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Résumé

Ce travail a porté sur la valorisation d’une espéce végétale Pistacia lentiscus L, poussant a
I’état sauvage et récoltée dans région de Mostaganem, en évaluant certaines propriétés
biologiques de I'huile essentielle telle que I'activité antimicrobienne. L’extraction de I'huile
essentielle des feuilles et rameaux fraiches du lentisque a été réalisée par la méthode
d’hydrodistillation (type Clevenger) et qui a donné un rendement de 0.42 %.

L’étude de I'activité antimicrobienne par aromatogramme a montré un bon effet inhibiteur
de I'huile de Pistacia lentiscus sur les six souches de référence testées, des valeurs de
diametre de zones d’inhibition satisfaisantes (16.71, 20.07, 12, 19, 19.56 et 23 mm) et des
valeurs des CMI ( 0.625, 0.625 ,0.25, 0.25 et 0.125 %) pour les bactéries : Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii , Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Salmonella enterica respectivement .

Mots clés: Pistacia lentiscus L., huile essentielle, caractérisation chimique , activité
antimicrobien



Abstract
This work focused on the valuation of a plant species Pistacia lentiscus L, growing in the wild
and harvested in the region of Mostaganem, by evaluating certain biological properties of the
essential oil such as antimicrobial activity. The extraction of the essential oil from the fresh
leaves and twigs of the lentiscus was carried out by the hydrodistillation method (Clevenger
type) and which gave a yield of 0.42%.
The study of the antimicrobial activity by aromatogram showed a good inhibitory effect of
Pistacia lentiscus oil on the six reference strains tested, satisfactory values of diameter of
zones of inhibition (16.71, 20.07, 12, 19, 19.56 and 23 mm) and MIC values (0.625, 0.625,
0.25, 0.25 and 0.125%) for bacteria: Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Salmonella enterica respectively.
Key words: Pistacia lentiscus L., essential oil, chemical characterization, antimicrobial

activity.
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Introduction

Les plantes ont constitué le premier et principal outil thérapeutique a la disposition
de 'homme et ce pendant de nombreux siécles. Dans diverse civilisations et sur tous
les continents, les pharmacopées végétales se sont développées et enrichies grace a
I’empirisme. Avec un don d’observation inégalé, les anciens ont pu mettre en
¢vidence des propriétés curatives ou préventives des plantes médicinales qui n’ont
d’ailleurs, jamais été démentie par 1’usage (Carillon, 2009).

L’Algérie, de par sa gamme de climats tres variée et sa situation géographique,
possede un ensemble considérable d’especes naturelles qui représentent un patrimoine
phytogénétique de trés grande importance vu leur mode de répartition spatiale et leur
role dans 1’équilibre écologique (Snoussi et al.,2003). La valorisation de ces
ressources est devenue indispensable . a cet effet , nous nous somme intéressés a une
espece poussant a I’état sauvage a I’ouest du pays , a savoir Pistacia lentiscus L . et
plus particulierement ,a leur metabolites secondaires —les huiles essentielles-  Les
huiles essentielles ,egalement appelées huiles odoriférantes volatiles , sont des liquide
huileux aromatique extraits de différentes parties de plantes ; les feuilles , les écorces,
les fleurs, les bourgeons , les graines ,etc (Tongnuanchan et benjakul , 2014) . il
existe au moins 150 types d’huiles essentielles commercialisées sur le marché
international (kusuma et mahfud , 2017) .

La recherche tendant a découvrir des agents thérapeutiques de plus en plus
efficaces et avec le moins d’effets secondaires possible , trouvent en ces huiles
essentielles de potentielles alternatives pour remedier a différents problémes
notamment a I’émergence de la résistance microbienne aux antibiotique . ce
phénomene se développe de plus en plus rapidement et de maniére quasi universelle
et est particuliecrement marque pour lers germes responsables d’intoxications
alimentaires (Hanberger et al.,1999 ; Sieradzki et al.,1999). Il est essentiellement du
a I’utilisation excessive des antibiotique . Dans de nombreuses situations, seul un
nombre restreint d’antibiotique demeure efficace(Goldmann et al .,1996 ; Wise et
al.,1998) .

