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Résumé
L’extraction de l’ huile essentielle de Mentha pulegium L par hydrodistillation réalisée sur

des échantillon provenant de la commune de Rouina ont permis de donner des rendements

variant  de 0.54% à 1.8%.

La composition chimique de l’huile essentielle extraite a été déterminée par (GC/MS) et a

permis d’identifier 20 composés dont les principaux constituants sont : le Pulegone (71.25 %),

le Menthone (11.97 %) limonène (3.56 %), Myrcene (1.20 %) et Mentho l(0.98%).

L’activité antimicrobienne d’HE de Mentha pulegium L a été testée sur quatre souches

bactériennes et sur la levure par la technique de l’aromatogramme. a montré que l’huile

essentielle  de Mentha pulegium L a une grande action inhibitrice sur la croissance des cinq

germes pathogènes  testés, à savoir, Echerichia coli zone d’inhibition 16mm , staphylococcus

aureus zone d’inhibition 18.5mm  , Psoudomonas aeruginosa aucune zone d’inhibition ,

klebsiella pneumonia , et Candida  albicans zone d’inhibition qui varie entre 21.5et 22mm.

Mots clés : Mentha pulegium – hydrodistillation –huile esentielle – aromatogramme-

Bactérie – levure.



Abstract
Extraction of the essential oil of Mentha pulegium L by hydrodistillation performed on

samples from the commune of Rouina yielded yields ranging from 0.54% to 1.8%.

The chemical composition of the extracted essential oil was determined by (GC / MS) and

identified 20 compounds whose main constituents are: Pulegone (71.25%), Menthone

(11.97%) limonene (3.56%) , Myrcene (1.20%) and Mentho l (0.98%).

The antimicrobial activity of HE Mentha pulegium L was tested on four bacterial strains and

on yeast by the aromatogram technique. has shown that the essential oil of Mentha pulegium

L has a great inhibitory action on the growth of the five pathogens tested, namely, Echerichia

coli inhibition zone 16mm, staphylococcus aureus inhibition zone 18.5mm, Psoudomonas

aeruginosa no d inhibition, klebsiella pneumonia, and Candida albicans inhibition zone that

ranges between 21.5and 22mm.

Key words: Mentha pulegium - hydrodistillation - esential oil - aromatogram - Bacterium -

yeast.



ملخص

أسفرت بلدیة الروینةة التي أجریت على عینات من عن طریق التعریة المائیالنعناع البرياستخراج الزیت العطري من 
٪.1.8٪ إلى 0.54تراوح بین یمردود عن 

مركباً مكوناتھا الرئیسیة: 20) وتحدید GC / MSتم تحدید التركیب الكیمیائي للزیوت العطریة المستخرجة بواسطة (
٪).0.98٪) والمینتو ل (1.20٪) ، المیرسین (3.56٪) لیمونین (11.97٪) ، منتون (71.25بولیجون (

على أربع سلالات بكتیریة وعلى الخمیرة بواسطة النعناع البريزیت العطري من ار النشاط المضاد للمیكروبات لتم اختب
مسة التي تم اختبارھا  ،لھ تأثیر مثبط كبیر على نمو العوامل الممرضة الخقد أظھر أن الزیت العطري . لتقنیة الروماتیزم

خمیرة.-بكتیریا -اروماتوجرام -- ھیدرودیستیلیشن -یجوم الكلمات المفتاحیة: منتولیا بول
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Introduction

Les plantes sont depuis toujours utilisees par les populations a des fins curatives. Selon

l’Organisation Mondiale de la Sante (OMS), quatre vingt pourcent de la population des pays

en voie de développement ont recourt presque exclusivement a la médecine traditionnelle

pour leurs besoins de sante primaire (Kansole, 2009).

Les molécules issues des plantes dites naturelles sont considérées comme une source tres

importante de médicaments; sachant que plus de 120 composes provenant des huiles

essentielles des plantes sont aujourd'hui utilises en médecine moderne (Berube-Gagnon,

2006).

Cette grande variabilité des huiles essentielles, tant au niveau de leur composition que

de leur rendement est fondamentale car les activités qui découlent de ces huiles peuvent être

très différentes (Benini, 2007).elle peut s’expliquer, en effet par des facteurs d’origine

intrinsèques, spécifiques du bagage génétique de la plante ou extrinsèques, liées au condition

de croissance et développement de la plante (Bruneton, 1999).

Plusieurs travaux ont ete realise sur des especes de la famille des Lamiaceae a l'Algerie

(Khaled khoudja et al., 2014), du Maroc (Cherrat et al., 2014) et  de la France (Regnault-

Roger et al., 2004).

Nous voulons dans notre etude contribué à la valorisation des espèces végétales

algériennes, et compte tenu des vertus thérapeutique que représentent  les lamiacées. Nous

nous somme intéressés à la l’extraction de l’huile essentielle de la partie aérienne de Mentha

PulegiumL, recolte de la commune  de rouina  wilaya de Ain Defla.

Nous avons organisé notre travail en deux grandes parties:

La première partie, consiste une simple synthèse bibliographique sur la plante de Mentha

PulegiumL. Et les huiles essentielle.

La deuxième partie, consacrée à la présentation du matériel et méthode utilisées ainsi que les

résultats obtenus avec discussion.

Enfin une conclusion qui résume l'ensemble des résultats obtenus.
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Introduction

Parmi les 400 000 espèces, les botanistes ont recensé environ 10 % de plantes

aromatiques qui se retrouvent surtout dans les régions ensoleillées. Ces plantes, dotées d'un

degré de sophistication important, se différencient des autres par la présence dans leurs tissus

d'un certain nombre de composants très spécifiques par leurs caractères physiques et

aromatiques (essences naturelles). Cette essence naturelle a reçu l'appellation d'huile

essentielle reflétant son aspect plus ou moins liquide et huileux (Gérard., 2016).

1-Déscription général des lamiacées

La famille des lamiacées aussi nommée labiacées, est considérée comme l’une des

principales familles méditerranéennes àessences (Guignard., 1996). Cette famille

angiosperme dicotylédone comprend environ 258 genres et 6970 espèces (Botineau, 2010).

La famille des lamiacées est une famille très importante dans la flore d’Algérie, ces

espèces sont souvent des plantes herbacées, ou sous arbrisseaux à poils glanduleux, en général

aromatiques, leur tige est carrée, certaines espèces sont dressées, d'autres couchées portant des

feuilles opposées ou verticillées. Les fleurs bisexuées, irréguliers groupées à l’aisselle des

feuilles en inflorescences plus ou moins allongées ou en inflorescences terminales plus ou

moins denses. Lecalice est synsépale, bilabié et porte 5 à 15 nervures protubérantes. La

corolle à tube très développé, avec deux lobes formant une lèvre supérieure et trois lobes

formant une lèvre inférieure (Guignard., 2001).Le fruit sec se séparant en quatre articles

contenant chacun une graine (Guignard., 1998).

Selon Bray., 2005, la classification des lamiacées est la suivante :

Embranchement Phanérogames

Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Gamopétales

Série Superovariées tétracycliques

Super ordre Tubiflorales

Ordre Lamiales

Famille Lamiacée
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2- Description botanique de Mentha pulegium L.

