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Résumée

La présente étude porte sur I'évaluation des activités antioxydants et antimicrobienne des
huiles essentielles et des flavonoides des feuilles de la Pistacia lentiscus. Qui est utilisées par
une grande popularité en Algérie pour ses propriétés thérapeutiques. L'extraction par
hydrodistillation sur un appareil de type clevenger des feuilles de Pistacia lenliscus récoltés
dans la région du RAMKA de la wilaya de RELIZANE. Nous donne un rendement en huile
essentielle de 0,054 % avec une densité de 0,80 et un indice de réfraction de N¢= 1,4828. Les
résultats obtenus révélent que ’huile de Pistacia lentiscus posséde une teneur considérable en
polyphénols (44,463 ng équivalent d’acide gallique /mg d’huile), les tannins (14,179 ng
équivalent de catéchine/mg d’huile) et les flavonoides (20,105 pg équivalent de
quercétine/mg d’huile). L’Etude du pouvoir antioxydant de notre huile essentielle est effectuée
par le test DPPH sur chromatographie sur couche mince (CCM) et la méthode de Test du
DPPH" par spectrophotométrique qui permet de déterminer la concentration d’inhibition 50%
(1C50) qui est égale a 1,961 (ug/ml), et un pourcentage de I’activité antiradicalaire atteint
jusqu’a 97,3%. L’huile essentielle de Pistacia lentiscus a une activité bactéricide importante
d’aprés les zones d’inhibition on remarque que les diamétres des zones d’inhibition varient
de : 26 mm dans le cas de Bacillus subtilis, 15 mm pour Condida albicans, 14 mm pour
Aspergillus nigeret Bacillus cereus, 12 mm pour Staphylococcus aureus, 10 mm pour
Escherichia coli et 9 mm pour Pseudomonas aeruginosa qui sont prouvés par la méthode des

disques.

Mots clés : Pisiacia lentiscus; Huiles essentielles ; Activité antimicrobienne ; Activité

antioxydante .



Liste des Abréviations :

PMA : plantes médicinales et aromatiques

HE :huile essentielle
DPPH: 2,2 diphenyl-picrylydrazyl
CCM : chromatographie couche mince

°C : degré Celsius

mm: millitimetre

UV : ultra-violet

AIClI3: Chlorure d’aliminium

HC1 : acide chlorhydrique

HgCls : chlorure de mercure

NaOH: soude (hydroxyde de sodium)
NHsOH: ammoniac

mg: milligramme

h : heure

min: minute

ml: millilitre

% : pourcentage

pl = microlitre
Mg : Microgramme
Eq : équivalent gramme

C.M.I : concentration minimale inhibitrice
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INTRODUCTION

Introduction :

Pendant des siecles, 'homme s'est toujours soigné par les plantes, de maniere
empirique, guidé par la tradition ou les coutumes. La plupart de grands médecins du passé

ont été des phytothérapeutes [1].

Les plantes médicinales sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée
européenne dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses. Il est
actuellement prouvé qu’environ 20% des especes végétales poussant dans le monde entier
possedent des vertus thérapeutiques ou cosmétiques, car elles contiennent des molécules ou
des principes actifs a différentes propriétés biologiques, qui trouvent leur application dans
divers domaines (médecine, pharmacie, cosmétologie et agriculture, etc.). Parmi ces

molécules ou ces constituants chimiques figurent les huiles essentielles [2].

Actuellement, les plantes aromatiques ont des applications de leurs huiles essentielles
dans les soins de santé. De nos jours, nous comprenons que les principes actifs sont
souvent liés aux métabolites secondaires des plantes médicinales, qui sont largement
utilisés en thérapeutique, comme des agents préventifs, anti-inflammatoires,
antimicrobiens, antiseptiques, diurétiques, mais essentiellement comme des antioxydants
pour la lutte contre le stress oxydatif. Ainsi que leurs utilisations dans d'autres domaines
d'intérét économique. Leurs nombreux usages font qu'elles connaissent une demande de

plus en plus forte sur les marchés mondiaux [3,4].

L’ Algérie, compte parmi les pays du bassin méditerranéen les plus riches en ressources
phytogénétiques a intérét aromatique et médicinal, vu la diversité de ses étages
bioclimatiques. On dénombre a plus de 300 especes a usage thérapeutique ou aromatique

existant parmi les 3150 espéces végétales que compte notre pays [5].

Le genre Pistacia lentiscus est un arbrisseau appartenant a la famille des Anacardiacée,
cette plante est largement utilisée par la population locale dans la médecine traditionnelle.

L’huile de lentisque, est une huile végétative extraite a partir de 1’espece Pistacia lentiscus.

Cette huile est utilisée dans la médecine traditionnelle pour le traitement des petites
blessures, brilures 1égeres et érythémes. Elle est employée par voie orale contre les

problemes respiratoires d’origine allergique et les ulceres de I’estomac. Aussi sont utilisés
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depuis longtemps dans un intérét économique pour préparer le chewing-gum. La substance

responsable est une substance visqueuse qui est la résine [6-8].

Malgré sa large utilisation en médicine traditionnelle, peu de travaux scientifiques ont
été réalisés pour déterminer la composition chimique et les propriétés pharmacologiques de
I'huile de Pistcicia lentiscus, récolté de Ramka pres de la wilaya de Relizane Ceci, nous a
poussé¢ a étudier la composition de cette I’huile et voir leur pouvoir antioxydant et

antibactérienne.

Notre rapport est constitué de trois parties :

La premicere constitue une synthése bibliographique regroupant les principales
informations sur les plantes médicinales et leurs molécules bioactives, suivi par les aspects
botanique, biologique, chimique et pharmacologique spécifiques de 1’espece Pistacia

lentiscus.

La seconde partie de ce travail, concerne le matériel et méthodes utilisées pour
I’extraction de [D’huile de Pistacia lentiscus et leur activité antiradicalaire et

antimicrobienne.

La troisieme partie est consacrée a une discussion qui synthétise 1’ensemble des

résultats obtenus.

Nous achevons notre travail par une conclusion.



PARTIE 1 ETUDE BEBLIOGRAPHIE

I. Les plantes médicinales
1. Généralités

L’utilisation des plantes médicinales fut le principal recours pour guérir I'hnomme. Cette
utilisation est généralement adaptée aux pathologies légéres, en visant un traitement

symptomatique.

Il y’a presque 500 000 plantes sur terre, environ 100 000 d’entre elles, possédent des
propriétés médicinales contribuées a leur principes actifs qui agissent directement sur
I'organisme. On les utilise aussi bien en meédecine classique qu'en phytothérapie, elles
présentent en effet des avantages dont les médicaments conventionnels sont souvent

dépourvus [9].

En effet, ’'usage de plantes médicinales peut apporter directement des réponses a certains
problémes de santé, mais avant de pouvoir recommander 1’usage de telle espece pour une

maladie, il est nécessaire de valider I’usage traditionnel qui en est fait.

En d’autres termes, il convient d’évaluer scientifiquement I’activité pharmacologique de la

plante médicinale retenue, et appreécier si celle-ci confirme sa réputation.

De plus, il est impératif de vérifier également I’absence de toxicité des plantes employées.
L’usage de plantes médicinales locales, en réponse a des problémes de santé peut-étre percu

comme une alternative aux médicaments conventionnels [10].
2. La phytothérapie

En étymologie, le terme « phyto » de phytothérapie provient du grec ancien avec le terme
plus précis de « phyton » et signifie « végétal ». La phytothérapie est donc la « thérapie par le
végétal ou par le monde végétal», c’est la connaissance et l'utilisation des propriétés

thérapeutiques des plantes.

La phytothérapie est une branche de la médecine. Elle repose essentiellement sur I'emploi
des plantes médicinales. La plupart des plantes ne sont pas utilisées en entier, leurs principes

actifs étant souvent concentrés dans une seule partie : racines, feuilles, fleurs....etc.
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Les plantes peuvent étre présentées de diverses facons : fraiches ou séchées pour faire des
infusions, en gélules, en huile essentielle ou en ampoule buvable. Toutefois, il est conseillé

d'avoir recours a la phytothérapie sur avis médical.

3. Les huiles essentielles

L'huile essentielle est un extrait végétal provenant des plantes dites : aromatiques qui
contiennent donc dans leurs feuilles, fruits, graines, écorces, ou racines, un grand nombre de
molécules aromatiques, qui constituent le ou les principes essentielles des plantes. Les huiles
essentielles sont des substances de consistance huileuse, plus au moins fluides, voire
rétinoides tres odorantes, volatiles, souvent colorées : du jaune pale au rouge foncé voir brun,
en passant par le vert émeraude ou encore le bleu. Elles sont plus légéres que I'eau (densité de
l'ordre de : 0,750 a 0,990) [11]. Ces essences sont solubles dans lalcool, I'éther, le
chloroforme, les huiles, les émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques, mais
insolubles dans I'eau [11]. Ce sont des métabolites secondaires, la plante utilise I'huile pour
favoriser la pollinisation, comme source énergétique, facilitant certaines réactions chimiques

et conservant I'hnumidité des plantes dans les climats désertiques [12].

Les principaux constituants des huiles essentielles sont des terpénes (aliphatiques,
acycliques, aromatiques....), des substances grasses, (intimement associées aux fonctions
biologiques des organismes vivants) et plusieurs corps oxygenés aux propriétés chimiques
diverses (alcools, aldéhydes, cétones, phénols, esters, acides organiques, coumarines, etc.). La
composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant plusieurs
conditions : I'environnement, le génotype, origine géographique, la période de récolte, le

séchage, 1'état sanitaire, la flore adventice........ . [11,12].

4. Les huiles végétales :

Les huiles végétales contiennent des corps gras, obtenues par pression (huile de lentiscus)
ou sous I’effet de cuisson (huile de laurier). La production des corps gras alimentaires et plus
particuliérement d’huile d’origine végétale a été 1’une des préoccupations de ’homme depuis
la haute antiquité [13]. Chaque huile végetale est caractérisé par ces composants propres, mais
c’est toujours le méme principe : des acide gras + des vitamines et/ou des insaponifiables. Les
huiles vegeétales sont des lipides simples, c'est-a-dire des corps 100% gras, composés d’atome

de carbone, d’hydrogeéne et d’oxygeéne qui forment eux méme des triglycérides. A cela
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s’ajoutent des insaponifiables qui regroupent tantot des vitamines tantét des stérols végetaux,

des trace d’huile essentielle aromatique, ou tout cela a la fois [14].