Pistacia lentiscus ( le lentisque) et connu par sa longue culture en médecine
traditionnelle depuis les anciens grecs. Elle est tres fréquente dans le bassin
méditerranéen , elle se trouve a 1’état sauvage , dans les broussailles et la garrigue
dans tous les types de sol . bien qu’elle préfére les sols siliceux (More et White,2005)
. L'huile essentielle et la gomme de la plantes citée ont été largement utilisées comme
additifs alimentairs et boissons dans la région méditerranéenne, sans aucune toxicité
rapportée (loutrari et al.,2006 ;Ghalem et Mohamed,2009) . L’huile essentielle de
pistacia lentiscus L et également utilisée en cosmétique ,parfumerie et comme agent
aromatisant dans les préparations alimentaires (Dafereraet al.,2002) .

Les résultats scientifique ont révélé les activités pharmacologique étendues de
diverses parties de lentisque , telles que les activités antioxydantes, antimicrobiennes ,
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anti-inflallatoires , antidiabétique , antitumorales , hépatoprotectrices , ainsi que leurs
efffets bénéfique sur les troubles gastro-intestinaux (Hemma et al .,2017 ; Remila et
al ., 2015 ; Bozorgi et al.,2013 ; Dellai et al.,2013 ; Ghelem et al .,2009) . selon van
den berg(1998) , I’huile essentielle de cette plante a une activité anti-Helicobacter
pylori et peut etre bénéfique dans le traitement de I'ulcére peptique .

En raison de I’importance de cette plante et face aux différents problémes
encourus par 1’utilisation des agents synthétique , I’attrait pour des sources naturelles
est devenu aujourd’hui et plus que jamais important. Notre présente étude s’inscrit
dans cett perspective et cherche a approfondir les connaissances sur pistacia lentiscus
L . (anacardiaceae) et a la valoriser en évaluant I’activité antimicrobienne et
antioxydante .

Notre travail est structuré en deux parties . la premiére partie est consacrée a une
synthése bibliographique mettant I’accent sur trois chapitres ; la premier chapiter
aborde des généralités sur les huiles essentielles, le deuxieme est consacré a la
description botanique de I’espece végétale étudiée tandis que le troisiéme chapitre ,
s’intéresse aux activités biologique des huiles essentielles et particulierement,
I’activité antimicrobienne , la partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres, le
premier (quatrieme chapitre) présente le materiel et les méthodes utilisés pour la
réalisation de ce travail , a savoir :

= Extraction des huiles essentielles du lentisque par hydrodistillation

Etude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles par la méthode de
I’aromatogramme .
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Chapitre | Généralités les huiles essentielles

I-1.Les huilles essentielles

1.1.1 .Définition

Un huile essentielle est un mélange naturel complexe de métabolites
secondaires lipophiles , volatils , odorants et souvent liquides contenus dans des
tissus végétaux spécialisés ( bruneton ,1993 ; kalemba et kunicka,2003) . selon
la norme AFNOR NF’T75-006, L huile essentielle désigne le produit obtenu a
partir d’une matiére premiére d’origine végétale , soit par distillation —seche- .
Elle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physique
(AFNOR,2000) . cette définition détermine les huiles essentielles au sens strict.
Mais de ce fait , elle écarte les produits obtenus en employant d’autres procédés
d’extraction , comme I’utilisation de solvants non aqueux ou
I’enfleuragev(Bruneton,1999).

Il est important de distinguer huile essentiele et essence . cette derniére et une
sécrétion naturelle élaborée par I’organisme végétal , contenue dans divers types
d’organes producteurs , variables selon la partie de la plante considérée . en
revanche , une huile essentielle est le résultat d’extraction de I’essence ,
autrement dit ,I’essence distillée (Carette, 2000) . et cntrairement a ce que le
terme pourrait laisser penser, 1’huile essentielle ne contient pas de corps gras
comme I’huile végétale (Anton et Lobstein,2005) .

I-1.2.Reépartition systématique des huiles essentielles

Les huiles essentielles n’ont pas une présence générale chez les végétaux
.parmi les 1 500 000 espéces végétales recensees, seulement 10% sont capables
de synthétiser une essence. Ces plantes sont alors dites [aromatique] (Bruneton
,1999 ;Degryse et al .2008). certaines familles se caractérisent par le grand
nombre d’espéces a essences qu’elles regroupent , en particulier les Lamiacées ,
les ombelliféres, les myrtacées et les lauracées (Baser et Buchbauer , 2010).

