facteurs environnementaux (Saba et Anwar, 2018).

1.2.2. La densité
La densité mesurée de I’huile essentielle de Mentha pulegium est de 0,8936, une valeur

légeérement supérieure a celle rapportée par Bouhaddouda (2016), qui était de 0,878(Tableau
7).

1.2.3. Le potentiel d’hydrogéne

Le pH de I’huile essentielle obtenue est de 5,22(Tableau 7), ce qui est inférieur a la valeur
de 5,44 rapportée par Lahrech (2010).

La valeur de pH mesurée pour I’huile essentielle de Mentha pulegium est de 5,22 (Tableau
7), ce qui est légerement inférieur a la valeur de 5,44 rapportée par Lahrech (2010). Cette
différence est comparable a celle relevée par El-Ghorab (2006), qui a obtenu un pH d’environ
5,30 pour une huile d’origine égyptienne. De méme, Teixeira et al. (2012) ont documenté un
pH proche de 5,15 pour une huile de M. pulegium issue du Portugal. Ces valeurs sont
compatibles avec I’intervalle généralement observé pour les huiles essentielles du genre

Mentha, qui fluctuent entre pH 5,1 et 5,5.

1.2.4. Teste de solubilité

L’huile essentielle de Mentha pulegium présente une solubilité caractéristique des
composés hydrophobes : elle est soluble dans les solvants organiques tels que le méthanol et
1’¢éthanol, mais insoluble dans 1’eau (Tableau 7).

Cette propriété est conforme aux observations de Dhifi et al. (2016), de Chouhan et al.
(2017) et Rached et al. (2025), qui précisent que la nature majoritairement lipophile des
huilesessentielles exige 1’utilisation de solvants organiques ou d’agents émulsifiants pour

permettre leur dispersion dans des milieux aqueux.

Tableau 7. Les parameétres physicochimiques d’HE de Mentha pulegium

Caracteéres
Densité pH Solubilité
physicochimiques
L’eau Le méthanol | L’éthanol
L’huile essentielle
0.8936 5.22 Non
Mentha pulegium Soluble Soluble
soluble
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2. Criblage phytochimique

L’analyse phytochimique de 1’extrait méthanolique de Mentha pulegium a mis en
¢vidence la présence de plusieurs groupes de métabolites secondaires, notamment les
terpénoides, dont la présence a été confirmée par un test qualitatif positif (Tableau 8).

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Brahmi et al. (2020) ainsi que
Benabdallah et al. (2016), qui ont également identifi¢ les terpénes comme constituants
prédominants dans les extraits méthanoliques de cette espece. La richesse en ces composés
bioactifs est largement reconnue pour contribuer aux propriétés biologiques de la plante, en

particulier son activité antimicrobienne et antioxydante.

Tableau8. RésultatsdeCriblage phytochimique de L’huile essentielle de Mentha pulegium

- .
Métabolites L’huile essentle!le de Description de résultats
Mentha pulegium

La formation d’une
coloration brun rougeatre
considérée comme un
indicateur positif

Terpénoides +

+ : Présence

3. Activités biologiques
3.1. Activité antioxydante
3.1.1. Piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante de I’huile essentielle de Mentha pulegium L., ainsi que celle de
I’antioxydant de référence (acide ascorbique), a été évaluée par la méthode du radical DPPH.
Cette méthode repose sur la réduction du radical stable DPPHe, qui se traduit par un changement
de couleur de violet a jaune (forme réduite DPPH-H), mesuré par spectrophotométrie a 517 nm.
La capacité antioxydante est déterminée par la diminution de I’absorbance, reflétant 1’efficacité

des composés antiradicalaires présents dans 1’extrait (Talbi et al., 2015).

D0 D0

N
+ Antioxydant -OH —— ! + Antioxydant-Oe
Ne NH
NO, NO, NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 14. Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH.
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L’activité antioxydante de I’huile essentielle de Mentha pulegium a été évaluée par la
méthode du radical libre DPPH. Les résultats ont révélé une capacité notable de piégeage des
radicaux, avec une valeur d’ICso de 22,17 ng/ml, traduisant une activité antioxydante allant de
modérée aclever (Tableau 9).