L’espèce Mentha pulegium L pousse a l’état spontané dans les lieux humides des

plaines et des montagnes, Herbe vivace a tiges feuillées et fleuries presque a partir de la base,

jusqu’au sommet; feuilles opposées, ovales lancéolées et munies d'un court pétiole;

inflorescences en petits groupes de verticilles presque globuleux, plus ou moins espaces le

long de la tige. Les fleurs, qui apparaissent l'été, de juillet a fin septembre, sont de couleur

bleu violace claire, rose ou mauve ; son odeur aromatique rappelant la menthe poivrée (Baba

Aissa, 1999).

La menthe pouliot (Mentha pulegium L.), appelée localement Fliou , est

également appelee pouliot, pouliot royal, herbe aux puces, chasse puce, herbe de Saint

Laurent. Elle pousse dans les lieux humides des plaines et des montagnes (Mossaddak,

1995).

Figure N°01: Représentation schématique de Mentha pulegium L

2.2. Classification botanique de Mentha pulegium L

Selon Quezel et Santa (1963), la classification classique de Mentha pulegium L (fig1) est :

Règne                     Plantae.

Division                 Plantae.

Classe Magnoliophyta

Ordre                     Magnoliopsida.

Famille                  Lamiales.

Genre lamiaceae.

Espèce Mentha pulegium L.
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2.3. Distribution géographique

Mentha pulegium L est une espece generalement connue sous le nom de pennyroyal.

C'est une plante spontanée dans l'ensemble de l'Europe, l’Afrique du Nord (du Maroc à

l'Egypte) et dans l'Asie Mineure et le proche Orient (Chalchat et al., 2000), assez commune

surtout dans le Tell (Quezel et Santa, 1963).

Figure 02 : Aire de répartitions des menthes dans le monde. (Chalchat et al., 2000),

3. Huile essentielle

3.1. Définition

Le terme « Mentha pulegium L » fut inventé par le médecin suisse paras culus von

hohenheim afin de désigner le composé actif d’un remède naturel (porter, 2001).on les appelle

couramment : essences, essences végétales, huiles ou essences aromatiques, parfums, huiles volatiles.

Les huiles essentielles sont constitués d’un mélange de substances odorantes, incolores ou

jaunâtres, liquides à température ambiante, assez volatiles, très peu solubles dans l’eau et plus ou

moins solubles dans l’alcool et dans l’éther, plus ou moins fluides, voire resinoides (bardeau, 1978 ).

Ces molécules sont présentes en faible quantité dans les plantes aromatiques (jouault, 2012).

Elles sont extraites de différentes parties des végétaux aromatiques dont les fleurs, les feuilles, les

tiges, les fruits, les graines, les racines, les aiguilles, le bois, l’écorce, les boutons floraux, les bulbes,

le rhizome, les bourgeons et la sève (pibiri, 2005 ;  laurent, 2016).

cependant, ils sont obtenus par : entrainement à la vapeur (le plus fréquent) ;

hydrodistillation ;distillation sèche,(quelque cas, dont l’huile essentielle de cade utilisé en
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dermatologie) ;expression  à froid ; procédé mécanique approprié sans chauffage des agrumes

(uniquement pour le genre citrus) ( bruneton, 1999).

3.2. Origine de formation et d’accumulation

Les HEs sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes

les parties de la plante : Les fleurs, les feuilles, les organes souterrains, les fruits, les graines,

le bois et les écorces; elles se forment dans le cytoplasme de certaines cellules végétales

spécialisées. (El kalamounni 2010).

Ces composés aromatique sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent

sur Presque toutes les parties de la plante, au sein du cytoplasme de certaines cellules ou elles

se rassemblent sous forme de petites gouttelettes, ensuite elles sont stockées dans des cavités,

les cellules sécrétrices sont souvent localisées sur ou à proximité de la surface de la plante ce

qui facilite leur émission (Brunuton, 1990).

1-Poil sécréteur contenant une goutte d’HE 2-Poil sécréteur   ayant libéré son H
Figure 03 : lieu de formation et d’accumulation des huiles essentielles

3.3. Composition chimique de Mentha pulegium L

La menthe pouliot contient une huile essentielle .C’est un liquide jaunâtre , d’odeurs

très fortes, solubles dans l’alcool , composées de 75 à 80% de pulégone liquide incolore

d’odeur aromatique et de menthol de limonène lévogyre de dipentène , la menthe pouliot

contient également du tanin , des matières cellulosique et pectique , du sucre etc, (Beloued,

1998). Les huiles essentielles présentent une très grande variabilité, tant au niveau de leur

composition que de leur rendement .Cette variabilité est fondamentale car les activités qui

découlent des huiles essentielles peuvent être très différentes ( Bruneton , 1999 ; Benini,

2007).Elle peut s’expliquer, en effet par des facteurs d’origine intrinsèques, spécifiques du
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bagage génétique de la plante ou extrinsèques, liées au condition de croissance et

développement de la plante (Bouguerra, 2012).

3.4. Caractéristiques et proprietes physicochimiques

Les huiles essentielles sont des liquides de couleur qui  varie de l’incolore au brun

clair, volatils à la température ambiante avec un indice de réfraction élevé et une densité

inférieure à celle de l’eau (de 0,850 à 0,950). Leur point d’ébullition varie de 160° à 240° C

(charpentier et al., 2008).dévient la lumière polarisée. (bruneton, 1999) , solubles dans les

graisses et les solvants apolaires , organiques (duraffourd et lapraz, 2002), se caractérisent

par différentes indices, indice d’acide, indice d’ester, indice de saponification et indice de

carbonyle (charpentier et al., 2008).les huiles essentielles sont neutres au tournesol,

s’oxydent à la lumière,a bsorbent le chlore, l’iode avec dégagement de chaleur. Elles peuvent

se combiner à l’eau pour former les hydrates (duraffourd et lapraz, 2002).

Tableau01: composition  chimique de l’huile essentielle de Mentha pulegium.

Paramètres Valeurs
Densité  à 20°C 0.9379

Indice de réfraction 1.4805

Indice  d’acide 69.88

3.5. Propriétés et usages

Les feuilles et les sommités fleuries de Mentha pulegium L. sont des antiseptiques et

ont ete employées pour le traitement du froid, de l'intoxication, de la sinusite, du cholera, de la

bronchite et de la tuberculose (Zargari, 1990), elles sont aussi des antioxydants (EL-

Ghorab, 2006).

Cette espece est tres utilisee pour soigner les rhumes, les maux de gorge, la toux et les

infections pulmonaires; elle est aussi un excellent digestif ( Hmamouchi, 2001).

L'huile essentielle de Mentha pulegium L possède une activite antibactérienne

(Derwich et al., 2010; Mahboubi , 2008). L’odeur agréable du pouliot semble deplaire a

certains parasites, et son pouvoir insecticide est bien établi. Autrefois, on se brulait dans des

locaux infestes par les puces, et on l’utilisait aussi sous forme de lotion, sur le pelage des

animaux domestiques pour les debarrasser de ces nuisibles parasites (Baba Aissa, 1999).

La menthe pouliot est surtout employée en Italie, par exemple pour agrémenter les

farces et les pates relèves. Elle est également recommandée pour assaisonner le boudin ou les

saucisses aux herbes (Callery, 1997 ;  Seidemann et Wurzmittel-Lexikon, 1997).
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En Algérie on l’apprécie beaucoup, si bien qu’on s’en sert pour preparer un plat

traditionnel: le ragout de pomme de terre au pouliot  batatafliou (Baba Aissa, 1999).

4. Facteurs influençant le rendement et la composition chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles présentent une très grande variabilité, tant au niveau de leur

composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité est

fondamentale car les activités biologiques qui en découlent peuvent être très différentes (

Bruneton, 1999 ; Benini, 2007).