I-1.3.Localisation et lieu de synthése des huiles essentielles

Les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la
plante et se forment dans le cytoplasme de cellules sécrétrices variables selon
I’organe végétal considéré .

Puis , elles s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées
recouvertes d’une cuticule . Ensuite , elles sont stockées et emmagasinées dans
des structures histologique spécialisées , souvent localisées sur ou a proximité de
la surface de la plante, a savoir , des cellules a huiles essentielles (lauraceae et
zingiberaceae) , des poils glandulaires épidermique .
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Les huilles essentielles peuvent étres extraites de divers organes de la plante
. il peut s’agir d’écorces ( cannelier , citron , orange ,bergamote ) , de graines
(carvi, fenouil) , de feuilles ( eucalyptus , mélisse ) , de racines ( angélique ) , de
rhizome (‘acore ), de fleurs (origan , camomille) , de bois( santal) , de séves
(myrte) , de bourgeons (pin) , des fruits ( badiane)...etc . (bruneton , 1999)

I.1.4.Propriétés physico-chimique

Les huilles essentielles sont constituées de molécules aromatique de trés
faible masse moléculaire (degryse et al. ,2008) .

Elles sont en général liquides a température ambiante , volatiles , inflammables ,
tres odorantes et ne sont que trés rarement colorées . leur densité est le plus
souvent inférieure a 1 sauf pour huiles essentielles de sassafras (sassafras
albidum), de clou de girofle (syzygium aromaticum) et de cannelle
(cinnamomum zeylanicum)

Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisee
(optiqguement active ) (bruneton ,1999 ;charpentier et al .2008 ; desmares et al
2008) .

Les huiles essentielles ont parfois un toucher gras ou huileux mais ce ne sont
pas des corps gras . par évaporation , elles peuvent retouener a 1’état de vapeur
sans laissser de traces , ce qui n’est pas le cas des huiles fixes (olive , tournesole
... etc) qui ne sont pas volatiles et laissent sur le papier une trace grasse
parsistante (bernadet ,2000) , et sont solubles dans les alcools et dans la plupart
des solvants organiques mais sont peu solubles dans I’eau (bruneton,1999) .

1.1.5.Composition chimique des huiles essentieles

Les huilles essentielles sont des mélanges complexes de composés
organiques possédant des structures et des fonctions chimiques trés diverses
(lahlou ,2004) , plus de 60 molécules différentes peuvent entrer dans la
composition chimique d’une huile essentielle . les composés majoritaires peuvent
représenter a eux seuls plus de 85% de I’huile alors que d’autres composés ne
sont présents qu’a I’état de traces (senatore, 1996) .

I- 1.5.1.Les terpenes
Les terpenes sont des hydrocarbures naturels , de structure cyclique ou de
chaine ouverte . leur particularité structurale la plus  importante est la

présence dans leur squelette d’unité isoprénique a cinq atomes de carbone
(C5H8) (Hernandez-ochoa, 2005 ;Fillatre ,2011).

I-1.5.2.Les composés aromatiques
Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des
dérivés du phénylpropane C6-C3 , parmi lesquels se trouvent des aldéhydes



Chapitre | Généralités les huiles essentielles

(cinnamaldéhyde ) , des alcools (alcool cinnamique ) , des phénols (chavicol,
eugénol) . des dérives méthoxy (anéthol, estragol) ou méthylene dioxy
(myristicine , safrol) ( Bruneton, 1999) .

I- 1.5.3. d’origines diverses les composés

Il existe un nombre non négligeable de composes volatils issus de la dégradation
de terpenes non volatils (c’est le cas par exemple des ionones qui proviennent de 1’auto-
oxydation des caroténes) et d’acides gras (les petites odorantes, comme par exemple le
(32)-hexen-1-ol oule décanal , qui sont obtenues a partir des acides linoléique et *-
linolénique ) (Bruneton,1999) .