Des résultats similaires ont été rapportés par Bahaz (2021), qui a obtenu une valeur d’I1Cs
de 17,17 pg/ml, indiquant également une activité antioxydante significative. Par ailleurs,
Messaoudi et al. (2022) ont évalué 1’huile essentielle de la méme espéce et ont rapporté une
ICs0 de 25,68 pg/ml, confirmant ainsi le potentiel antioxydant de Mentha pulegium.

Les variations observées entre les différentes valeurs d’ICso peuvent s’expliquer par
plusieurs facteurs, notamment les conditions environnementales, les techniques d’extraction
utilisées, ainsi que la concentration en composés bioactifs tels que la pulégone, principal
constituant de cette huile essentielle. Les résultats obtenus suggerent que 1’huile essentielle de
Mentha pulegium représente une source naturelle potentiellement intéressante d’antioxydants,
ouvrant des perspectives d’application dans le secteur agroalimentaire.

Les figures 15 et 16 illustrent I’efficacité de I’huile essentielle de Mentha pulegium ainsi
que de I’acide ascorbique dans le piégeage du radical libre DPPH. (Annexe 3) On observe un
taux d’inhibition (I%) croissant en fonction de la concentration, traduisant une activité
antiradicalaire dose-dépendante (I’activité antiradicalaire est proportionnelle a la dose,

augmentant avec 1’¢lévation des concentrations).

120

y = 30.85In(x) - 45.64

100

80

60

Taux d'inhibition

40

20

0 20 40 60 80 100 120

Concentrations en ug/ml

Figurel5.Activité anti-radicalaire d’huile essentielle de Mentha pulegiumL.
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120
y = 29.767In(x) - 40.696
100 R?=0.9983 90.84

96.47
80
60

40

Taux d'inhibition%

20

0 20 40 60 80 100 120

Concentrations en pg/ml

Figure 16. Activité anti-radicalaire du standard 1’acide ascorbique

L’ICso, ou concentration inhibitrice a 50 %, est un indicateur de clé inversement
proportionnel a I’activité antioxydante : plus sa valeur est faible, plus le composé testé possede
une forte capacité a neutraliser les radicaux libres.

Les résultats relatifs aux propriétés antioxydantes de I’huile essentielle de la plante

étudiée, comparés a ceux de I’acide ascorbique sont présentés dans le tableau 9.

Tableau 9. L activité antioxydante d’HE de Mentha pulegium.

Antioxydants I1Cso (ng /ml)
HE de Mentha pulegium L. 22.17
21.1

Acide ascorbique

3.2. Activité antibactérienne

Le pouvoir antibactérien de ’huile essentielle de Mentha pulegium a été évalué par la
méthode de diffusion sur disque sur gélose Mueller-Hinton.

L’activité antibactérienne d’huile essentielle (HE) et d’antibiotique a été évaluée en
mesurant le diamétre des zones d’inhibition formées autour des disques imprégnés de ces
substances. Les tests ont été réalisés sur six souches bactériennes pathogenes, dont trois Gram
positif (Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) et trois Gram négatif

(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa etSalmonella typhi). La présence d’un halo clair
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autour du disque indique une inhibition de la croissance bactérienne, reflétant ainsi I’efficacité

antimicrobienne de I’HE ou de I’antibiotique testé.

Tableau 10. Diametres des zones d’inhibition (en mm) des microorganismes pathogenes par

I’huile essentielle de Mentha pulegium et 1’antibiotique CIP (ciprofloxacine)

HE Mentha pulegium Antibiotiques (CIP)
Les microorganismes Diamétres Diametres
Pathogenes d’inhibition Sensibilité d’inhibition Sensibilité
(mm) (mm)
Staphylococcus aureus 10.00+0.00 + 28.67+0.58 +++
Bacillus cereus 13 .67£1.16 + 31.00+1.00 +++
Bacillus subtilis 14.33+0.58 ++ 37.67£1.53 ++
Escherichia coli 10.33+1.53 + 28 .33+1.53 +++
Salmonella typhi 7.67+1.53 - 27.00£2.0 ++
Pseudomonas aeruginosa / 30£1.00 +++

Non sensible (-); Sensible (+); Treés sensible (++); Extrémement sensible (+++); / :

Pasd’inhibition(Djendiet al., 2023).