4.1.L’organe producteur :

Tous les partis de la plante, de mêmes espèces, peuvent renfermer une huile essentielle et sa

composition varie selon sa localisation (Faleiro et al., 2003).

Figure 04: Glande sécrétrice de la feuille de la menthe des jardins (Marie-Elisabeth,2005)

4.2.L’origine botanique

Toutes les plantes ne sont pas aromatiques et même quand elles le sont, les

constituants sont variables tant dans leur nature que dans leur proportions (Saidj, 2006)

4.3.Chémotype

Le chémotype d’une huile essentielle est une référence précise qui indique le

composant biochimique majoritaire ou distinctif, présent dans l’huile essentielle. C’est

l’élément qui permet de distinguer de H.E extraite d’une même variété botanique mais, d’une

composition biochimique différente. Cette classification permet de sélectionner les huiles

essentielles pour une utilisation plus précise, et plus efficace. Il est important de noter que les

huiles essentielles à chémotype différent présente non seulement des activités différentes mai

aussi des toxicités très variables (Piblri, 2005).

4.4.La température

La formation des principes actifs se fait spécialement pendant la période croissance et

durant les temps de métabolismes intensifs comme les périodes de floraison et de

fructification (Naghdi et al., 2004). Outre la composition, ces facteurs peuvent également
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avoir un impact sur la teneur en huile essentielle. Les Citrus par exemple ont une teneur plus

importante en huile essentielle lorsque la température est élevée (Brueton, 1999).

4.5.La fréquence et l’intensité de la précipitation :

La pluviométrie influe sur variations de la composition chimique d’une plante

aromatique donné (Fallah et al., 2006).

4.6.Cycle végétatif

Des variations importantes peuvent se produire au cours du cycle végétal concernant le

rendement et la composition chimique en huile essentielle ( Perry et al., 1999). Pour une

espèce donnée, la proportion des différents éléments constitutifs de l’huile essentielle peut

varier de façon importante tout au long du développement. Ainsi, des changements importants

sont observés au cours de la vie de la plante (Bruneton, 2009).

Hudaib et al (2002) ont montré l’influence de l’âge ou le stade de développement de

la plante sur le rendement et la composition de l’huile. (Stefanini et al.,2006 ).Le stade

végétatif a une influence sur la composition quantitative et qualitative des huiles essentielles

4.7.Le patrimoine génétique

Le premier paramètre influençant la composition chimique d’une plante est

biosynthèse et donc son profil génétique, c’est la raison pour laquelle, une même espèce peut

présenter plusieurs chémotypes de profils chimique différents, il existe nombreux exemples

d’un même phénomène, notamment chez le thym, la sauge (Anton et al., 2005 ).

4.8. Méthode d'extraction

Des études effectuées par Huang et al. (1995) et Gomes et al. (2004) avaient montré

l’influence de la technique d’extraction sur le rendement et la composition des huiles

essentielles.

La labilité des constituants des HEs explique que la composition du produit obtenu par

hydro distillation soit, le plus souvent, différente de celle du mélange initialement présent

dans les organes sécréteurs du végétal Lucchesi (2005).

Toutefois, l’hydro distillation possède des limites. En effet, le chauffage prolongé et

puissant engendre une détérioration de certains végétaux et la dégradation de certaines

molécules aromatiques. L’eau, l’acidité et la température peuvent induire des réarrangements
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C'est ainsi que pour certains végétaux fragiles, comme par exemple les pétales de fleurs, une

technique d'extraction plus appropriée est utilisée. Il s'agit de la distillation dite sèche. Cette

technique ancestrale, (Chemat et al., 2004).

4.9.Les conditions de stockage et de conservation

Le stockage des matières premières avant distillation peut également influencer la

composition et le rendement des huiles essentielles (Besombes, 2008). (Fantino ,1990) a noté

des pertes considérables d’huile essentielle lors d’un stockage prolongé au congélateur, mais

peu d’évolution sur la composition. Par ailleurs le temps de stockage des huiles essentielles

après extraction tend aussi à modifier la composition de ces huiles

Les huiles essentielles  doivent être conservées correctement pour préserver leur

qualité. Avec le temps, elles s’oxydent, ce phénomène étant amplifié par la chaleur, l’air, la

lumière…etc., Il faut les conserver dans un endroit frais, à l’abri de la lumière, dans du verre

brun ou de l’aluminium vitrifié. Une essence bien distillée se conserve trois ans au moins

(Benbouli, 2005).

Pour assurer une bonne conservation, c’est-à-dire favoriser l’inhibition de toute

activité enzymatique après la récolte, il faut éviter la dégradation de certains constituants ainsi

que la prolifération microbienne. La distillation immédiate ou un  séchage soigneux étant les

deux procédés utilisés. D’après Carette (2000), les huiles essentielles se conservent entre 12

et 18 mois après leur obtention, car, avec le temps, leurs propriétés tendent à décroître.

5. Ecologie et conditions culturales

Toutefois, le rendement et la composition chimique des huiles essentielle peuvent être

affectés sous l’effet des conditions pédoclimatiques et ce, pour la même espèce, le même

génotype,  le même stade de développement (Bruneton, 1999 ; Bakkali et al., 2008 ) ainsi

que  l’origine géographique de la plante (Mohammedi, 2006 ;  Mohamed et al., 2009 ).

Les mauvaises herbes influencent négativement la composition chimique de l’huile

(Rao et al., 2002). Le désherbage a un effet sur l’augmentation du rendement et pourrait être

effectué soit en choisissant une culture intercalaire ou encore un apport de paille. Plusieurs

études ont confirmé cette tendance notamment celles de Mosta (2006) ; Rao Br (2002) et

Rodolfo et al.(2006).

L’altitude joue un rôle important sur le rendement en huiles essentielles. En effet, plus

on progresse en altitude plus le rendement en huiles essentielles diminue (Hazzit et al 2006,



Chapitre I Les Lamiacées

10

2009 et  Zouari et al  2012).Le tableau ci-dessous montre que quelque soit l’origine de la

plante,

Tableau02 : Influence de l’origine botanique sur le rendement et la composition d’HE.

Espèce
Origine des

plantes
Composants

majeurs
Rendement

% Références

Mentha
pulegium L

Bulgarie
pulégone
menthone

1.6
Sivropoulou et

al., 1995

Brazil
pulégone
menthone

1.1
Baydar et
al.,2004

Italy
la pipériténone

pulégone
0.44

Stoyanova et

al. 2005

Iran
piperitone
pulégone 0.56

Mahboubi et
Haghi, 2008

Algeria
pulégone

menthone
1.45

Chalchat et al.
2000

6. Activité biologique des huiles essentielles

L'activité biologique d'une huile essentielle est à mettre en relation avec sa

composition chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants. Sa valeur tient

à son 'intégralité de ses constituants et non seulement à ses composés majoritaires .Les vertus

des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis longtemps, mais cette utilisation se

basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases scientifiques précises. Le

succès connu de la médecine traditionnelle a guidé la recherche de nouveaux agents chimio

thérapeutiques alternatifs pour éliminer les infections causées par des microbes pharmaco-

résistants et à réduire les méfaits causés par les antibiotiques (Baydar et al.,2004 ;Udomsilp

et al.,2009).

De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifiques et rationnelles puisque de

nombreux travaux de recherche ont porté sur les activités antimicrobiennes et

antioxydantes…..