Si la concentration de ces composés est généralement trés faible, ils peuvent
cependant avoir une influence considérable a I’exemple de la damascenone. cette
molécule , issue de la dégradation des terpenes ,ne représente que 0.14% de huile
essentielle de rose ( Rosa damascena) . Elle est pourtant un contributeur majoritaire de
I’odeur de cette huile (Leffingwell,2011) .

I- 1.6.Facteurs de variabilité de la composition chimique des ES

Etant formées de mélanges généralement complexe, les ES présentent une trés
grande variabilité , tant au niveau de leur composition , qu’au plan du rendement des
plantes d’origine . cette variabilité est fondamentale car les activités biologique qui
découlent des huiles essentielles peuvent étre tres différentes
(Garnéro,1991 ;Bruneton,1999) . cette variabilité peut s’explique par différents
facteurs d’origine intrinseéque , spécifique du bagage génétique de la plante ou
extrinseque ,liés aux conditions de croissance et de développement de la plante ( Morin
et Richard,1985).

I- 1.6.1 .Facteurs intrinséques

Une huile essentielle doit avant tout autre chose étre rapportée au matériel
botanique d’ou elle est issue pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel
végétal (Barry,2001) . une ES peut s’extraire de plusieurs parties de la plante .
Cependant , la quantité et la qualité different ,d’ou la nécessité de spécifier le nom de la
partie utilisée (Bruneton,1999).

I- 1.6.2.Facteurs extrinséque

La composition en huile essentielle dépend des conditions environnementales ,plus
précisement ,du sol et du climat .En ce qui concerne le sol ,le développement de la partie
aérienne de la plante est fonction de celui du systéme radiculaire et de son activité .Or la
forme des racines ,leur répartition dans le sol ,leur vitesse d’extension, la variation de la
composition chimique des huiles essentielles dépendent de la texture du sol ,de sa
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structure ,de sa teneur en eau ou de sa tempeérature .C’est ainsi ,par exemple ,que deux
plantes de la méme espéce récoltée a la méme période sur des sols différents ,ont une
composition chimique et une teneur en huile essentielle variables
(Razafindrakoto,1988 ;Dethier ,1996) .

Pour ce qui est du climat ,I’ensemble température ,précipitations et lumiere agit non
seulement sur la croissance et le développement de la plante mais aussi ,sur la qualité
des substances élaborées au niveau de la plante (Bruneton,1999 ; Aprotosoaie et al.,
2010 ;Olle et Bender ,2010) .

I-1.7.Domaines d’utilisation des huiles essentielles

Il existe une grande variété d’huiles essentielles connues dans le monde et plusieurs
milliers d’entre elles ont été caractérisées . cependant , de ce nombre , une faible
proportions seulement présente un intérét commercial . cela s’explique par la
composition chimique des huiles essentielles qui leur confére aussi bien des propriétés
odorantes et aromatiques qu’antimicrobiennes , mais aussi , les différentes utilisations
possibles et leur cout de production (Grysole , 2005 ; Fillatre, 2011). Ces
caractéristique offrent des débouchés importants dans de nombreux domaines industriels
, que ce soit dans I’industrie cosmétique , les secteurs de la santé , de I’agro-alimentaire
ou de I’agriculture (Fillatre , 2011).

I- 1.7.1- Agro-alimentaire

Les huilles essentielles sont utilisées en industrie agroalimentaire comme aromes
et épices alimentaires pour les boissons gazeuses ou alcoolique , les condiments , les
confiseries , les produits laitiers ...ctc (Bruneton,1999) . les plus couramment utilisées
sont celles de ; menthe,vanille , poivre , basilic , gingembre , eucalyptus ...etc (Mapoli
,2003) .

I- 1.7.1Santé : pharmacie et aromathérapie

Les vertus thérapeutiques des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis
trés longtemps , notamment en Asie ou ces produits naturels constituent la base de la
médecine traditionnelle . il est donc logique de retrouver les huiles essentielles dans le
domaine de la santé avec des applications pharmaceutique et aromath érapique . En
pharmacie , les huiles essentielles sont majoritairement destinées a 1’aromatisation des
formes médicamenteuses administrées par voie orale ( Bruneton,1999) . de méme, elles
peuvent étre utilisées pour leur activité antiseptique , en particulier dans le milieu
hospitalier (Edris ,2007) .