5. Propriétés biologiques des molécules bioactives

Les polyphénols et les huiles (végeétale, essentielle) possédent de remarquables activités
biologiques et pharmacologiques dues essentiellement a leur pouvoir antioxydant et a

I’inhibition de certaines enzymes productrices de radicaux libres [15,16].
5.1. Propriétés antioxydantes

La reconnaissance des composés phénoliques comme antioxydants naturels est maintenant
bien acquise et elle est pour une part a l'origine du regain d'intérét que I'on porte a ces
molécules dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie [17]. Grace a leur diversité
structurale, les composés phénoliques sont impliqués dans cette activité via plusieurs
mécanismes en agissant a différents niveaux des réactions radicalaires par la chelation des
métaux, l'effet scavenger, l'inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres et

I'induction de la synthese des enzymes antioxydantes [18-21].

La présence dans les huiles végétales, de triglycérides d’acides gras polyinsaturés dits
«essentielsy, de phytostérols, de tocophérols et d’autres constituants sont responsables aux
propriétés cardioprotective, anti-oxydante, anti-inflammatoire et d’autres activités que

revendiquent ces corps gras [22].
5.2. Propriétés anti-inflammatoires

Les propriétés anti-inflammatoires des composés polyphénoliques peuvent étre dues a leurs
capacités d’inhiber des enzymes impliquées dans les processus inflammatoires [23], et leurs
activités antioxydants. La matricaire, appelée également la camomille allemande ou
camomille commune, est une plante médicinale employée pour ses propriétés anti-

spasmodique et anti-inflammatoire [24].
5.3. Propriétés anti-allergiques

Les flavonoides sont également connus pour leurs effets antiallergiques. La quercétine

exerce un puissant effet inhibiteur de la libération d’histamine a partir des Astrocytes [25]. Ils



PARTIE 1 ETUDE BEBLIOGRAPHIE

agissent aussi par inhibition des enzymes qui favorisent la libération d’histamine a partir des

mastocyte et des basophiles.
5.4. Propriété anticancéreuse

Les flavonoides et autre phénols peuvent jouer un role préventif dans le développement du
cancer [26]. Ils interviennent dans 1’étape d’initiation comme piégeurs des mutagénes
¢lectrophiles ou en stimulant la réparation de I’ADN muté. Durant les étapes de promotion et
de progression, ils agissent comme des agents suppresseurs de tumeurs par différents

mécanismes comme 1’induction de 1’apoptose et I’inhibition de la prolifération cellulaire [27].
5.5. Propriété anti-enzymatique

Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques in vitro. lls agissent par la formation des

liaisons covalentes et non covalentes (inhibition compétitive, non compétitive, mixte) [28].
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Il. Présentation de I’espéce végétale Pisiacia lentiscus L

1. Définition :

Pistachier lentisque ou Le lentisque ou arbre a mastic (Pisiacia lentiscus L) ; en arabe
locale «Derou» ou «Tadist» est en général un arbuste de 1 a 8 m de hauteur (figure 1). [29]

Le nom Pistacia lentiscus donné a cette plante lui vient de mot latin " pistakia” constitue
une altération du mot "foustak”, nom arabe de I’espéce principale, et Lentiscus, vient du mot

latin "lentiscus” nom de I’arbre au mastic [30].

Figure 1 : L’arbre de Pisiacia lentiscus.

Tableau 1 : Noms vernaculaires de Pistacia lentiscus [31].

Berbere Tidekth, Amadagh
Arabe Derou, Sareys
Frangais Arbre au mastic, Pistachier lentisque,

Restringe, Lentisque d’Espagne

Anglais Mastic ou masticktree
Espagnol Lentisco, charnecacomun
Allemand Mastixbaum

Italien Lentischio, sondrio
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Il se distingue des autres pistachiers par :

1.1. Les feuilles :

Composées a folioles en nombre pair 6 a 12, sont vert sombre, luisantes en dessus, glabres,
entiéres, coriaces, persistantes ; le rachis (axe principal d'une feuille composée pennée, prolongement
du pétiole) est bordé d'une aile verte. Quand on en déchire une, une odeur forte s'en dégage (figure 2).
Autrefois, par incision de I'écorce on obtenait une résine odorante ou mastic qui servait de
masticatoire (substance qui par mastication excite la salivation ; d'ou son nom "arbre-au-
mastic"). C'est une espéce dioique (qui posséde des fleurs males et des fleurs femelles sur des

pieds différents).

Figure 2 : les feuilles Pisiacia

1.2. Les fleurs :

Sont petites, en épis, et sont dépourvues de pétales ; verdatres, rouges puis noires pour les

femelles, jaunatres pour les males. Floraison avril a juin (figure 3).

Figure 3 : Les fleurs Pisiacia lentiscus.

1.3. Les folioles :

Assez étroites et coriaces, sont ovales a elliptiques, terminées par une petite pointe. Leur

nombre varie de 2 a 12 (figure 4).
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Figure 4 : Les folioles Pisiacia lentiscus.

1.4. Le fruit :

Est une petite drupe arrondie d'environ 5 mm. D'abord rouge, elle devient ensuite noire, la
graine est identique aux pistachiers, mais beaucoup trop petite pour étre consommée (figure
5). L’inflorescence en grappes composées laches, aussi longues que les feuilles et la floraison

a lieu pendant le mois mars a mai [32].

Figure 5 : les fruits Pisiacia lentiscus.

2. Habitat :
Pistacia lentiscus est un arbrisseau que l'on trouve couramment en sites arides Asie et
région méditerranéenne de I’Europe et d'Afrique, jusqu'aux Canaries [33]. On la rencontre

dans les garrigues et surtout les maquis du bassin méditerranéen et les foréts [32], (figure 6).

Elle préfere les endroits pauvres en nutriments, en eau et aussi a. une exposition longue des

températures et des radiations solaires plus élevees [34].
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Figure 6 : Distribution géographique de genre Pistacia (Belfadel, 2009).

3. Usages thérapeutiques :

Les especes du genre Pistacia occupent une place appréeciable dans la médecine
traditionnelle et pharmaceutique. Les qualités thérapeutiques de ces deux espéces sont
connues depuis l'antiquité ou les anciens égyptiens ont utilisé le mastic du P.lentiscus pour
I'embaumement [7]. Pistacia lentiscus et Pistacia atlantica sont considérées comme deux
especes principales de la production d'oléorésine [6].

Cette résine est utilisée comme antiseptique du systeme respiratoire [8]. Elle posséde une
activité anti-Helicscobacterpylori et peut étre benéfiqgue dans le traitement dulcére de
I'estomac [6].

Il est aussi suggéré que l'epilupeol et I'epilupeol acétate trouvés dans la résine de ces
especes ont une activité antivirale contre certains virus dans I'embryon du poulet. [35]

Une activité antidiabétique est notée pour la plante P.atlantica. Cet effet montre une
inhibition significative de a-amylase dans une étude réalisée sur des rats [36].

L'écorce du P.lentiscus est largement utilisé contre I'hypertension dans certaines régions
d'Espagne, les gents préparent la partie aérienne de la plante en décoction a 1% et prennent
150 ml, une fois par jour a jeun [37]. La résine de cette plante posséde des activités
antioxydante et antimicrobienne [35].

D'autres activités ont été soulignées : dans le traitement d'eczéma, diarrhées, jaunisse,

I'asthme, antipyrétique et anti-inflammatoire [8].
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3.1.  Usages des feuilles :

Les feuilles sont pourvues d'activités anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique,
antipyrétique, astringente, hépatoprotective, expectorante et stimulante [38].
Elles sont également utilisées dans le traitement d’autres maladies telles que I’eczéma,
infections buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse, maux de téte, ulcéres, maux

d'estomac, asthme et problémes respiratoires [37].

3.2.  Autres usages :

La résine, cette substance purement économique, est trés utilisée depuis longtemps pour
préparer le chewinggum en Iran [6]. Elle entre dans la fabrication des dentifrices et des
produits destinés au plombage [8]. L'huile essentielle d'oléorésine est aussi utilisee en
parfumerie pour fabriquer les déodorants, en cosmétique et comme un agent de flaveur dans

les préparations alimentaires [6].

4. Etude chimique de I’espéce Pistacia lentiscus :

En raison de sa large utilisation en médecine traditionnelle, les différentes parties de
Pistacia lentiscus en fait I’objet de plusieurs études phytochimiques a fin d’identifier leurs

principes actifs.
4.1.  Feuilles:

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est caracterisée par la présence
de glycosides de flavonoles comme la quercétine, myricetine, luteoline ainsi que
I’isoflavonegenisteine. Elles contiennent 6 a 7% du gallotannins de faible poids moléculaire, a
savoir ’acide gallique et les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3, 4,5-O-trigalloyl
[39].

4.2.  Fruits:

Selon Luigia et al [40], les fruits de Pistacia lentiscus contiennent 5,4 mg/ml
d’anthocyanines, essenticllement : cyanidine 3-O-glucoside (70%), delphinidine 3-O-
glucoside (20%) et cyanidine 3-O-arabinoside (10%). De plus, des polyphénols ; 1’acide
gallique, le pentagolloylylucose, et I’acide digallique ont été isolés de I’extrait d’acétate
d’éthyle des fruits de Pistacia lentiscus. Les travaux réalisés par [36] ont montré aussi que les

protéines représentent 5% du poids des fruits de Pistacia lentiscus.
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La composition minérale de ces fruits montre que la teneur en potassium est la plus élevée
(2,67%), alors que celles du sodium, calcium et phosphore sont de : 0,46, 0,37 et 0,004 %

respectivement.
4.3. Mastic

Mastic d’odeur forte, en forme jaune qui est obtenue par incision du tronc est formée de 80
a 90% d’acide masticique et de 10 a 20% de masticine [35, 41].
L’huile essentielle de mastic est un liquide incolore, d’odeur balsamique trés prononcée, cette

essence est formée principalement de a-pinéne, B-cymene et triterpénoides [41].

4.4, L’huile essentielle

L’huile essentielle représente 0,14- 0,17% du poids des feuilles de Pistacia lentiscus. Les
études phytochimiques effectuées sur les huiles essentielles obtenues a partir des feuilles de
lentisque des régions d’Alger, de Tizi-Ouzou et d’Oran ont montré la présence de longifoléne,
a-pinéne, B-pinene, y-cadinene, trans-p-terpinéol, aacomeol, y-muurolene, Sabinene et
terpinén-4-ol [42].

Il représente 0,2% du poids des fruits, les monoterpénes a savoir, a-pinene, Ppinene, [3-
myrcene, limonéne, et a-phellandrene sont les composés caractéristiques de cette huile.
Quelques sesquiterpenes, esters aliphatique, kétones, et des composés phénoliques (thymol et
carvacrol ont été aussi identifiés [43,44].

4.5.  L’huile essentielle de Pistacia lentiscus

L’huile de lentisque (dont les baies peuvent fournir 38,8 % du poids des fruits, elle contient
53% d’acide gras monoinsaturé) est de couleur verte foncée; elle n’est entierement liquide
qu’a la température de 32 et 34 C°; au-dessous elle laisse déposer une matiere blanche,
susceptible de cristallisation, qui bient6t envahit la totalit¢é de I’huile et la solidifie

complétement [45].