6.1.Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles sont très efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques.

Ce qui leur donne une place parmi les moyens thérapeutiques pour guérir, atténuer ou

prévenir les maladies et les infections. le traitement des affections bactériennes et fongiques

de la cavité- buccale est un exemple parmi d'autres, des domaines d'application de l'activité

des huiles essentielles (gherib, 2009).
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Elles sont employées dans les aliments pour prolonger leur durée de conservation

(Gachkar et al., 2007 ;Ghasemi et al., 2010) mais le pouvoir antimicrobien des huiles

essentielles diminue en raison de leur volatilité et leur lipophilicité (Hadizadeh et al., 2009 ;

Foda et al., 2010).

La plupart des études développant l’action des HEs sur la détérioration des organismes

et agents pathogènes concluent généralement que les HEs sont plus actives contre les

bactéries à Gram positif que celles à Gram négatif (Ouattara et al., 1997 ; Smith-Palmer et

al., 1998 ; Ruberto et al., 2000 ; Lambert et al., 2001 ; Smith-Palmer et al., 2001).

Toutefois, les bactéries à Gram négatif paraissent moins sensibles à leur action et ceci est

directement lié à la structure de leur

paroi cellulaire (Burt, 2004).

Il existe cependant quelques exceptions, les bactéries à Gram négatif telles que :

Aeromonas hydrophila, P. aeruginosa (Goetz et Ghedira, 2012) et Campylobacter jejuni

(Wannissorn et al., 2005), ont été décrites comme particulièrement sensibles à l’action des

huiles essentielles

IL y a d’autres activités biologiques des huiles essentielles (voire annexe 04)

6.2. Activité antifongique

Les huiles essentielles ont également des propriétés fongicides. Elles sont utilisées en

tant que pesticides car elles ne sont pas toxiques pour les plantes et sont facilement

dégradables et son très efficace contre les moisissures responsables des denrées alimentaires

lors de leurs stockages (Fillatre, 2011).

Dans le domaine phytosanitaire et agro-alimentaire, les huiles essentielles pourraient

être employées comme agents de protection contre les champignons Juarez et al. (2016) et

les micro-organismes envahissant la denrée alimentaire (Lis- Balchin., 2002).Les plus

étudiées dans la littérature,  pour leurs propriétés antifongiques

6.3.Synergie et antagonisme entre les constituants des huiles essentielles

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des composés chimiques isolés est

qualitativement identique. Cependant, il existe des différences quantitatives. Certaines études

ont montré que l’activité antimicrobienne des huiles essentielles est supérieure à celle de ses

composés majoritaires testés en mélange ou séparément (Lahlou, 2004), ce qui suggère que

les composants mineurs sont essentiels à l’activité et qu’ils peuvent avoir un effet synergique

ou amplificateur de l’activité.

Les deux principaux constituants de structure voisine et présents dans les huiles

essentielles d’origan, carvacrol et thymol, présentent un effet additif contre Staphylococcus
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aureus et P. aeruginosa (Goetz et Ghedira, 2012). Le précurseur biologique du carvacrol, le

p-cymène, présente un caractère hydrophobe et provoque le gonflement de la membrane

cytoplasmique dans une plus grande mesure que le carvacrol. Utilisé seul, le p-cymène ne

présente pas d’activité antibactérienne significative, lorsqu’il est associé au carvacrol, on

observe une synergie d’action des deux composés contre B. cereus in vitro. Une plus grande

efficacité du p-cymène est signalée lorsqu’il est incorporé dans la bicouche lipidique de B.

cereus, facilitant vraisemblablement le transport du carvacrol à travers la membrane

cytoplasmique (Goetz et Ghedira, 2012).

7. Propriétés Thérapeutiques

la menthe pouliot est largement utilisée en médecine populaire dans de nombreuses

cultures (agnihotri et al., 2005 ; diaz-maroto et al., 2007).

Les parties aériennes fleuries de cette plante sont traditionnellement utilisées pour

leurs propriétés antimicrobiennes, expectorantes, carminatives et antispasmodiques dans le

traitement du rhume, la bronchite, la tuberculose, la sinusite, le choléra, les intoxications

alimentaires, les flatulences et les coliques intestinales (zargari, 1990).

Depuis l’antiquité, les menthes conservent une grande diversité d’emplois et occupent

une large place dans la thérapeutique. Elles fortifient tout le système nerveux, stimulant

diffusible et aussi un sédatif diffusible, la menthe rend d’éminents services contre la nervosité

et les différentes manifestations nerveuses (benayad, 2008).

C’est est un excellent digestif. Elle stimule les sécrétions gastriques, réduit les

flatulences et les coliques, et, à l'occasion, élimine les vers intestinaux. elle fait baisser la

fièvre, favorise la sécrétion des muqueuses et constitue un bon remède contre les maux de tête

et les infections respiratoires bénignes, (hart et al. , 2000).

8. Autres utilisations

Les huiles essentielles sont employées en tant qu’agents conservateurs grâce a leurs

propriétés antimicrobiennes et antiseptiques qui permettent d’augmenter la durée de

conservation du produit (bekkali, 2007).

Les effets antimicrobiens de différentes espèces d'herbes et d'épices sont connus

depuis longtemps et mis à profit pour augmenter la durée de vie des aliments. Ainsi les huiles

essentielles et leurs composants, actuellement employés comme arômes alimentaires sont

également connus pour posséder des activités antioxydants et antimicrobiennes sur plusieurs

bactéries responsable de la pollution des aliments et pourraient servir d'agents de conservation

alimentaires (Burt, 2004 ).
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1. Objectifs

L’objectif de notre travail réside, en premier dans l’extraction des huiles essentielles

extraite de Mentha pulegium L, la détermination de la composition chmiques des huiles et

enfin de tester éventuellement antimicrobienne notamment sur  les souches Echerichia coli,

staphylococcus aureus, Psoudomonas aeruginosa, klebsiella pneumonia, et Candida  albicans

2. Présentation  de la région d’étude

La région de ROUINA est située à l'extrême sud-ouest, soit à 12 km de la Wilaya

d’Aïn Defla .Elle est limitée au nord par la commune de elamra , et au Est par la Wilaya de

Aïn Defla , à Sud par la commune  de bourached et zodine, à l’Ouest par la commune elattaf .

Figure 05 : Situation géographique de site de prélèvement (google MAPS).

Tableau 03 : cordonnés géographique de site de prélèvement.

2.1. Climatatologie de la commune

La commune de Rouina présente un climat méditerranéen semi-aride avec un caractère

de continentalité très marqué et un écart de température de 20°C entre les températures du

mois de janvier et celle d’août. L’été s’étend sur 5 à 6 mois environ, avec des masses d’air

Chaud à partir du mois de mai. La pluviométrie reste variable et atteint 500 à 600

mm/an. Une série d’étages climatiques Qui va du sub -aride au fond de la vallée au sub-

humide sur les reliefs. Cette situation est liée à l’orographie: plus l’altitude est élevée plus

l’étage est humide.

Région Altitude (m) Latitude Longitude

Nord algérien 186 36° 15’ 00’’N 1°49’.00’’ E
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Parmi les paramètres climatique qui sont pris on compte sont : la pluviométrie, la

Température et le vent). (DPAT, 2010).