L’¢évaluation des zones d’inhibition a révélé une bonne activité antibactérienne de [’huile
essentielle de Mentha pulegium contre trois souches a Gram positif (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus et Bacillus cereus) ainsi qu’une souche a Gram négatif (Escherichia
coli). L’effet le plus marqué a été observé contre Bacillus subtilis, avec un diamétre moyen de
la zone d’inhibition de 14,33 £ 0,58 mm (Tableau 10), indiquant une sensibilité notable de cette
bactérie a I’huile essentielle testée.

Les résultats obtenus indiquent que I’huile essentielle de Mentha pulegium présente une
activité antibactérienne significative a I’égard des souches testées. Parmi celles-ci, Bacillus
subtilis s’est révélé la plus sensible, présentant un diamétre d’inhibition maximal de
14,33+ 0,58 mm. Une bonne activit¢ a également été enregistrée contre Escherichia coli
(10,33 + 1,53 mm), ce qui concorde avec les résultats rapportés par Allali et al. (2021).

L’huile a montré un effet inhibiteur modéré vis-a-vis de Staphylococcus aureus (10,00 +
0,00 mm) et de Bacillus cereus (13,67 = 1,16 mm). En revanche, queSal/monella typhi a présenté
une sensibilité plus faible (7,67 £ 1,53 mm), tandis que Pseudomonas aeruginosa s’est révélée
totalement résistante, aucune zone d’inhibition n’ayant été observée, ce qui rejoint les
observations de Messaoudi et al. (2022).

Ces résultats confirment que I’efficacité antibactérienne de 1’huile essentielle de M.

pulegium varie en fonction de la souche bactérienne. Globalement, les bactéries a Gram
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positifse montrent plus sensibles que celles a Gram négatif, notamment Pseudomonas

aeruginosa, qui se distingue par sa forte résistance (Figure 17).

Bacillus cereus

Salmonella typhi Escherichia coli Bacillus subtilis
Figurel7.L’effet antimicrobien de I’huile essentielle de Mentha pulegium L.

4. La concentration minimale inhibitrice et bactéricide (CMI) et (CMB)

La détermination des parameétres antimicrobiens a savoir la concentration minimale
inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) de I’huile essentielle Mentha
pulegium L., a été réalisée sur les germes ayant montré une sensibilité lors du test

d’aromatogramme. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 11 ci-dessous.
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Tableau 11. Rapports CMB/CMI de I'HE de Mentha pulegium vis-a-vis des souches
bactériennes testées.

Souches CMI(pl/ml) | CMB(ul/ml) | CMB /CMI Nature de I’activité
Staphylococcus aureus 1.25 1.25 1 Bactéricide
Escherichia coli 0.62 0.62 1 Bactéricide
Bacillus subtilis 1.25 10 8 Bactériostatique
Bacillus cereus 1.25 10 8 Bactériostatique

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I’huile essentielle de Mentha
pulegium se situent entre 0,62 uL/ml pour Escherichia coli et 1,25 uL/ml pour Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis et Bacillus cereus (Figurel8). Ces valeurs révelent une capacité
inhibitrice notable de I’huile, méme a faibles concentrations, mettant en évidence son potentiel

antimicrobien contre les souches pathogénes testées.

Figure 18. La CMI des souches bactériennes étudiées.

La concentration minimale bactéricide (CMB) de I’huile essentielle varie en fonction des
souches étudiées. Elle est identique a la CMI pour Staphylococcus aureus (1,25 puL/ml) et
Escherichia coli (0,62 uL/ml), ce qui indique une action bactéricide de I’huile contre ces deux
souches. En revanche, pour Bacillus subtilis et Bacillus cereus, les CMB sont nettement plus
¢levées (10 uL/ml), suggérant que I’huile essentielle exerce, dans ces cas, une activité
principalement bactériostatique, c’est-a-dire inhibitrice sans effet 1étal complet (Figure19).

Le rapport CMB/CMI constitue un indicateur utile pour caractériser le mode d’action
antimicrobien de I’huile essentielle. Un rapport égal a 1 (<4) observé pour Staphylococcus

aureus et Escherichia coli confirme une activité bactéricide. Par contre, un rapport de 8, obtenu
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pour Bacillus subtilis et Bacillus cereus, indique une activité bactériostatique.Ces résultats
différents de ceux rapportés par Bouyahyaetal. (2017), qui ont observé des valeurs identiques
de CMI et de CMB pour S. aureus (CMI = CMB = 0,25 % v/v), E. coli (CMI =CMB =1%
v/v) et B. subtilis (CMI = CMB = 1 % v/v), traduisant dans leur cas une activité bactéricide sur

I’ensemble des souches testées.