Le principal acide gras est ’acide oléique (50 -72%), suivie de I’acide palmitique (23,2%)
et I’acide linoléique (21,7%), les autres acides gras sont retrouvés en faible quantités acide
palmitoléique (1,3%), stéarique (1,1%), linolénique (0.8%), gadoléique (0,2%) et arachidique
(trace)]. Quatre stérols ont été trouvés dans I’huile fixe, le Bsitostérol (90%), le camestérol, les

stérols et le stigmastérol [46].
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I11.Les huiles essentielles

1. Définition :

Lorsque vous pressez une écorce d'orange au-dessus d'une bougie, des centaines de petites
étoiles s'allument sur la flamme, c'est de I'huile essentielle. C'est ce produit précieux qui
parfume toute l'orange. L'huile essentielle est le parfum des plantes aromatiques. Elle
s'appelle aussi l'essence ou I'huile volatile qui est un produit de composition généralement
assez complexe renfermant les principes volatiles contenus dans les végétaux et plus ou moins

modifiés au cours de la préparation [22].

2. Historique :

Utilisées a des fins diverses depuis des millénaires, les plantes aromatigques ont toujours été
tenues en haute estime par les thérapeutes du monde entier.

Sur le plan historique, les grandes civilisations connues pour avoir utilisé les plantes
aromatiques sont : I'Inde, la Chine et le bassin méditerranéen. Ces civilisations ont légué a
I'hnumanité des procédés et des connaissances dans le domaine des huiles essentielles dont la
validité est toujours d'actualité. L'histoire de l'aromathérapie, qui est celle des HEs, peut se
résumer en quatre époques :

L'époque ou les plantes aromatiques étaient utilisees telles quelles ou en infusion ou en
décoction ;

Ensuite celle, dans laquelle les plantes aromatiques étaient brilées ou mises a infuser ou a
macerer dans une huile végétale. A cette époque, intervient la notion d'activité liée a la
substance odorante ;

La troisieme époque correspond a la recherche de l'extraction de cette substance odorante.
Il apparait le concept "HE" qui aboutit a la création et au développement de la distillation ;

Enfin, la derniére époque qui est la période moderne dans laquelle la connaissance des
composants des HE intervient et explique les effets physiques, chimiques, biochimiques,
physiologiques, voire électroniques des ardmes végétaux.

Ainsi, l'industrie des plantes médicinales est devenue, en peu de temps, le secteur de

I'industrie pharmaceutique connaissant la plus forte croissance annuelle, soit 15 a 20%

3. Localisation et répartition:

2000 especes de plantes sont capables d'élaborer les constituants qui composent les huiles

essentielles avec une quantité appréciable. Ce nombre est réparti dans 60 familles. Les
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Rutaceae, les Lauraceae, les Myrtaceae, les Umbellifereae (Apiaceae), les Labiateae
(Lamiaceae), les Compositeae (Asterales) et les Pinaceae sont particulierement riches en
huiles essentielles [47].

Les huiles essentielles se forment dans le cytosol des cellules ou, soit elles se rassemblent
en gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles, soit s'accumulent dans les
vacuoles des cellules épidermiques ou des cellules du mésophylle de nombreux pétales [47].

D'autres structures histologiques spécialisées souvent localisées sur ou a proximité de La
surface de la plante sont impliquées dans I'accumulation des huiles volatiles. Ces structures
regroupent les poils et les canaux secteurs et les poches sécrétrices [22].

4. Fonction :

Le rble des terpenoides des huiles essentielles demeure le plus souvent obscur. Cependant,
a l'appui des expérimentations, certains auteurs remarquent que certains d'entre eux ont un
réle écologique soit dans le domaine des interactions vegétales (agent allélopathiques,
notamment des inhibiteurs de germination) que dans celui des interactions végétal-animal :
protection contre les prédateurs de la plante (insectes, champignons) et attraction des
pollinisateurs. Pour quelques auteurs, ils pourraient constituer des supports a une
«communication» et ce d'autant mieux que leur variété structurale autorise le transfert de

«messages biologiques » sélectifs [22].

5. Propriétés physico-chimiques des Huiles Essentielles :

On trouve généralement les HES incolores ou jaune pales a 1’état liquide a température
ordinaire.

Toute les HE volatiles, odorantes et inflammables.
-Leur densité est le plus souvent inférieure a 1. Seules HEs officinales ont une densité
supérieure a celle de I’eau.
-Elles sont peu solubles dans I’eau, solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants
organiques.
- Elles sont altérables et tres sensibles a I’oxydation.
-Elles possedent un indice de réfraction souvent élevé et sont douées d’un pouvoir rotatoire.

-Leur point d*ébullition varie de 160°C a 240°C.

6. Méthodes d’extraction :

L'extraction des huiles essentielles se fait par des procédés divers.

-Par distillation a la vapeur d'eau :
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6.1. Hydrodistillation :

Elle consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter dans un alambic rempli
d'eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées sur une

surface froide et I'huile essentielle se sépare par différence de densité [22].

6.2. Entrainement a la vapeur d'eau :

Le matériel végétal n'est pas en contact avec l'eau, la vapeur d'eau est injectée au travers de
la masse végétale disposée sur une grille perforée au-dessus de la base de l'alambic. La vapeur
pénétre les tissus de la plante et vaporise toutes les substances volatiles en éclatant les cellules
[48].

6.3. Hydrodiffusion :

Elle consiste a pulser de la vapeur d'eau a tres faible pression (<0. 1 Bar) a travers la masse

végetale, du haut vers le bas [49].

6.4.  Autres procedes :

Irradiation micro-onde (microw aveassisted proccss: MAP) est une technique récemment
développee et reportée par plusieurs auteurs. Elle permet I'extraction des huiles essentielles
d'une fagon a obtenir un bon rendement et au cours d'un temps limité [49].

Dans ce procédé, la plante est chauffée sélectivement par un rayonnement micro-ondes
dans une enceinte dont la pression est réduite de facon séquentielle [22].

Le MAP utilise les micro-ondes pour exciter les molécules d'eau présentes dans les tissus de
la plante en causant la rupture des cellules et la libération des huiles essentielles piegées.

Cette technique est appliquée aussi pour I'extraction des saponines a partir de quelques

plantes médicinales [49].

7. Purification et conservation :

La relative instabilité des molécules constitutives des huiles essentielles rend leur
conservation difficile. Les possibilités de dégradation sont nombreuses. Il convient de les
éviter en utilisant des flacons propres et secs en aluminium, en acier inoxydable ou en verre
teinté antiactinique, presque entierement remplis et fermés de facon étanche (l'espace libre
étant rempli d'azote ou d'un autre gaz inerte). Le stockage se fait a l'abri de la chaleur et de la

lumiére [22].
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Afin d'éliminer toute trace d'eau dans les huiles essentielles (HE), le distillat récupéré est
stocké au congélateur (-20°c) durant 24 h. On obtient ainsi une phase de I'eau congelée et une
phase surmontée de l'huile essentielle. Cette derniére est transférée vers d'autres tubes en

verre, stériles enveloppés et gardés au réfrigérateur a 4°c.

8. Toxicité des Huiles Essentielles :

Les HEs utilisées depuis des siécles présentent souvent des propriétés biologiques
intéressantes. Cependant, certaines d’entre-elles peuvent révéler une toxicité qui peut étre
redoutable en raison de leur passage par voie transdermique et de leur impact sur certaines
cibles de l'organisme. Elles peuvent par mésusage étre utilisées non diluées et s’avérer

toxiques en particulier chez ’enfant [50].

9. Composition chimique :

Les constituants des huiles essentielles appartiennent a deux grandes groupes, les
terpénoides d'une part et les composés aromatiques dérives du phénylpropane, beaucoup
moins fréquents d'autre part. Elles peuvent également renfermer divers produits issus de

processus dégradatifs mettant enjeu des constituants non volatils [22].

9.1. Deérivés terpeniques :

Les terpenes les plus volatils dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée sont les mono-

et sesquiterpenes qui sont des hydrocarbures avec une formule genérale (C 5Hg) [51].

1. Les monoterpénes (C10) :

Dans le cas des hydrocarbures, les composés monoterpeniques correspondent le plus
souvent a la formule brute C10H16.ils peuvent étre acycliques (myrcéne), monocycliques
(limonene) ou bicycliques (camphéne). lls constituent parfois plus de 90% de I'huile

essentielle.

e o

Myrcene Limonene Camphene

Figure 7 : Les monoterpenes
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Les monoterpenes regroupent de nombreuses fonctions :

a) alcools:

Acycliques (citronellol), monocyclique (menthol), bicycliques (fenchol).

OH

OH
OH

Citronellol Menthol Fenchol

Figure 8 : les fonctions alcools des monoterpenes

b) aldehydes :

Le plus souvent acycliques (citronellal).
c) Ester :

Acycliques (acétate de citronellyle), monocycliques (acétate de menthyle).

2. Les sesquiterpénes (C 15) :

Dont les variations structurales sont de méme nature que les monoterpénes, carbures,
alcools et cétones étant les plus frequents. L'allongement de la chaine farnésyldiphosphate
(FPP) accroit le nombre des cyclisations possibles, d'ou la tres grande variété des structures
connues [22]. Il est estimé qu'il y a plus de 1000 structures des monoterpénes et 3000
sesquiterpénes [51].

9.2.  Les composés phenoliques :

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés
par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés
avec un glucide. lls sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des
graines ou la maturation des fruits [52].

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en plusieurs classes qui se différencient

d’abord par la complexité du squelette, ensuite par le degré de modification de ce squelette
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(degré d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, etc.). Enfin par les liaisons possibles

de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, ...etc.) [53].

Parmi les composes phénoliques, dont plus de 8000 sont connus, les flavonoides, les

quinones phénoliques, les coumarines et d’autres classes existent en nombre consedirable

(Tableau 2)
(! I [ ¢
T S -
CH=CHCOH | E— e 0 -
4 ® )
oH ©
Figure 9 : Structures chimique de composés phenoligues.
Tableau 2 : Les principaux composés phénoliques
N° carbone | Squelette de base Classe Exemple
6 Cs Phénol simple Catéchol 1)
7 Cs-C1 Acides phénoliques Acide salicylique (2
o oo Acétophénones 3-acetyl-6-
méthoxybenzaldehyde(3)
- Acide - Acide caféique
hydroxycinnamique 4)
9 Ce-Cs - Phénylpropénes - Eugénol
- Coumaraines (5)
- Ombelliférone(6)
10 Ce-Cs Naphtoquinones Juglone(7)
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9.2.1.