3.Matériel et méthodes

3.1. Matériel végétal

Les parties aériennes (feuilles et fleurs) Mentha pulegium L ont été récoltées durant les

mois d’Août 2018 (pèriode de floraison) et mai 2019. Le matin à 8:30h, Les échantillons

recueillis sont étalés, séchés, à l’air libre, pendant sept jours jusqu’à la stabilité du poids et

permettant ainsi de garantir plus tard une bonne conservation des paramètres

physicochimiques des huiles essentielles et d’empêcher la prolifération éventuelles des

bactéries.

phto1 : plante verte phto 2 : plante séchée

Figure 06 : plante de Mentha pulegium L avant et apre le séchage.

3.2. Le matériel biologique

Le teste antimicrobienne est effectué sur des bactéries notamment Escherichia coli

ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeroginosa et klebsiella

pneumoniae ATCC 700603 et la levure « Candida albicans ATCC 10231 »



CHAPITRE II MATERIELS ET METHODES

16

Tableau04 : Les caractéristiques des souches microbiennes utilisées.

Espèce microbienne Caractéristiques Provenance

Escherichia coli
Bacille, mobile, Gram-,

pathogène.

Staphylococcus
aureus coques, immobile, Gram+.

Laboratoire de
microbiologie du

laboratoire médicale privé
d’Ain Defla

Pseudomonas
Aeruginosa

Bacilles, Gram-, mobile,
pathogène.

Klebsiella
pneumoniae

Bacilles, Gram négatif,
immobile et capsulé.

Candida albicans.
levure unicellulaire,

hétérotrophe.

4. Détermination de la matière sèche :

La détermination de la matière sèche dans nos échantillons  a été faite par le procédé

de dessiccation (séchage ) d’une quantité de 3g de la matière à une température de 105°C ±

2°C dans une étuve isotherme ventilée à la pression atmosphérique jusqu'à la stabilité du

poids pris en général pendant 4h (twindell et al., 2007).

Le taux de matière sèche a été déterminé selon la formule suivante :

MS %= M° / M × 100

M°: la masse en gramme du matériel végétal après déshydratation

M:la masse en gramme du matériel végétal séché à l’air libre

MS%: le taux de matière sèche.

4.1. Extraction de l’huile essentielle

L’extraction de l’huile essentielle de Mentha pulegium L a été effectué  par

hydro-distillateur de type clevenger.  Il est constitué d’une chauffe ballon, un ballon en

verre pyrex où l’on place le matériel végétal et de l’eau distillée, une colonne de

condensation de la vapeur (réfrigérant) et un collecteur en verre pyrex également qui

reçoit les extraits de la distillation.
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Figure 07 : Hydro-distillateur de type clevenger (Photo personnel).

4.2. Procédé d’extraction

Un échantillon de 50 g de  feuilles séchées de l’espèce mentha pulegium est placé

dans un ballon en verre pyrex, additionnées de 500 ml d’eau distillée. L’ensemble est

porté à ébullition, après l’apparition de la première goutte de distillat à la sortie du tube à

décantation de la vapeur, l’huile essentielle est alors entrainée par la vapeur d’eau. Elle

est ensuite condensée en passant par un condensateur, fixé par un support approprié en

position verticale pour faciliter 1'écoulement du distillat. le distillat obtenu est récupéré

dans une ampoule à décanter. en fin, le distillat est recueilli puis préservés de l'air et de la

lumière puis les conservés dans le réfrigérateur à une température de 4°c le temps de

réaliser les différentes testes.

4.3. Cinétique d’extraction

Pour étudier la cinétique d’extraction de l’huile essentielle de mentha pulegium à

l’état sec, nous avons récupéré des quantités de l’huile essentielle correspondantes à des

intervalles de temps de 30 min qui s’étalent de 0 à 90 minutes.

• masse de la matière végétale : mmv =50g

• volume d’eau distillée : ved=500ml

• chauffage : à la température : t°= 100°c

nous avons réalisé plusieurs tours d’extractions (hydrodistillation) successives en

fonction de la durée de   temps.
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4.4. Calcul du rendement

Selon la norme afnor(1986), le rendement en huile essentielle (Rd) est défini

comme étant le rapport entre la masse de l’huile essentielle obtenue après extraction

(m') et la masse de la  matière végétale utilisée (m). .

Les quantités des huiles essentielles obtenues permettent le calcul des

rendements à chaque intervalle de temps par la formule suivante :

RD: rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%).

M': masse de l’huile essentielle obtenue en gramme (g).

M: masse de la matière végétale sèche utilisée en gramme (g).

4.5. Analyse de l’huile essentielle par  chromatographie en phase gazeuse couplée à la

spectrométrie de masse cg/sm :

Les huiles essentielles ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse, type

perkin elmer clarus 500, avec détecteur d'ionisation de flamme (fid), couplé à la spectrométrie

de masse perkin elmer clarus 600, deux colonnes capillaires de silice fondues (30mx0.25mm,

0.25μm épaisseur de film) sont utilisées: l'elite-wax est une colonne polaire avec du

polyéthylène glycol comme phase stationnaire et la colonne elite 1 de la phase stationnaire

100% dimethyl polysiloxane en tant que colonne non polaire. le gaz de transport est

l'hydrogène avec un débit de 45 ml / min. la température initiale est de 50 ° c et s'élève à 3 ° c

/ min puis maintenue isothermiquement à 230 ° c (20min). Volume d'injection: 0,2 μl d'huile

pure. l’identification des composants a été effectuée par la comparaison des temps de

rétention et de spectre de masse avec les données de la base de données atomiques de l'institut

national des normes et de la technologie (nist), de la bibliothèque adams et de la base de

données propre au laboratoire de rosier davenne.

4.6 Determination de l’activité antimicrobienne

4.6.1. Mode d’action des HE

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement liée à leur

composition En générale, l’action des huiles essentielles se déroule en trois phases :

➢ Attaque de la paroi bactérienne par l’huile essentielle, provoquant une

augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires ;

➢ Acidification de l’intérieur de la cellule, bloquant la production de l’énergie

cellulaire et la synthèse des composants de structure ;

Rd (%) = M’ / M . 100
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➢ Destruction du matériel génétique, conduisant à la mort de la bactérie (Burt, 2004).

4.6.2. Préparation des dilutions de l'HE :

On prépare 05 Eppendorfs stérilisés (1/2,1/4,1/8, et 1/16) pour notre extrait de l’huile

essentielle, Mentha pulegium L, le premier Eppendorf représente la dilution (1/2) contient

50μl du solvant qui est l’ethanol avec 50 μl d’HE. On ajoute dans le deuxième Eppendorf

(1/4) avec 50 μl du premier Eppendorf + 50 μl d’ethanol, on agite bien par le Vortex.

On suit le même procédé jusqu’à la dernière dilution.

Figure 08 : dilutions de l'HE (Photo personnel).

4.6.3. Technique de l’ Aromatogramme

L’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de l’aromatogramme. C’est une

méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles. C’est l’équivalent

d’un antibiogramme où les antibiotiques sont remplacés par les huiles essentielles

(Benkherara et al., 2011).Elle permet de déterminer l’activité inhibitrice de croissance des

huiles essentielles par la mesure du diamètre d’inhibition autour d’un disque imprégné d’huile

essentielle (Kheyar et al ., 2014).

 Préparation de l’inoculum

A partir d’une culture jeune de 24 heures sur milieu gélose nutritive, une suspension

bactérienne a été préparée par le prélèvement de 2 à 3 colonies  bactériennes à l’aide d’une

écouvillon. Ces colonies ont été mises dans un tube de solution physiologique stérile  avec

agitation de façon à obtenir une  densité optique de 0,5 à 570 nm.