Bacillus subtilis Escherichia coli

Bacillus cereus Staphylococcus aureus

Figurel9. La CMB des souches bactériennes ¢tudiées
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Conclusion

Conclusion

Ce mémoire a pour objectif d’évaluer les propriétés antioxydantes et antimicrobiennes de
I’huile essentielle de Mentha pulegiumL., récoltée dans la région de Mostaganem, dans un
contexte de valorisation des substances naturelles, en tant qu’agents potentiels pour
I’amélioration de la qualité et de la sécurité des produits alimentaires.

L’¢étude menée a permis de démontrer un rendement d’extraction satisfaisant de 0,75 %,
traduisant une bonne teneur en composés bioactifs. Le test antioxydant a révélé un fort pouvoir
antioxydant, avec une valeur d’ICsode 22,17ug/ml, soulignant I'efficacité de 1’huile essentielle
comme piégeur de radicaux libres.

Sur le plan antimicrobien, I’huile essentielle a montré une activité marquée contre les
souches a Gram positif, notamment Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Bacillus cereus,
ainsi que contre Escherichia coli. La souche la plus sensible s’est révélée étre Bacillus subtilis,
avec un diametre d’inhibition de 14.33+0.58mm. En revanche, Pseudomonas aeruginosa et
Salmonella typhi se sont avérées résistantes, montrant peu ou pas de réponse a I’huile
essentielle.

Ces résultats confirment I’intérét de Mentha pulegium comme agent de conservation
naturel, capable de limiter a la fois les phénoménes d’oxydation et la croissance microbienne
dans les denrées alimentaires.

Dans un contexte de demande croissante pour des alternatives naturelles aux additifs
chimiques, I'utilisation de Mentha pulegium apparait comme une solution prometteuse pour
renforcer la qualité et la sécurité microbiologique des aliments. Ce travail constitue ainsi une
base pour des investigations plus approfondies, notamment en conditions réelles d’application,
ainsi que sur l’évaluation de la toxicité potentielle de I’huile essentielle a différentes
concentrations.

Compte tenu de son potentiel, cette huile essentielle offre de nombreuses perspectives
pour des recherches complémentaires :

% Elaborer des formulations alimentaires innovantes intégrant I’huile essentielle de
Mentha pulegium, telles que des films comestibles, des emballages actifs ou des additifs

naturels.
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Explorer I’encapsulation de I’huile essentielle comme stratégie pour améliorer sa
stabilité, contrdler sa libération dans les aliments et renforcer son efficacité antioxydante
et antimicrobienne.

Etudier sa stabilité au cours du stockage ainsi que lors des traitements technologiques
(chauffage, congélation, etc.).

Tester son application dans différentes matrices alimentaires, telles que les produits
carnés, laitiers, ovoproduits, fruits et [égumes.

Réaliser des tests toxicologiques afin d’assurer la sécurité de son utilisation chez
I’homme.

Déterminer la dose optimale d’utilisation, garantissant une bonne conservation sans

altérer les propriétés sensorielles des aliments.
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Annexes

ANNEXE 1

Les milieux utilisés pour évaluer I’activité antibactérienne

Milieu Composition
-Extrait de viande : 1 g/
- Extrait de levure : 2,5 g/L
Gélose nutritive (GN) - Peptone - 5 g/

-NaCl: 5 g/L
- Agar: 15 g/L
-pH=7

Gélose Mueller-Hinton (MH)

-Infusion de beeuf': 300 ml

- Peptone de caséine : 17,5 g
- Amidondemais: 1,5 g
-Agar:17¢g

-pH=74

Bouillon Mueller-Hinton (BMH)

-Extrait de viande : 2 g

- Hydrolysat acide de caséine : 17,5 g
- Amidon soluble : 1,5 g
-pH=7,3+0,1

Figurel. pH-métre de modéleSTRRTER
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Figure 2.Spectrophotometre de modéleUV-Visible Spectrophotometre JENWAY 7205
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Figure 3. Courbe d’¢étalonnage de I’huile essentielle de Mentha pulegium
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Figure 4.Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique
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