Flavonoides :

ETUDE BEBLIOGRAPHIE

Les flavonoides sont des substances naturelles issues des plantes présentes dans tout le

regne végétal. Ce sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des

feuilles. Ils sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules

épidermiques des feuilles. Et sont susceptibles d’assurer la protection des tissus contre les

effets nocifs du rayonnement UV.

Les flavonoides sont des dérivés du noyau Flavone ou 2-phényl-chrome portant des

fonctions phénols libres, éthers ou glycosides.

Figure 10 : Noyau flavone.

Tableau 3 : classification des flavonoides.

Classes Structures chimiques R3’ R4’ R5’ Exemples
K]
- H OH H Apigenine
% 2 O]
Flavones @‘l - OH OH H Lutéonine
b
OH ) o
OH | OCHs H Deosmetine
RE H OH H Kaempférol
8]
o Q "
Flavonols OH OH H Quercétine
R5"
O
= OH OH OH Myrecétine
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Flavanols S . OH OH H Catéchine
H OH H Naringenine
Flavanones
OH OH H Eriodictyol
H OH H | Pelargonidine
Anthocyanidines OH | OH H Cyanidine
OH OH OH | Delphénidine
R5 R7 R4’
R? -
OH OH OH Genisteine
Isoflavones |
o O-
e Rd H OH Daidzeine
GLU
9.2.2. Lestannins:

Ce sont des composés phénoliques complexes d’origine végétale, ayant une masse
moléculaire comprise entre 500 et 3.000. En plus des réactions classiques des phénols, ils ont
la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et de rende la peau imputrescible en se
fixant sur les protéines.ll existe deux groupes de tanins différents par leur structure aussi bien
que par leur origine biosynthétique :

- Les tanins hydrolysables.

- Les tanins condensés.

9.2.3. Lescoumarines :

Sont des composés phénoliques ayant un squelette de base en C6-C3, généralement

hydroxylés en position 7, en 6,7 et en 6,7et 8.
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Figure 11 : Composé phénolique.

9.2.4. Les alcaloides :

Les alcaloides sont des composés azotés complexes, de nature basique, présentant
généralement de puissants effets physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons vegétaux
tres actifs, dotés d’une action spécifique.

Les alcaloides sont des héeterocycliques a caractére alcalin contenus essentiellement dans

les plantes.

=

Z

N

L

Pyridine

Piperidine

Figure 12 : Structure chimiques des alcaloides.

9.2.5. Lessaponines :

Les saponosides sont une classe d’hétérosides trés répandue chez les plantes et les animaux
marins. Ce sont des glycosides stériodique ou triterpeniques qui ont les propriétés de former

des solutions moussantes en présence d’eau et de précipiter le cholestérol.
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a) Composes aromatiques :

Ces composés sont des dérives du phénylpropane; il s'agit des noyauxaromatiques couplés
de chaines de 3 carbones (C3 -C3) donnant naissance a de nombreuses molécules chimiques
voisines les unes les autres [53]. On trouve également dans les huiles essentielles des

composés en C6-C1 comme la vanilline.

b)  Composés d'origines diverses :

Les polyphénols naturels peuvent varier de molécules simples telles que I'acide phénolique
a gros composés hautement polymérisées comme les tanins. Les formes conjuguées de
polyphénols sont les plus courantes, ou divers sucres, acides organiques et lipides (graisses)
sont liées a la structure phénolique [54].
Il s'agit 1a de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles:
» Composeés issus de la dégradation d'acides gras.
» Composeés issus de la degradation des terpenes.

> Composés azotés ou soufrés [22].

9.2.6. Effets des composés phéenoliques :

Il est actuellement admis que les polyphénols aident dans la prévention du cancer, la
protection contre les maladies cardiaques et I'hypertension [54]. L’ingestion de ces
polyphénols par I’intermédiaire des fruits et des légumes pourrait permettre a notre organisme
de renforcer ses moyens de défense, grace a leurs propriétés antioxydants, anti-

inflammatoires, et anticancéreuses.

10. Activités biologiques des extraits des plantes :

Plusieurs études ont montré que les huiles essentielles sont dotées d'activités biologiques

intéressantes.

- Activités Antioxydante des huiles sessntielles :

Les huiles essentielles comme antioxydants sont tres recherchées en détail pour étudier leur
réle protecteur vis-a-vis des lipides insaturés dans les cellules animales [51].

Elles montrent leurs actions comme des agents hépatoprotectives du vieillissement des
mammiféres. Dans le méme contexte, Youdim et Deans [55] ont trouvé que le régime a base

d'huile essentielle de thym et son composé majoritaire maintient des concentrations élevées en
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acides poly-insaturés, en particulier les chaines de Cyo et Cp2 dans les fractions
phospholipidiques du foie, le cerveau, Je rein et le coeur.

En plus, les huiles essentielles possédent des propriétés hypocholestérolémiantes en
protégeant contre le cancer. Cet effet est expliqué par l'inhibition de I'activité de 3-hydroxy-3-
méthylglutayl coenzyme A (HMG-CO A) réductase qui est une enzyme hépatique régulateur
de la synthése du cholestérol [55].

Le bornéol, cinéol, citral, géraniol, mentbone, menthol, fénchone, alcool fenchyl et .-
ionone sont responsables a la suppression de l'activité hépatique de cette enzyme [55].

Dans la médecine traditionnelle de Mali, la population locale utilise I'écorce d'un arbre,
Plelopsissuberosa pour traiter des ulcéres gastriques [56]. Les recherches ont montré que les
terpénoides préviennent la formation des ulceres et diminuent sa sévérité. Ces substances sont
capables par leur fraction lipophilique de réagir avec les parties lipidiques des membranes
cellulaires en stabilisant la fluidité de la membrane par la diminution de sa perméabilite.
Grace a leurs propriétés physico-chimiques et les configurations des molécules, elles peuvent
influencer les enzymes, les transporteurs, les canaux ioniques et les récepteurs [51].

Il est suggeré que les huiles volatiles puissent jouer un rdle cytostatique pour les cellules
tumoreuses. L'acide carnosique, camasol, l'acide carsolique, rosrnandiphénol et l'acide
rosmarinique sont doués de cette activité [51].

Grace a son activité antioxydante, le thym, l'origan, le marjolaine, la menthe verte, la
lavande et le basilic sont utilises dans l'industrie alimentaire afin de stabiliser certaines
denrées alimentaires [55].

Il est reporté que .-cymene-2,3-diol, Thymol et carvacrol [55,56].

De thym possedent des propriétés antioxydantes élevées. Cette puissance capacité est due a
la présence des groupes phénoliques OH qui sont capables de donner I'hydrogéne a des
radicaux peroxyde durant le premier stade de I'oxydation des lipides.

Teissedre et Watrhouse [55]. Ont pu démontrer qu'il y a une corrélation élevée (r=0.75)

entre les phénols des huiles essentielles et I'oxydation du LDL in vitro.

- Activité antimicrobienne :

Les huiles essentielles possédent des propriétés antimicrobiennes intéressantes et luttent
contre les maladies infectieuses d'origine bactérienne et fongique. L'activité antifongique des
huiles essentielles peut étre due a la présence des terpenes qui causent la rupture des

membranes fongiques et inhibent le développement des champignons.
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Les huiles essentielles permettent également la protection contre les champignons
phytopathogenes et les microorganismes envahissant les denrées alimentaires.

- Activité antiviral :

Les huiles essentielles riches en phénols ont montré une activité antivirale contre certains
virus notamment.

Les huiles essentielles des différentes familles botaniques présentent des actions
antivirales, mais le degré d'efficacité varie selon la souche et la structure virale. C'est en
raison de structures moléculaires particuliéres trouves dans chaque type viral, que les huiles
essentielles penetrent dans les entités a des degrés divers [57].

Les recherches ont découvert qu'un certain nombre d'huiles essentielles ont une activité
antivirale contre certaines souches virales de la grippe, les adénovirus, les souches de la fievre
glandulaire, de I’entérite virale, de I’entérocolite virale et le VIH-1 [58]. Des chercheurs ont
montré que certains composés spécifiques des huiles essentielles, testés séparément,
possedent une activité antivirale remarquable. 11 s'agit de l'acétate d'anéthole, carvone, béta-
caryophyllene, citral, eugénol, limonene, linalol et linalyle [59].

Les virus sont treés sensibles aux molécules aromatiques et certaines infections virales
graves peuvent montrer une grande amélioration par la phytothérapie [60]. La synergie entre
les composés d’huile tels que cinéole-monoterpénol a été utilisée pour traiter des infections
virales des voies respiratoires ; cétones et composes cryptones des huiles essentielles ont
montré une capacité de lutte contre les virus nus [61].

Plusieurs méthodes d’action antivirales ont été proposées pour les huiles essentielles bien
que pour leurs composés. Certaines huiles interferent avec la glycoprotéine de surface dans
I'enveloppe virale, empéchant ainsi I'attachement du virus avec la cellule héte. On croit que
les autres huiles attaquent le virus dans la cellule hote, possiblement au niveau de la

membrane cellulaire [59].

11.Applications des HE :

Les HE des plantes sont largement utilisés en aromathérapie, en pharmacie, en parfumerie,
en cosmétique et dans la conservation des aliments. Leur utilisation est liée a leurs larges

spectres d’activités biologiques reconnues [62,63].

- Applications en cosmétologie :

L'utilisation des HEs dans la production des produits cosmétiques peut avoir plusieurs fins,

comme un arbme agréable, assurant la protection contre les microorganismes et dans certains
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cas, améliorent les propriétés dermato-cosmétiques et la préservation des produits
cosmétiques [64]. Les problemes de cheveux comme les pellicules et la dermatite
séborrhéique causée par Malasseiziafurfur pouvait étre corrigée a l'aide d'huile de théier grace
a la présence de terpinen-4-ol qui s'est avéré efficace. L’ajout dHE comme agents colorant ou
odorant dans le produit cosmétique final est souvent déconseillée et considérée comme une

perte potentielle en raison de leur volatilité et leur caractére lipophile [65].

- Applications en santé et soins :

Des HEs ont été utilisés depuis des siecles dans la guérison, la modification des humeurs et
I'amélioration de la conscience [66]. Elle affecte I'état émotionnel, mental, spirituel et
physique d'un étre humain. Quelques études montrent que les composés aromatiques peuvent
exercer des effets sur le cerveau, en particulier sur I'nypothalamus et le systeme limbique (le
siége des émotions). Certaines HEs peuvent considérablement augmenter I'oxygénation et
I'activité du cerveau, et inhiber la croissance bactérienne [67].

L’usage des HEs en médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte de processus
de synthése organique et la naissance de I’industrie pharmaceutique. Elles sont considérées
comme un réservoir irremplacable des principes actifs [68].