 Préparation des disques

On a coupé le papier  buvard en disque de 6mm (0.28cm2 de surface) par l'emporte-

pièce, ces disques doivent posséder un contour régulier pour donner une zone d'inhibition que

l'on peut mesurer facilement. Les disques sont ensuite stérilisés dans un autoclave pendant
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20min à120°C, et  stockés à une température ambiante (le tube à essai est hermétiquement

fermé).

 Ensemencement et application des disques

L’ensemencement a été réalisé par écouvillonnage et, en procédant comme suit :

* La gélose Sabouraud pour la levure et le milieu  MH (Muiller Hinton) pour les bactéries,

ont étés coulé dans des boites de pétrie et laissé solidifier.

Figure 09 : coullage les milieux  dans les boites pétries (Photo personnel).

*Ensuite, un écouvillon stérile a été  plongé dans la suspension bactérienne puis légèrement

essoré.

*L’ensemencement a été fait à l’aide  de cet écouvillon sur la surface de la gélose en tournant

la boite 3 fois de 60° afin d’assurer une bonne distribution de l’inoculum.

Figure 10 : Ensemencement (Photo personnel).

* Dans chaque boite de pétrie, nous avons déposé les disques de 6 mm imbibés de 10µl de

chaque solution à tester.
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Figure 11 : Application des disques (Photo personnel).

 Incubation et lecture

*L’incubation des boites a été  faite à l’étuve à 37°C durant 24 heures pour les bactéries et

28°C pour la levure. Après l’incubation, l’effet des extraits se traduit par l’apparition autour

de disque d’une zone circulaire transparente correspondant à l’absence de la croissance. Plus

le diamètre de cette zone est grand plus la souche est sensible

*Le diamètre de la zone d’inhibition a été mesuré avec précision (à l’aide d’un pied à

coulisse)  pour chaque produit testé.

Figure12: Mesure des  zones  d’inhibitions (Gaborieau.,  2015).

4.6.4. Expressions des résultats

Pour cette méthode, la CMI est définie comme la plus petite concentration d’extrait.
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1. Détermination de la matière sèche

Les plantes sont riches en eau, les analyses de nos échantillons de Mentha pulegium

L. La 1ére récolte présenté un taux de MS de « 90% ». Est ça dû de quelques facteurs

climatiques tell le taux d’humidité relative de l’air diminue (10%) avec une température plus

de 34°C (en été). même pour  la 2éme récolte, la MS est diminue «86.34% » à cause de la

température est diminue 28°C et le taux d’humidité  (%) est augmente.

1 ére récolte 2 éme récolte

Figure13: Teneur en  MS de Mentha pulegium L. de la région de Rouina.

1. Caractéristiques organoleptiques

Selon AFNOR (2000), Les critères d’appréciations d’une huile essentielle sont ses

propriétés organoleptiques telles que le goût, la couleur, et l’odeur. Ces propriétés ne donnent

qu’une information très limitée sur cette essence. La qualité d’une essence et sa valeur

commerciale sont définies par des normes fixées. Ces normes ont été établies par plusieurs

organisations connues à l’échelle mondiale en précisant les conditions opératoires des

analyses, et en mettant au point des monographies pour la caractérisation des huiles

essentielles les plus courants. Après l’extraction, nous avons déterminé les caractères

organoleptiques de notre huile essentielle et comparé avec ceux de norme A F N O R.

MS TH86,66 %

13,34 %

MS TH90 %

10 %
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Tableau 05 : Caractères organoleptiques de l’ huile essentielle

Caractéristiques Odeur Couleur Aspect physique

Mentha pulegium L

Recolté en mai
Forte odeur Jaune Liquide

Mentha pulegium L

Recolté en aout
Forte odeur Jaune Liquide

AFNOR Forte odeur Jaune Liquide

2.Résultats de la  cinétique d’extraction de l’huile essentielle de Mentha pulegium l

Tableau 06 : La quantité d’HE extraite chaque 30 min

La durée d’extraction Mentha pulegium L.

1er récolte (ml) 2ème récolte (ml)

0 à 30 min 0,9 0,5

30 à 60 min 0 ,73 0,45

60 à 90 min 0,37 0.27
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Figure 14 : Représentation graphique de la cinétique d’extraction de l’HE de M pulegium L.

La quantité la plus élevé d’HE de M pulegium L. extraite durant la première demi heure

cela du à la disposition extérieure des cellules sécrétrices et les poils sécréteurs à la périphérie

des calices floraux, des feuilles et des tiges chez les labiées. (Scimeca et Tetau., 2005). En

effet ces structures sécrétrices se rompent rapidement lorsqu’elles exposées à de fortes

températures. Les composés volatils sont aussitôt évaporés d’où la courte durée pour atteindre

le pic cumulatiflors de l’extraction (Mosta .,2006). Dans la 2ème période (de 30 à 60 min) la

quantité des HEs extraites commence à baisse de manière progressive qui varie entre 0,4 ml et

0,5 ml respectivement pour les deux récoltes, dont les cellules sécrétrices sécrètent leurs

stockage d’huile dans la période de 60 min à 90 min la quantité d’HE diminue peu à peu

jusqu’à on n’observe plus d’huile dans le distillat, on peut estimer l’épuisement totale de la

matière végétale.

3. Rendement d’extraction

Les échantillons de M pulegium L ont fourni un rendement en HE qui varie entre 1.8%

et 0.54% respectivement pour la première récolte au mois d’Août 2018 qui correspond à la

période de pleine florescence de la plante et début floraison. Et la deuxième récolte au mois de

Mai 2019.

La quantité la plus élevée des HEs de M pulegium L extraite durant la 1h 30 min est dû à

la disposition extérieure des cellules sécrétrices et les poiles sécréteurs à la périphérie des

calices floraux, des feuilles et des tiges chez les labiées (Simeca et Tetau, 2005). En effet, sa
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structure sécrétrice se rampant rapidement lorsqu’ elles exposées à de forte température après

l’ébullition. (Tableau).

Tableau07 : la quantité d’HE extraie chaque 30 min

Temps

Rendement

1er récolte 2ème récolte

0-30 min 1,8 1

30-60 min 1.46 0,9

60- 90 min 0.74 0.54

Figure15 : Représentation graphique de rendement d’extraction de l’ HE de M pulegium l.

Les rendements moyens en HE ont été calculés par rapport à la matière végétale sèche

de la partie aérienne. Les échantillons ont fourni un rendement de 1.8% et0.54% pour le 1er et

la 2ème récolte respectivement.

Sivropoulou et al., 1995 ont obtenu une teneur en huile essentielle de Mentha

pulegiumL récoltée dans trois stations en Grèce, de l'ordre de 1,6 à 2% (v/m). Par contre
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Teixeira Duarte et al., 2005, ont rapporté un rendement supérieur de l’ordre de

1.8%.

4. Caracterisation des huiles essentielles de M pulegium l par CPG/SM :

L’ analyse chromatographique de l’ huile essentielle de Mentha pulegium L nous a

permis d’identifier 20 composés  dont les principaux sont : le Pulegone (71.25 %), le

Menthone (11.97 %) qui peuvent être rencontrer dans la plus part des huiles essentielles de

cette espèce de provenance de différentes régions et on constate  aussi la présence de

limonène (3.56 %) , Myrcene(1.20 %) et Menthol(0.98%).

Tableau 08: Composition chimiques d’HEde M pulegium L.