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les HE pour traiter un
certain nombre de maladies. En effet, les HEs sont largement utilisés pour traiter certaines
maladies internes et externes (infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux
ou nerveux). En médecine dentaire, plusieurs HEs ont donné des résultats cliniques trés
satisfaisants dans la désinfection de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la
prévention des caries [56]. De méme, des études trés récentes ont montré que le géraniol a une
action sur les cellules cancéreuses du colon [69], en plus de I’activité anti-inflammatoire,

récemment mise enévidence par SIANI [70].

- Applications en industrie alimentaire :

Dans ces derniéres années, une attention croissante est tirée vers I’exploration des
ressources naturelles a cause de la demande élevée des aliments sans additifs chimiques
synthétiques, les HE par leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydantes sont considérées
le leader pour répondre a cette tendance [71].

Les HEs peuvent servir d'additifs alimentaires ou d’agents de conservation qui soutiennent
la production, la transformation et maintiennent les propriétés organoleptiques désirées. Elles

peuvent assurer plusieurs fonctions dans l'industrie alimentaire tel que ’amélioration de la
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g sq°

contrble d'acidité/alcalinité ; I’amélioration de la saveur et la couleur [72].

- Comme agent de conservation :

les huiles essentielles peuvent servir d’agents antimicrobiens ou d'antioxydants, comme
agents antimicrobiens, elles empéchent la croissance des moisissures, levures et bactéries,
comme agents antioxydants, elles empéchent les aliments de rancissement, brunissement et
développement de black spots, par la suppression de la réaction qui se produit lorsque les
aliments se combinent avec l'oxygéne en présence de lumiére, la chaleur et certains métaux
afin de minimiser les dommages & certains acides aminés essentiels et la perte de certaines

vitamines [67].
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IVV.Evaluation de I’activité antioxydant et antibactérienne des

huiles essentielles

1. Evaluation de I’activité antioxydante :

Les méthodes d’évaluation du caractére antioxydant sont nombreuses et peuvent étre
qualitatives ou quantitatives. La méthode qualitatives, utilisée pour repérer [’activité
antioxydant de Composés, sont relativement peu hombreuses et font intervenir en général, la
coloration ou la décoloration d’un réactif spécifique en présence d’agents antioxydants. Une
des méthodes les plus utilisées pour la détection d’antioxydants est la chromatographie sur
couche mince (CCM), qui donne naissance a des réactions colorées en présence de tels
composés [73].

D’autres méthodes, moins pratiques, nécessitent la pulvérisation successive de deux
solutions différentes. Une méthode a phase reversée de la chromatographie (CCM), combinée
avec la détection visuelle pour I’évaluation de I’activité de balayage de radical libre des
fractions antioxydantes en employant le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH) [74].

En ce qui concerne I’évaluation quantitative de D’activité antioxydante, beaucoup de
méthodes peuvent étre appliquées pour estimer directement ’activité antioxydante. La
génération de radical libre est directement reliée avec I’oxydation dans les nourritures et les
systéemes biologiques. Les meéthodes principales comportent le balayage des radicaux de
superoxyde (O2) ; le balayage de peroxyle d’hydrogene (H202) ; le balayage d’acide
hypochloreux (HOCI) ; le balayage du radical d’hydroxyle (OH) ou le balayage du radical de
peroxyle (ROO) [74].

La plupart des méthodes sont basées sur 1’utilisation de systémes générant des radicaux
trés variés. Ce sont principalement des méthodes dites "d’inhibition " dans lesquelles une
espece chimique capable de générer des radicaux libres est utilisée avec une substance
capable de détecter ces especes. L’échantillon dont on souhaite mesurer le pouvoir
antioxydant est capable d’inhiber la génération des radicaux. Compte tenu de la complexité
des processus d’oxydation, il n’existe pas de méthode unique qui permettrait de refléter le
profil antioxydant d’un échantillon. C’est pourquoi, on effectue différents tests de mesure de
pouvoir antioxydant [75].

Les antioxydants peuvent réagir a différentes étapes du procédé d’oxydation et ils peuvent
avoir plus d’un mécanisme d’action, ce qui ne facilite pas leur classification [76].

Selon Huang [77], les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro peuvent

étre divisées en deux grandes catégories suivant les réactions mises en jeu :
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Les tests basés sur le transfert d’un atome d’hydrogéne (HAT, Hydrogen Atom Transfer),
dans lequel I’antioxydant et le substrat sont en compétition pour les radicaux peroxyles

ROO*:

ROO® + AH 1 % ROOH + A®

ROO® + LH ! > ROOH + L*

Les tests basés sur le transfert d’un ¢lectron (SET, Single Electron Transfer), dans le cadre
desquels on mesure la capacité d’un antioxydant a réduire un oxydant, qui change de couleur
quand il est réduit :

M(n) + e- (de AH) T > AH*++ M (n-1)

Il existe de nombreuses methodes de mesure de I’activité antioxydante [78].

Les méthodes d’évaluation du caractére antioxydant sont nombreuses et peuvent éEtre
qualitatives ou quantitatives. La méthode qualitatives, utilisée pour repérer Iactivité
antioxydant de Composeés, sont relativement peu nombreuses et font intervenir en général, la
coloration ou la décoloration d’un réactif spécifique en présence d’agents antioxydants. Une
des méthodes les plus utilisées pour la détection d’antioxydants est la chromatographie sur
couche mince (CCM), qui donne naissance a des reactions colorées en présence de tels
composeés [73].

D’autres méthodes, moins pratiques, nécessitent la pulvérisation successive de deux
solutions différentes. Une méthode a phase reversée de la chromatographie (CCM), combinée
avec la détection visuelle pour I’évaluation de I’activité de balayage de radical libre des

fractions antioxydantes en employant le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH?®) [74].

2. Evaluation de Pactivité antibactérienne :

L’objectif principale de cette partie est la présentation de 1’action antimicrobienne des
huiles essentielles, des mécanismes d’action de ces composes sur les microorganismes et des
certaines facteurs déterminant cette activité. Les huiles essentielles ou les volatiles, sont des
liguides aromatiques obtenues a partir de déférentes partie de plante (fleurs, graines, feuilles,

fruits, ...) le plus souvent par la méthode de hydrodistilltion.
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Les trapénoides et les phénylpropanoides constituent les composants actifs les plus
importantes des huiles essentielles, dont les mono- et sesquiterpénoides forment la majeure
partie.

Les huiles essentielles peuvent comporter plus de soixante composants différents dont le
composant majeur peut constituer plus de 85% [79].

2.1. Le mode d’action antimicrobienne des huiles essentielles :

La variabilité des quantités et des profils des composants des HEs, il est probable que leur
activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a plusieurs sites
d’action au niveau cellulaire [80]. De facongénérale, il a été observé une diversité d’action
toxique des HEs sur les bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la
perturbation de la force motrice de proton, fuite d’électron et la coagulation du continu
proteique des cellules. Le mode d’action des HEsdépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétre dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane, une
perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ion (K*): ce mécanisme a été observé avec
I’huile de I’arbre a thé sur les bactéries Gram+ (staphylococcus aureus) et Gram (E.coli) et
levure (candida albicans) in vitro [81].

Certains composes phénoliques des HEs interférent avec les protéines de la membrane des
micro-organismes comme 1’enzyme ATP ase, soit par action direct sur la partie hydrophobe
de la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la membrane
prévenant la phosphorylation de I’ADP.

Les HEs peuvent inhiber la synthése de DNA, RNA des protéines et des polysaccharides
inhibition de la décarboxylation des acides aminés chez Entérobactérie.

Les études sur les mécanismes d’action de cette activité sont en nombre négligeable.
Jusqu’a présent, il n’existe pas d’étude peuvent nous donner une idée claire et préecise sur le
mode d’action des HEs. Etant donné la complexité de leur composition chimique, tout laisse a
penser que ce mode d’action est assez complexe et difficile a cerner du point de vue

moléculaire.
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2.2.  Huile essentielle comme agents antimicrobiens :

Les extraits aromatiques des plantes ont été utilisés dans différentes formulation, comme
pour les médicaments et la parfumerie [82].

Les huiles essentielles ont été considérées comme les agents antimicrobiens les plus
efficaces présents dans ces plantes. Les qualités antimicrobiennes des PAM sont connues
depuis I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20siécle pour que les
scientifiques commencent a s’y intéresser. Ces propriétés antimicrobiennes sont dues a la
fraction des HEs contenue dans les plantes. Il existe aujourd’hui approximativement 3000
huiles, dont environ sont réellement commercialisées, destinées principalement a I’industrie
des arbmes et des parfums. Mais la tendance actuelle des consommateurs a rechercher une
alimentation plus naturelle, a entraine un regain d’interét des scientifiques pour ces substances
[83].

Depuis deux décennies, des études ont eété menées sur le développement de nouvelles
applications et I’exploitation des proprietés naturelles des HEs dans le domaine alimentaire.
Les effets antimicrobiens de différentes especes d’herbes et d’épices sont connus depuis
longtemps et mis a profit pour augmenter la durée de vie des aliments.

Ainsi, les HEs, actuellement employees comme arébmes alimentaires sont également
connues pour posséder des activités antimicrobiennes et pourraient donc servir d’agents de
conservations alimentaires, ou approuver comme additifs alimentaires par la Food and Drug
Administration. IIs n’ont, par conséquent, pas besoin d’autorisation d’emploi dans les
aliments ; cependant, des études préalables sont nécessaires afin de mieux cerner leur activité
antimicrobienne. Les HES sont un spectre d’action tres large puisqu’elles inhibaient aussi bien
la croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures. Leur activité
antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en particulier
de la nature de leurs composés volatiles majeurs [84].

Elles agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthése
de leurs toxines. Pour les levures, elles agissent sur la biomasse et la production des pseudo-
mycéliums alors qu’elles inhibent la germination des spores, I’élongation du mycélium, la

sporulation et la production de toxines chez les moisissures.
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1. Maté&iel vegéal :

Pistacia lentiscus (Figure 13), est notre choix de plante comme sujet d’étude dans ce

préent travail.

Ce choix est basénon seulement par les nombreuses utilisations traditionnelles qui en sont
répertoriées, mais aussi par le fait qu’il s’agit d’une plante trés abondante localement et

relativement peu éudiee en Algé&ie.

Sur cette base, nous avons étudiée 1’huile essentielle (HE) des feuilles de Pistacia lentiscus
(Figure 14 et 15) qui ont ééreolté dans la région de RAMKA de la wilaya de RELIZANE
(figure 16).

Figure 13 : pr&entation de Pistacia lentiscus

Figure 14 : les feuilles de Figure 15 : les feuilles de
Pistacia lentiscus avent sé&hage. Pistacia lentiscus apres séhage.
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Figure 16 : Carte géographique de la région de RELIZANE (https://www.google.dz)
2. Pé&iode de la r&olte du maté&iel vegéal -

Au mois de, janvier et février 2018, la réeolte du maté&iel vegéal a éé effectuee(les

feuilles de Pistacia lentiscus).
3. Conservation du maté&iel vegéal :

Une fois le tri du maté&iel vééal est terminé& notre plante est lavée soigneusement al'eau
froide puis sé&hé par la suite al'ombre et atempé&ature ambiante dans un endroit aé€e. Pour
faciliter le s&hage, les &hantillons sont brassé& chaque jour, surtout au désut du celui-ci.
L’étape de séchage sgourne environ de 15 & 20 jours, elle poursuivit par I'éape de
conservation dans des sacs en papier et transport€au laboratoire p&lagogique de chimie de
notre faculté par la suite avant le broyage la plante est chaufféle dans 1I’étuve a température
60 <C pendant 24 h.

4. Méthode d’extraction de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus :

L’extraction de I’HE de la Pistacia lentiscus a ¢été effectuée par la technique
d’hydrodistillation sur un appareil de type Clevenger (Figure 17). Au cours de chaque essali,
100 g de matié&e premi&e a éétraité dans 1L d’eau distillé. La durée d’extraction est
optimisé€e par une étude cinétique, elle est de I’ordre de 90 minutes. Auparavant, I’humidité
des différents échantillons a été déterminée afin d’exprimer le rendement en HE (volume en
ml) par rapport a 100 g de la matiere seche. L’HE a été stocké a 4 °C a l'obscurité en présence

de sulfate de sodium anhydre.
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Figure 17 : Montage clevenger

5. Description de I’appareil de distillation :

Le montage Clevenger est dé&igné par le nom de son inventeur, Joseph Franklin
Clevenger, qui I’a publi¢ en 1928. Quelques modées existent. Le plus commun (figure 17) est
une piéce de verrerie modifiée, celle que 1’on voit au-dessus du ballon. Le ballon, de taille
variable, contient de 1’eau que 1’on fait bouillir et la plante a extraire. La vapeur monte dans le
montage jusqu’a un condensateur (hors de la photo), et le condensat retombe dans la petite burette
que 1’on voit a droite. L’huile flotte sur 1’eau, qui est pour sa part progressivement renvoyée dans
le ballon chauffé par le conduit en diagonale. Apres 2 h d’extraction, on peut mesurer directement

dans la burette le volume d’huile recueilli.

6. La cinétique d’extraction :

La cinétique d’extraction de I’HE a partir des feuilles de Pistacia lentiscus est baseé sur le
controle du volume (ml) de I’extrait par rapport au temps (min), pour déerminer le temps

maximal (tmax) nécessaire d’extraire la quantité maximale de 1’huile.

7. Analyse de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus :

7.1. Détermination de la matiére séche et de ’humidité

La matiée seshe est déerminée selon la norme NFB51-004 a partir d’une masse E de
matiée vé&yéale introduite dans un creuset tar& puis se&hédans une éuve a105 C° jusqu’a

poids constant.
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Apres refroidissement le creuset est peseé Le taux de matiee séshe (MS%) est :
MS(%)= S/E x100
S : Masse du creuset taré&aprés dessiccation
E : Masse de la matiere vegéale
A partir du pourcentage de la matiére séche on peut calculer I’humidité en pourcentages H(%)
H(%)=100% — MS%
MS% : du pourcentage de la matiere séhe

7.2. Calcul du rendement :

Le rendement en huile essentielle est d&fini comme éant le rapport entre la masse d'huile

essentielle obtenue et la masse seehe du maté&iel végé&al atraiter [85].
R=(m/m,) x 100
m: la masse de I'huile essentielle (g).

mo: la masse du maté&iel veégéal sec (Q).

7.3. Ladensité:

La densitéest calculé par le rapport de la masse d’un certain volume d’HE a 20 °C a la
masse d’un volume égale d’eau distillé a 20 °C. Ceci est effectu€ a ’aide d’un pycnométre de
capacité de 5Sml, on pese successivement des volumes égaux d’huile essentielle et d’eau
distillé ala température ambiante (20 °C). En remplit le pycnométre avec de 1’eau distillée
réeemment bouillie, puis refroidie aux environs de 25 <C. On plonge le pycnométre dans un
bain marie, jusqu’a équilibre de la température aux environs de 20°C et on le retire. Apres
essuyage, on pese le pycnométre, en remplacent 1’eau par 1’huile essentielle. Et en appliquant

la formule suivante :
D=mz2—mo/ mi—mo
mo : la masse (g) du pycnometre vide.
Mz : la masse (g) du pycnomeétre rempli d’eau distillée.

My : la masse (g) du pycnometre rempli d’HE.
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7.4. Indice de réfraction :

Les indices de réraction sont mesurés al'aide d'un refractomére [86], ala tempé&ature

ambiante puis ramené& &20<C par la formule :
Nao = Ne+ 0,00045 (T-20<C)
N2o : indice &20C,
Nt : indice ala tempé&ature ambiante ou de mesure

T : tempé&ature ambiante ou de mesure

8. Dosage des polyphénols totaux:

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des méabolites secondaires caract&isés par la
présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec
un glucide. lls sont préents dans toutes les parties des veégéaux sup€ieurs (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la germination des graines ou la maturation

des fruits. Les plus repréentés sont les anthocyanes, les flavono'des et les tannins.

La teneur en composés phénoliques de I’HE de Pistacia lentiscus est estimé par la

méthode de Folin-Ciocalteu selon. [87]

La méhode se base sur la ré&luction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique
(WO4%) phosphomolybdique ( MoO4?) de réactif de Folin par les groupement oxydables des
composé& phénoliques, conduisant ala formation de produits de ré&luction de couleur bleu.
Ces derniers pré&entent un maximum d'absorption & 765 nm dont l'intensité est

proportionnelle ala quantitéde polyphénols préents dans I'é&hantillon. [88]

Brievement, 1ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 ul d'échantillon ou
standard préparés dans I’eau distillée avec des dilutions convenables, Aprés 4 min, 800 pl
d'une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionné& au milieu réctionnel.

Apres 2 h d'incubation atempé&ature ambiante I'absorbance est mesuré a765nm.

La concentration des polyphénols totaux est calculée apartir de I'é&uation de ré&gression de

la gamme d'é&alonnage éablie avec l'acide galliqgue (0-200 pg/ml) et est exprimé en
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microgramme d'é&juivalent d'acide gallique par milligramme d'huile (g Eq Acide gallique/mg
d’huile).

9. Dosage des flavono'des :

La méhode du trichlorure d'aluminium [89] est utilisé& pour quantifier les flavono'des
dans I’huile de Pistacia lentiscus. 1 ml d'échantillon ou standard (préparés dans le méthanol)
est ajoutéal ml de la solution d'AICI3 (2% dans le méhanol). Aprés 10 min de reaction,
I'absorbance est lue @430 nm. La concentration des flavono'des est déluite apartir d'une
gamme d'éalonnage éablie avec la quercéine (0-40pg/ml) est exprimés en microgramme

d'équivalent de quercétine par milligramme d’huile (ug Eqquercétine/mg d'huile).
10. Dosage des tannins :

Le dosage des tannins condensés dans I’huile fixe de Pistacia lentiscus est effectué selon la
meéthode de Broadhurst et Jones (1978), modifié par Heimler 2006 [90]. Le principe de ce
dosage est basésur la fixation du groupement aldénydique de vanilline sur le carbone 6 du
cycle A de la caté&hine pour former un complexe chromophore rouge qui donne une

absorbance &500 nm.

a 400ul de chaque extrait, sont ajoutés 3 ml d’une solution éthanolique a 4% de vanilline et
1.5 ml d’acide chlorhydrique concentré. Apres 15min d’incubation, 1’absorbance est lue a 500
nm. La concentration des tannins condensés est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage
éablie avec la caté&hine (0 - 300 pg/ml) et sont exprimées en milligramme d’équivalent
caté&hine par un gramme de plante seche (mg ECat/g de plante seehe).Tous les essais sont

reproduits au moins trois fois.

La concentration des tannins est déluite apartir d'une gamme d'éalonnage éablie avec la
cat&hine (0-300pg/ml) est exprimé en microgramme d'éuivalent de caté&hine par

milligramme d’huile (ng Eq catéchine/mg d'huile).

11. Etude du pouvoir antioxydante de I’huile essentielle de Pistacia

lentiscus :

De nombreuses méhodes sont utiliseées pour I'éaluation de l'activité antioxydante des
composé& phénoliques purs ou des extraits. La plupart de ces mé&hodes sont basées sur la

coloration ou la dé&oloration d'un réuctif dans le milieu réctionnel [91]. Les extraits sont
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utilisé pour évaluer leur pouvoir antioxydante par la mé&hode de pi&eage du radical DPPH"

(1,1-Diphéyl-2-picrylhydrazyl).

Le DPPHe est un radical libre stable de couleur violacée qui donne une absorbance a
517nm. En préence de composé anti-radicalaires, le radical DPPHe est réduit et change de
couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées & 517 nm servent & calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPHe, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de

I’échantillon (Figure 18) [92].

NO

| HOR —"
NO
1.1-Dhphdnyl-2-pacrylhydmnzyl (DPPHY) (DPPH)YH
violet jaune

Figure 18 : Réaction d’un donneur d’hydrogéne (antioxydant) avec le radicale DPPH"
11.1. Test du DPPH* sur CCM d’huile essentielle du Pistacia lentiscus

Pour mettre en évidence 1’activité antioxydante des HE, nous avons effectuéle test DPPH

sur chromatographie sur couche mince (CCM) selon la mé&hode de Bektas [93].

Le principe du test se résume en ré&luction du radical 2,2-diphéyle 1-picrylhydrazyle
(DPPH") par les substances anti-radicalaires qui sont dans notre cas les huiles essentielles.
Une dilution de 1:1 de chaque HE est préaré dans le mé&hanol. Aprés dilution, un volume
de 15 pl de I’huile est déposé sur une plaque CCM (MERCK : TLC silicagel 60 F254 glass
plate) en plus d’une solution témoin de vitamine C a 2mg/ml. La phase mobile est composée
de méthanol et ’eau & un ratio de (1:1). La révélation est effectuée par pulvé&isation d’une
solution 0.016 % de DPPH® dans le méthanol suivie d’une incubation &une tempé&ature
ambiante pendant 30 min. Le blanchissement de la couleur du DPPH" par des spots jaunes, sur

fond violé, est I’indication d’une activité antioxydante.
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11.2. Test du DPPH’ par spectro photométrique d’huile du Pistacia

lentiscus :

Le principe du test se ré&ume en la capacitédes huiles aré&luire le radical libre DPPH" (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncé, qui se transforme en coloration
jaunare (aprés ré&luction). Cette déoloration est mesurable par spectrophotomérique [94].