N° Nom des composés Concentration (%)
1 α-pinène 0.40 %
2 Camphène 0.01 %
3 Sabinène 0.06 %
4 β-pinène 0.29 %

5 Myrcene 1.20 %
6 a.phellarene 0.32 %
7 Carène 0.03 %
8 Limonène 3.56 %
9 gamma-terpinène 0.53 %
10 Linalol 0.02 %
11 Menthone 11.97 %
12 Bornéol 0.08 %
13 Menthol 0.98 %
14 Alpha.Terpéneol 0.12 %
15 Pulegone 71.25 %
16 Piperitone 0.15 %
17 Thymol 0.45 %
18 Carvone 0.90 %
19 Eugenol 0.03 %
20 B.Caryophellene 0.74 %

5. Activite antimicrobienne des huiles essentielles de M pulegium L

Pour l'évaluation in vitro du pouvoir antimicrobien, antifongiques de notre Huile

Essentielle, nous avons utilisé dans notre expérience quatre souches bactériennes (Gram+ et

Gram-) et  une levure. Le pouvoir antimicrobien a été obtenu par la mesure des diamètres des

zones d’inhibitions (D) en mm. L’échelle de l’estimation de l’activité antimicrobienne est

donnée par Mutai et al , (2009), qui ont classé les zones d’inhibitions de la croissance en 5

classes, à savoir :
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 D≥30mm : Très fortement inhibitrice.

 21mm≤D≤29mm : Fortement inhibitrice.

 16mm≤D≤20mm : Modérément inhibitrice.

 11mm≤D≤16mm : Légèrement inhibitrice.

 D<10mm : Non inhibitrice.

Tableau 09: Diamètre des zones d’inhibitions en mm en fonction des dilutions de l’huile

essentielle.

Dilutions
Μl

Escherichia
coli

Staphylococcus
aureus

Pseudomonas
aeruginosa

Klebsiela
pneumonie

Candida
albicans

½ 16 18.5 0 12.89 21.5

¼ 0 15 0 12.72 14.5

1/8 0 0 0 11.6 13
1/16 0 0 0 9.7 12

HE 18.8 19 0 13.58 24.6

Ethanol 0 0 0 0 0

Classe Modérément
inhibitrice

Modérément
inhibitrice

Non
inhibitrice

Légèrement
inhibitrice

Fortement
inhibitrice

 Nous avons trouvé que H.E pure a un diamètre d’inhibition vis-à-vis aux

souches microbiennes compris entre 12.89 et 21.5mm ; cela explique que les souches sont

ex-trainement sensibles aux extrait pure de la plante entière, sauf, pour Pseudomonas

aeruginosa où nous ne signalons aucun diamètre d’inhibition, révélant ainsi une activité

antimicrobienne importante.

Egalement, l’utilisation de l’éthanol à l’état pur ne révèle aucun diamètre d’inhibition.

 Pour les différentes dillutions, nous avons remarqué que les différentes souches

bactériennes sur lesquelles nous avons appliquées les huiles essentielles, présentent des

résistances différentes en fonction des concentrations utilisées. En effet, Escherichia coli

présente une sensibilité que vis-à-vis de la concentration [1/2], Staphylocoqus aureus pour les

concentrations [1/2] et [1/4], klebsiella pneumoniae quant elle présente une sensibilité vis-à-

vis de toutes les concentrations alors que Pseudomonas aeruginosa monass n’en aucune.
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Concernant la levure, cette dernière présente une importante sensibilité vis-à-vis de toutes les

concentration.coli erichia coli

*Effet des HEs de M pulegium Lsur la croissance de E coli.

*Effet des HEs de M pulegium Lsur la croissance de S aureus.

*Effet des HEs de M pulegium Lsur la croissance de k pneumonia.

*Effet des HEs de M pulegium Lsur la croissance de P. aeruginosa.



Resultats et discussion

29



Resultats et discussion

30

• La nature des composées majoritaires.

• Concentration des ces composés.

• Nature et structure des groupements fonctionnels

• L’interaction probable entre les différents constituants

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des

caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur

permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule

bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane (El amri et al.,

2014), en perturbant les systèmes de transport ionique, le transport des électrons et la

production d’énergie. Les huiles essentielles peuvent aussi inhiber la synthèse de l’ADN, de

l’ARN, des protéines et des polysaccharides, provoquant ainsi la mort de la bactérie

(Fernandez et Chemat, 2012).

5.1.Dilutions Minimales Inhibitrices (DMI) :

A la lumière des résultats précédents, nous avons déterminé la dilution  minimale

inhibitrice  de chaque souche. Les résultats des dilutions minimales inhibitrices  obtenus sont

représentés par le( tableau09)

Les DMI ont été déterminées à partir d’une gamme de dilution de l’huile essentielle

et évaluées  après 24 h d’incubation pour les bactéries et  48 h pour la levure

Tableau 10 : Diamètres des zones d’inhibition en fonction des

Dilutions minimales inhibitrices.

Microorganisme DMI Zone d’inhibition (mm)

E coli ½ 16

S aureus ¼ 15

K pneumonie 1 /16 9.7

C albicans 1/16 12

Les dilutions minimales inhibitrices obtenues de l’HEde M pulegium L varient de 0,0625 à
0,5 μL/μL .
C.albicans s’est montrée la plus sensible pour l’HE de M pulegium L, Microorganisme

sauf pour la souche Pseudomonas aeruginosa qui reste toujours une souche résistante
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Nous permettent de constater que l’activité antibactérienne est fonction de la bactérie, ce qui

confirme que le type de microorganismes est un paramètre important déterminant l’activité

antibactérienne (Bouguerra, 2012).
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Conclusion

L’expérimentation entreprise, rappelons-le, avait comme objectif la valorisation des

huiles essentielles de certaines plantes appartenant à la famille de Lamiaceae, poussant

spontannément dans la région de Rouina, en l’occurrence Mentha pulegum L (Nom

vernaculaire : Fliou).

Les plantes ont été récoltées durant le mois d’Août 2018 où la floraison bas son plein

et le mois de Mai 2019.

L’extraction de  l’huile essentielle a été ralisée par hydrodistllation et a conduit à des

rendements égalent à 1,8% et 0,5% pour le mois d’Août 2018 et Mai 2019 respectivement.

L’analyse chromatographique a révélé la présence de 20 composés dont 04 principaux

le Pulegone (71.25 %), le Menthone (11.97 %) limonène (3.56 %), Myrcene (1.20 %) et

Menthol (0.98%) donc, nous pouvons dire que  notre huile et à chémotype Pulegone.

Les huiles essentielles ont  été testées sur l’activité de certaines souches de bactéries

notamment, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa et klebsiella

pneumoniae et sur une levure en l’occurrence Candida albicans.

Les dillutions des huiles ont été préparées selon les concentrations suivantes à savoir :

[1/2], [1/4], ]1/8] et [1/16]. Ces concentrations nous indiquent des zones d’inhibition une fois

en catact avec les différentes souches bactriennes et la leveure. Les résultats ont montré ce qui

suit :

 Une sensibilité modèrement inhibitrice qui regroupe Escherichia coli et Staphylococcus

aureus.

 Une sensibilité légèrement inhibitrice qui regroupe klebsiella pneumoniae.

 Une absence absolue de sensibilité pour Pseudomonas aeroginosa.

 Une sensibilité fortement inhibtrice pour la Candida albicans.

 Les résultats obtenus ont montré l’effet de blocage de certaines huiles de Mantha Pulegum

sur le développment et la prolifération de certaines bactéries et levures,  ce qui pourrait

contribuer sensiblement à la substitution de certains conservateurs et  additifs notamment

dans les domaines de l’industrie agro-alimentaire, la cosmétologie et la pharmacologie.
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ANNEXES

ANNEXES : 01

Composition des milieux de culture

Milieu de culture Mueller Hinton : pH=7.3

Extrait de viande ………………………………………………..………………....03g

Hydrolysat acide de caseine………………………………………….…………….17.5g

Amidon……………………………………………………………………………..1.5g

Agar…………………………………………………………………………………16g

Eau distillee………………………………………………………….……………..1000ml

Milieu de culture Sabauraud : pH= 5.6± 0.1

Peptone……………………………………………………………..………………10g

Glucose………………………………………………………..……………………20g

Agar…………………………………………………………………..…………….20g

Eau distillee………………………………………………………………………...1000ml
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ANNEXE : 02

.

Tableau 1:Liste d’appareillages et de verrerie utilisés dans notre étude expérimentale.
Appareils Verreries Produits utilisés

Autoclave

Bain marie

Balance de  précision Chauffe

ballon

Etuve

Four Pasteur Hydrodistillateur

de type Clevenger

Réfrigérateur

Vortex

Ballon 500ml

Béchers

Boites de pétri

Disques

Ecouvillons

Anse de platine Emporte-

pièce Epindorffs

Flacon en verre

Gants

Micropipette

Papier aluminium papier

buvard

Pince

Pipettes pasteur  seringues

Tubes à essai

Verres de montre

Eau distillée

Ethanol

Eau physiologique
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ANNEXE : 03

1. Activité antioxydante

Un antioxydant est défini comme étant toute substance, à de faibles concentrations

comparées à celles des substrats oxydables, pouvant retarder ou empêcher l'oxydation des

substrats biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les

rendent ainsi inoffensifs (Beirão et Bernardo-Gil, 2006 ; Alais et al., 2008 ; Rashid et al.,

2010). Pour supprimer ou ralentir l’oxydation des lipides, deux voies sont envisageables :

tenter de réduire les facteurs favorables à cette oxydation et/ou trouver un réactif qui ralentit

l’oxydation : c’est le rôle de l’antioxydant Jeantet et al.(2006). La capacité antioxydante des

huiles essentielles est étroitement liée à tout le contenu phénol (Yanishlieva et al., 1999).

Plusieurs auteurs rapportent que certaines huiles essentielles sont plus efficaces que

certains antioxydants synthétiques (Pamphile et al., 2009 ;Dongmo et al., 2010 ; Hussain et

al., 2010 ;Dashti et al., 2015). Les effets antioxydants des huiles essentielles et des extraits

des plantes sont dus principalement à la présence de groupes d'hydroxyle dans leur structure

chimique (Hussain, 2009 ; Pamphile et al., 2009 ;Dongmo et al., 2010).

2. Activité insecticide

L’efficacité des huiles essentielles en tant qu’insecticides est la préoccupation de

nombreux chercheurs (Rajgovind, 2016 ; Song, 2016). Les travaux effectués concourent à

mettre en évidence les différents éléments pouvant accroitre l’action des huiles essentielles

sur les ravageurs. Ces études constituent une étape indispensable pour le développement de

l’utilisation des huiles essentielles dans la lutte contre les ravageurs de grains. Pour ces

auteurs, les huiles essentielles sont des substances fumigènes dotées de réelles potentialités

insecticides à valoriser.

Dans le domaine agro-phytosanitaire, plusieurs travaux ont fait référence à l’utilisation

des huiles essentielles pour la protection des cultures contre les ravageurs des cultures et en

particulier contre les ravageurs des denrées stockées (Ngamo et Hance, 2007).

3. Activité larvicide

Les femelles de nombreuses espèces de moustiques se nourrissent de sang de vertébrés

vivants. En se nourrissant de sang, certains d'entre elles transmettent des maladies



ANNEXES

extrêmement nuisibles, telles que la fièvre jaune, la Blue tangue, la fièvre aphteuse (Heng,

2008). Les larves de moustiques et de chrysalides sont actuellement contrôlées par l'utilisation

d'insecticides chimiques de synthèse , Leur utilisation répétée a perturbé les systèmes de

contrôle biologique naturelle, résultant parfois au développement généralisé de résistance

ainsi que des effets indésirables sur les organismes non cibles, les résidus toxiques dans les

aliments, la sécurité des travailleurs, et le coût élevé de l'approvisionnement (Sman,

2006 ;Murugan et al., 2014). Ces problèmes ont justifié la nécessité de développer des

stratégies alternatives à l'aide de produits écologiques. De ce point de vue, des pesticides

d'origine végétale, notamment les huiles essentielles, sont prometteurs car ils sont efficaces,

sans effet négatif sur l'environnement et facilement biodégradables et souvent peu onéreuses.
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Annexe :04

Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

1. Définition :

La chromatographie est une méthode de séparation des constituants présents dans des

mélanges variés. Elle sert en analyse pour identifier et quantifier des composés au sein

d’échantillons divers. Le principe de base repose sur les équilibres de concentration qui

apparaissent lorsqu’un composé est mis en présence de deux phases non miscibles. En

chromatographie, l’une, dite stationnaire, est emprisonnée dans une colonne ou fixée sur un

support et l’autre, dite mobile, se déplace au contact de la première. Si plusieurs composés

sont présents, ils se trouvent entraînés à des vitesses différentes, provoquant leur séparation.

Ce procédé hydrodynamique a donné naissance à une méthode analytique instrumentale qui a

un très grand domaine d’applicabilité et par suite se trouve très répandue. Aucun laboratoire

analysant des composés moléculaires ne peut ignorer la chromatographie (Rouessac .F et al ;

2004).

2. Le principe de la séparation par C.P.G :

Consiste à partager l'échantillon à analyser entre deux phases. L'une de ces phases est un

liquide stationnaire uniformément réparti sous forme d'une pellicule mince sur un solide inerte

de grande surface spécifique, tandis que l'autre phase est un gaz mobile qui s'écoule à travers

l'ensemble stationnaire (Marchal. R et al ; 1998).Introduction de l’échantillon est effectuée,

on Une très petite quantité d’échantillon en solution (ex. 0,5 µL), est introduite dans l’appareil

avec une micro-seringue (voir Annexe) dont il existe de nombreux modèles adaptés aux

divers injecteurs et colonnes (Rouessac.F et al ;2004).
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Annexe : 05

Espèce
microbienne

Caractéristiques Maladies provoquées Référence Provenance

Escherichia coli

Bacille, mobile,
Gram-,
pathogène.

Diarrhée, infection urinaire,
méningite.

(Avril et
al,.1992 ;
Donnenberg,
2002)

Staphylococcus
aureus

coques,immobil e,
Gram+.

Infection cutanées,
toxiinfection alimentaire.
infection nosocomiales

Laboratoire de
microbiologie du
laboratoire
médicale privé
d’Ain Defla:

pseudomonasaer
uginosa

Bacilles, Gram-,
mobile,
pathogène

Les infections
(nosocomiale,pulmonai res,
urinaire)

(Richard et
Kiredjan,1995)

K

Candida albicans.

Champignon
(levure
unicellulaire,hét
érotrophe

Candidose

(Assous et
al.,1999 ;Bedd
ou,2015)
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