Le test de DPPH est ralisé en suivant la méhode dérite par [93]. OS50 de
chacune des solutions méhanoliques des HE testées adiffé&entes concentrations (0.9, 1.8, 2.7,
3.6,4.5, 54, 6.3, 7.0, 8.1, 9.0 mg/ml) sont mélangées avec Sml d’une solution méthanolique
de DPPH (0.004%). Apres une période d’incubation de 30 min a une température ambiante a

I’obscurité, I’absorbance est lue 4 517nm.
11.3. Détermination du pourcentage d’inhibition :

Selon SHARIFIFAR [95], I’inhibition du radical libre de DPPH" en pourcentage (1%) est

calculé de la maniée suivante :
| % = [(A blanc — A é:hantillon) /A blanc] x 100
A pianc . Absorbance du blanc (DPPH dans le mé&hanol)

A &hantillon - Absorbance du composéd'essai.

Les concentrations en HE en fonction des pourcentages du DPPH inhibés, ont &étracées a
la fin de la réction afin d'obtenir l'index 1C50. Ce paramére est défini comme la
concentration d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH initiale de 50%
[95].

12. Activitéantibacté&ienne des HE :

12.1. Maté&riel biologique :

Notre travail a &é effectué au sein du laboratoire des microbiologie, des aliments
fonctionnels et de la santé( LMBAFS ) de la facultédes sciences exacte et informatique,
I’université Abdelhamid Ibn Badis a Mostaganem. Les meéhodes utilisés pour éudier
I’interaction entre les HES et les espeses microbiennes sont baseées sur la diffusion de cette

huile dans des milieux de culture pour inhiber la croissance d’un microorganisme pathogéne.
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12.2. Origine des souches microbiennes :

Les souches utilisées dans ce travail comportent des souches pathogenes qui proviennent de la
collection du laboratoire LMBAFS.

Tableau 4 : la nature et 1’origine de différentes souches pathogénes utilisées.

Souches Ré&é&ence

Staphylococcus aureus ATCC 33862
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bacillus cereus ATCC 10876

Bacillus subtilis ATCC 6633
Condidaalbicans ATCC10231
Aspergillus niger ATCC 106406

12.3. Milieux de culture :

Nous avons utiliséles milieux de culture suivants :

- Géose Nutritive pour la conservation des souches bact&iennes.

- Bouillon Nutritif pour I’enrichissement de 1’inoculum.

- G@ose de Mueller Hinton pour I'éude de la sensibilitédes souches bacté&iennes aux
diffé@ents extraits.

> Milieu de bouillon nutritif :

Milieu universels pour la culture, croissance, et la numéation des germes peu exigeants

dans les eaux, les boissons et les produits biologiques.

Tableau 5 : composition de bouillon nutritif. (g/l)

Peptone 10
Extrait de viande 5
Chlorure de sodium 5
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» Milieu de Mueller Hinton :

Milieu non séectif pour I’étude de la sensibilité ou la résistance des germes pathogénes
envers les antibiotiques et les sulfamides. 1l constitue également un excellent milieu de base

pour la fabrication de g&oses au sang.

Tableau 6 : composition de Muller Hinton (g/l)

Extrait de viande 3
Hydrolysat acide de caséne 17.5
Amidon 1.5

Agar 16

12.4. Réactivation de souches pathogenes :

Les souches bact&iennes choisies ont &eérevivifiés et repiquees dans la géose nutritive,
puis incubées ades tempé&atures optimales de développements (37C<) pendant 18 heures pour
I’obtention d’une culture jeune. Par la suite, des suspensions troubles de ces souches seront
réalisées en prélevant 3 a 5 colonies bien isolées et identiques. On les dépose dans 5 ml d’eau
physiologique st&ile puis on agite au vortex. Les concentrations bactériennes de 1’inoculum
sont éalués par turbiditéet sont exprimées par la mesure de la densitéoptique (DO a625
nm) sur un spectrophotométre. Une DO de 0.08 &0.1 correspond &une concentration de 108
UFC/mI [96-100].

12.5. Test de ’aromatogramme (méthode des disques) :

Pour réaliser le test de I’aromatogramme, nous avons réalisé par les €tapes suivantes :

e Une suspension de chaque germe est préparée dans 1’eau physiologique stérile et ajustée a
environ 108 UFC/ml.

e Chaque souche est ensemencee par inondation sur des boites de péri contenant le milieu
Muller—Hinton. La surface des milieux est ensuite sé&hé sous hotte &flux laminaire en
laissant le couvercle des boites de péri |&é&ement ouvert.

e D&aG de disques (papier Whatman sté&iles de 0.6 cm de diamétre) pré&lablement
imprégnés de 15 pl d’HE a la surface du milieu Muller—Hinton (MH) contenant une
souche donnés [93,101].

e Enfin, les boites sont incubées &37 <T pendant 18 a24 heures [102].
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La figure 19 représente les étapes du test de I’aromatogramme

] T

S

1)Réctivation 2)Incubation & 3)Dépose 3 ab 4)Préparation des
des souches dans tempé&atures colonies dans concentrations de
la g&ose (37C9 pendant 5 ml d’eau bact&iennes
nutritive 18 heures physiologique I’inoculum de 108
LIEC/mI

5)Chaque souche 6)La surface des 7)Dé&a de 8)D&G de 15 U

est ensemencee milieux est ensuite disques ala d’HE &ala surface
par inondation sur s&heé sous hotte a surface du MH de disques
des boites de péri flux laminaire

Figure 19 : Test de I’aromatogramme (méthode des disques)

Les résultats sont évalués par la mesure de diamétre de la zone d’inhibition en mm. La
sensibilitéou la résistance des souches est exprimeée en suivant les fourchettes des diamétres
donnéss par BELAICHE [59].

12.6. D&ermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Généalement la concentration minimale inhibitrice (CMI) est considé&é comme &ant la
plus faible concentration de substance antimicrobienne capable d’inhiber la croissance visible

d’un microorganisme donné aprés un temps d’incubation de 24h.

La déermination de la CMI a éérailise par la Mé&hode de micro dilution sur milieu
liquide selon CLSI (Clinical and Laborztory Standards Institute 2008) (figure 20).
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¢ 200 ul de I'huile essentielle
a tester sont introduits dans
le premier puits.

¢ 100 ul de bouillon nutritif
est déposé dans chaque
puits.

e Puis une dilution
jusqu’au 11 &me puits.

Puis, incuber &37° | Puis 100 pl de

C pendant 24h #[ I'inoculum est ajouté ,
dans chaque puits.

Figure 20: la mé&hode de micro dilution

Dans cette technique, des microplaques afond rond (96puits) sont utilisés pour
déerminer la concentration minimale inhibitrice, dans chaque ligne de la microplaque, est
dé&os€100 i du bouillon nutritif.

Ensuit, 200 pl de ’extrait brut a tester sont introduits dans le premier puits. Aprés avoir
bien mé&angéle contenu du premier puits ,100 | est prdevé puis déposédans le 2%™puits, et
ainsi de suite jusqu’au 11" puits ou 100 i restants sont diminés. Par consé&juent, nous
obtenons une dilution ¥ entre chaque puits .le dernier puits repréentent le ténoin néatifs : le
puits n<12 contient uniquement le bouillon nutritif.

Enfin, 100 pl de I’inoculum (1*10® UFC/mI) est ajoutédans chaque puits. Les
microplagues sont scellées et incubé&s a37 <C pendant 24h.

D
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RESULTATS ET DISCUSION :

1. Optimisation de la cinétique d’extraction :

Le controle de la cinétique d’extraction de I’huile essentielle a partir des feuilles de
Pistacia lentiscus par hydrodistillation sur un appareil de type Clevenger, est représenté sur la

(figure 21), le volume d’huile essentielle en ml par rapport du temps d’extraction en minutes.
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Figure 21 : la cinétique d’extraction

Ceci nous permis de déterminer le temps nécessaire d’extraire le maximum de 1’huile tmax

qui est de 80 min pour chaque opération.

2. Determination de la teneur en eau

Les végétaux sont riches en eau, les analyses de nos échantillons (les feuilles de Pistacia
lentiscus) ont révélé un taux d’humidité d’environ 41% cela signifié que environs la moitié du
poids de la plante fraiche est constituée d’eau.

Nous constatons selon (figure22) que Pistacia lentiscus comprend des proportions
approximativement équivalentes en matiére séche et eau.

Figure 22 : Taux d’humidité des feuilles
Pestacia lentiscus.
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3. Détermination du rendement :

Le rendement moyen d’H E pour 100 g de matiere végétale est de 0,45%. L’huile essentielle
obtenue (figure 23) présente un aspect liquide et limpide, elle est de couleur jaune dégageant
une odeur aromatique, tres puissante et pénétrante, Nos résultats sont proche a ceux obtenu
par Ferradji, (2011) [38] qui étaient un rendement en huile de I’ordre de 0.16%, 0,14- 0,17%
du poids des feuilles de Pistacia lentiscus L. respectivement. Ces quantités sont tres faibles
par rapport a celles décrites dans la littérature Hamdan, et al.,(2004) [36] il est de l'ordre
1.26%.

Figure 23 :I’huile essentielle de pistatia
lentiscus

4. Détermination de la densité :

La détermination de la densité d’une huile essentielle nous renseigne sur sa purete. Elle est
en fonction de la composition chimique des huiles. Dans notre étude,nous avons déterminé ce

critére de pureté a la température 20 °C, chez toutes les huiles extraites.

Les résultats révelent que les valeurs moyennes des densités varient de 0,8003 g/ml est

inferieur de celle de I’eau 0,998.

La comparaison des densités de nos huiles avec d’autres résultats d’étude des différentes

régions en Algeérie, montre qu’elles sont trés proches.
5. Détermination de I’indice de réfraction :

Quant aux indices de réfraction des HEs, ils ont été calculés et ramenés a 20°C a 1’aide

d’un réfractomeétre est :N¢= 1,4828
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Les résultats, montrent que les indices de réfraction des I’huiles possedent des valeurs tres
proches les unes des autres et cela quelque soit I’espéce étudiée. Et est supérieures a 1’indice

de réfraction de 1’eau qui est de 1,3356.

6. Analyse de I’Huile fixe de Pistacia lentiscus
Les analyses quantitatives des polyphénols, des flavonoides et des tannins sont déterminées
a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage exprimées
successivement en pg équivalent d’acide gallique, pg équivalent de quercétine et en pug de
catéchine par mg de 1’huile végétale de Pistacia lentiscus. (figures 24, 25 et 26).
6.1. Dosage des polyphénols totaux
La figure 24 représente la courbe d’étalonnage d’acide gallique en pg en fonction de

I’ Absorbance.

y = 0,0457x + 0,013
1 R?=0,9973

O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Acide gallique (ug)

Absorbance a 765 nm
o
(6]

Figure 24 : Courbe d'étalonnage des composés phénoliques totaux

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que la teneur de 1’huile essentiel des feuilles de
Pistacia lentiscus en polyphénols est 44,463 ugEq AG/mg de I’huile de Pistacia lentiscus.

Ebrahimzadeh et al., (2008) [103] montrent que les extraits des feuilles de Pistacia
lentiscus. exhibent57 mg/ml en polyphénols. Le méme auteur signale que les teneurs en
flavonoides (8.21 mg Eq Q/ g) ont été trouvées avec I’extrait hydroalcoolique des feuilles de
Pistacia lentiscus.

Boizot, N, (2006) [80] indique que la teneur en polyphénols totaux et flavonoides dans
I’extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus, a différent saisons, prélevement en juin (
2007 ) est de I’ordre 349.843mg/g pour les polyphénols et la teneur en flavonoides est 54.244
mg/g, prelevement en novembre (2007) teneur en polyphénols totaux et en flavonoides
égalent 348.539mg/g en mois Janvier (2008) la teneur en polyphénols totaux égale
365.502mg/g et 58.2.99 mg/g pour les flavonoides, prélévement d’Avril (2008) la teneur en
polyphénols est de I’ordre 344.62 mg/g et 58.414 mg/g pour les flavonoides.
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6.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est contrélé par la courbe d’étalonnage du quercétine (figure 25)

y =0,0538x + 0,0223
R?=0,9969

Absorbance a 430 nm
=
|

0 T T T 1
0 10 20 30 40

Quercétine (ug)

Figure 25 : courbe d'étalonnage des flavonoides totaux

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode du trichlorure
d’aluminium réveéle que la teneur de I’huile essentiel des feuilles de Pistacia lentiscusen

flavonoides est 20,105 ug Eq Q/mg de I’huile de Pistacia lentiscus.

Cos, P (1998) [16] affirmées que les flavonoides des extraits des feuilles de Pistacia
lentiscus. Sont concentrés principalement au niveau de la phase aqueuse du chloroforme avec
270,10 mg /g d’extrait. Ceci est peut étre di a la présence d’une fraction osidique qui rend ces
flavonoides trés solubles dans 1’eau. Ces auteures notent que les extraits organiques de
chloroforme et acétate d’éthyle des feuilles de Pistacia lentiscus, sont riches en phénols

totaux et flavonoides.

Atmani et al., (2009) [104] indique que les feuilles de Pistacia lentiscus, récolté du
Bejaia. Sont plus riches en phénols totaux (136.25 mg Eq AG / g d’extrait) Alors que ont

trouvé une faible teneur en flavonoides (12.93 mg Eq quercétine/ g d’huile essentielle
6.3. Dosage des tannins

Pour quantifier la quantité des tannins en utilise la courbe d’étalonnage de quatichine (ug)

en fonction de 1’ Absorbance (figure 26).
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Figure 26 :courbe d'étalonnage des tannins

la teneur d’HE des feuilles de Pistacia lentiscus en Tannin est de 14,179 qui est faible

comparant a la teneur des flavonoides qui.

Bampouli et al., (2015) ont montré aussi que le contenu total des composés phénoliques
pour les feuilles fraiches de Pistacia lentiscus, variait de 147,99 a 314,88 mg Eq AG/g
d'extrait sec, tandis que pour ceux séchées la valeur variait de 125,33 a 269,70 mg Eq AG /g

d'extrait sec, ce résultat est relativement trés élevé.
7. Effet scavenger du radical DPPHe

Dans ce test les antioxydants réduisent le diphénylpicryl-hydrayl ayant une couleur
violette en un composé jaune, le diphénylpicryl-hydrazine, dont l'intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner

des protons.
7.1. Reésultats de tests DPPH"® par CCM :

Le test qualitatif de DDPH" de I’HE des feuilles de Pistacia lentiscus par chromatographie
sur couche mince (figure 27).
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Figure 27 : test DPPH sur CCM

Cette méthode est basé sur I’observation de décoloration du radicale libre du violet vers
lejaune, en utilise la vitamine C qui est un antioxydant fort comme contrdle positive.

D’apprétles résultats on n’observe que notre huile a une activité antioxydant.

7.2.  Test du DPPH" par spectrophotométrique d’huile du Pistacia

lentiscus

Le pouvoir antioxydant de 1’huile essentielle des feuilles de Pstacia lentiscus a été réalisé
par le test de piégeage du radical libre radical DPPHe qui est largement utilisé pour examiner
la capacité des composés d’agir en tant que piégeurs des radicaux ou donateurs d’hydrogene
pour évaluer 1’activité antioxydante.

L’étude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration de
I’huile (figure 28) permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition

(IC50) qui est égale a 1,961 (ug/ml).
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Figure 28 : Activité antiradicalaire de 1’huile de Pistacia lentiscu svis-a-vis le
radical DPPH".

On constate également que ’activité de 1’Acide gallique a un pouvoir antioxydant le plus

¢levé de I’ordre 1,093 pg/ml comparable a celui du nos extraits et I’huile essentielle.

Au vu des résultats obtenus, on constate que 1’huile de Pistacia lentiscus a prouvé une tres
bonne activité antioxydante dont le pourcentage de I’activité antiradicalaireatteint jusqu’a
97.3%, ce qui montre que 1’huile de Pistacia lentiscus est active vis-a-vis le DPPHe.

Comparativement a la littérature, nos résultats sont plus élever par rapport a 1’étude
réalisée par Benhammou et al ., (2006)ont montré que 1’huile essentielle des feuilles Pistacia
lentiscus (Station de Ain Fezza) est parvenue une valeur d’ICso est de 1’ordre 15,63 mg/g.

Rached, (2009) indique I’Activité antioxydants de 1’extrait aqueux des feuilles de Pistacia
lentiscus. a différent saisons. Prélévement en juin (2007) est de 1’ordre 1’'IC50=4,472ng /ml,
préléevement en novembre (2007) ICso égale 5,4 pg/ml, Janvier (2008) ICso de 1’ordre 4,035
pg/ml. En mois d’avril I’ICso enregistré 5,626 pug/ml.

Selon Chaher. N, et al ., (2006) [28] Pour les huiles essentielles de feuilles 1’ICso est de
0,253 + 0,131%.

8. Activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus
Cette partie de notre travail vise a évaluer I’effet antibactérien de 1’huile essentielle de
Pistacia lentiscus, c’est pour cette raison nous avons opté la méthode des disques, c’est une

méthode qualitative de diffusion sur gélose, en mesurant les diameétres des zones d’inhibition

de la croissance microbienne ceci est représenté sur la Figure 29.
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S.auréus: Staphylococcus aureus
E.coli: Escherichia coli

PS: Pseudomonas aeruginosa
BC: Bacillus cereus

BS: Bacillus subtilis
condida:Condidaalbicans

Asp: Aspergillus niger

Pour I’évaluation de I’effet antimicrobien, les diametres mesurés des zones d’inhibition de

la croissance microbienne obtenus sont représenté sur le tableau 7 et figure 30

Tableau 7 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne obtenus

Souche E. Coli S.Auréus B.S P.S AS.P B.C Condida

Diamétre (mm) 10 12 26 9 14 14 15

Diameétre (mm)

= = N N w
o (6} o uv o
1 1 1 1 J

(%)
1

olllllu

B.S Condida B.C .S.P  S.Auréus E. Coli P.S

Figure 30 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne

On remarque que I’huile essentielle de Pistacia lentiscus a une activité bactéricide
importante sur toutes les souches bactériennes dont les zones d’inhibition varient de : 26mm
dans le cas de Bacillus subtilis, 15 mm pour Condida albicans, 14 mm pour Aspergillus
nigeret Bacillus cereus, 12 mm pour Staphylococcus aureus, 10 mm pour Escherichia coli et

9 mm pour Pseudomonas aeruginosa.
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Tahiri (2008) a montré que les feuilles de Pistacia lentiscus (extrait Ethanolique, Ethyle
acétate, Chloroforme, Hexane, Aqueux de I’hexane) ont un effet antimicrobien remarquable
sur Salmonella enteritidis avec des zones d’inhibition 8,6, 16,5, 14,6 ,4,7 et 13,8
respectivement a 5 pg/ml).

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus peut étre attribuée a la
composition chimique de la plante. En effet, dans la premiére partie de notre travail nous
avons mis en évidence la richesse de cette plantes en polyphénols totaux, flavonoides et
tannins.

9. La concentration minimale inhibitrice (CMI)

D’aprés les zones d’inhibition, générées par I’huile essentielle de Pistacia lentiscus, Le

potentiel inhibiteur de 1’huile est testé par détermination de la CMI (figure 31).

0.6 -
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Condida S.Auréus B.C B.S A.S.P E. Coli

o
ul
1

o
H
1
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N w
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[
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Figure 31 : histogramme des résultats de CMI

La bactéerie Escherichia coli et Aspergillus niger a une faible CMI qui est égale 0,06 mg/ml
par rapport au Condida albicans qui a une grande valeur de CMI qui est égale 0,5 mg/ml.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. L’objectif primordial assigné a ce travail est contribution a
I’étude de I’huile essentielle de la plante Pistacia lentiscus ;et voir ses activités chimiques et
biologique.

L'extraction par hydrodistillation sur un appareil de type clevenger des feuilles de Pistacia
lenliscus récoltés dans la région du RAMKA de la wilaya de RELIZANE. Nous donne

e un rendement en huile essentielle de 0,054 %

e une densité de 0,80

e unindice de réfraction de N¢=1,4828.

e [’huile de Pistacia lentiscus possede une teneur considéerable en polyphénols (44,463
ug équivalent d’acide gallique /mg d’huile), les tannins (14,179 pg équivalent de
catéchine/mg d’huile) et les flavonoides (20,105 pg équivalent de quercétine/mg
d’huile).

e [’Etude du pouvoir antioxydant de notre huile essentielle est effectué par le test DPPH
sur chromatographie sur couche mince (CCM) et la méthode de Test du DPPH" par
spectrophotométrique qui permet de déterminer la concentration d’inhibition 50%
(1C50) qui est égale a 1,961 (ug/ml), et un pourcentage de 1’activité antiradicalaire
atteint jusqu’a 97,3%.

e [’huile essenticlle de Pistacia lentiscus a une activité bactéricide importante D’apres
les zones d’inhibition on remarque que les diametres des zones d’inhibition varient
de : 26mm dans le cas de Bacillus subtilis, 15 mm pour Condidaalbicans, 14 mm
pour Aspergillus niger et Bacillus cereus, 12 mm pour Staphylococcus aureus, 10 mm
pour Escherichia coli et 9 mm pour Pseudomonas aeruginosaqui est prouvé par la

méthode des disques.
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