I- 1.7.3.Agriculture

La volonté de réduire I’utilisation des pesticides de synthése danss 1’agriculture
moderne en faveur de I’écologie , du développement et de ’aménagement durables ,
s’est affermie ces dernieres années . concernant les pesticides 1’un des projets de loi vise
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a réduire la consommation en produits phytosanitaires de 50% en dix ans , I’échéance
étant 2018 (Ministére de I’agriculture et de la péche , 2008) .dans ce contexte
environnemental , les pesticides naturels bases notamment sur les huiles essentielles ,
représentent une alternative intéressante pour la protection des cultures contre les
insectes mais également contre les adventices et les champignons ( Isman , 2000,
Dayan et al.,2009) .

I- 1.7.4. Parfums et cosmétique

Dans le domaine des parfums et cosmétiques , les ES sont employées en tant
qu’agents conservateurs grace a leur propriétés antimicrobiennes qui permettent
d’augmenter la durée de conservation du produit ( Aburjai et Natsheh, 2003 ) .

I- 1.8.Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont presentées généralement comme {sans danger } mais
sont aussi des composes puissante ( Degryse et al. 2008) . cet aspect des ES est d’autant
plus important que leur utilisation , de plus populaire , tend a se généraliser avec
I’émergence de nouvelles pratique thérapeutique telle que 1’aromathérapie (Piochon
2008) . cet aspect des huiles essentielles est d’autant plus important que leur utilisation ,
de plus populaire ,tend a se généraliser avec I’émergence de nouvelles pratique
thérapeutiques telle que 1’aromathérapie (Piochon,2008).

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peu
en raison de leur pouvoir irritant (les huiles riches en thymol ou en carvacol) , allergene
(‘huiles riches en cinnamaldéhyde) ( Smith et al.2000) ou photo-toxique (huiles de
citrus contenant des furocoumarines ) (Naganuma et al.1985) . D’autres huiles
essentielles ont un effet neurotoxique et certains composés sont capables d’induire la
formation de cancers (Homburger et boger ,1968) .

I- 1.9.Méthodes d’extraction

L’extraction est une opération qui consiste a séparer certains composés d’ un
organisme (animal ou végétal) selon diverses techniques . L’extraction de molécules
organiques est une phase primordiale dans les domaines de la chimie des substances
naturelles et de la chimie thérapeutique. En effet, si les hommes se soignent depuis des
millénaires a I’aide de plantes, c’est tout simplement car elles contiennent des molécules
présentant une activité thérapeutique spécifique.

Or les plantes sont d’un emploi souvent délicat et peuvent présenter des effets
secondaires plus ou moins néfastes pouvant, dans certains cas, entrainer la mort.l|
convient donc d’isoler les composés actifs seuls .

Il existe plusieurs méthodes d’extraction dont certaines ont été développees par les
artisans parfumeurs bien avant I’essor de la chimie moderne.
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1-1.9.1.Distillation

La technique d’extraction des huiles essentielles utilisant 1’entrainement des
substances aromatiques grace a la vapeur d’eau est la plus ancienne et plus
utilisée (Franchomme et al .1990 ;Bruneton 1999) ; il existe précisément trois
procédés utilisant ;I’hydrodistillation , D’entrainement a la vapeur d’eau et

I’hydrodiffusion (Piochon , 2008) .

I- 1.9.1 .1 .L’hydrodistillation

L’hydrodistillation consiste, comme son nom I’indique, a distiller un composé par
entralnement a la vapeur d’eau.
C’est une méthode tres utilisée pour ’extraction des huiles essentielles.
Dans la pratique, on place les matiéres a extraire dans une chaudiére avec de 1’eau et on
chauffe ; ou bien on fait passer de la vapeur d’eau dans un récipient contenant les dites
matieres.

[ Figure n°01 : schéma du principe de la technique d’hydrodistillation ]

La vapeur d’eau produite va entrainer avec elle un composé donné selon un
phénomene physique particulier : la création d’un azéotrope.

Il s’agit en fait d’un mélange de composés, non miscibles, (ici I’eau et une
molécule odorante) dont la température d’ébullition est inférieure a celle du composé le
moins volatil. La vapeur d’eau chargée en molécules organiques est condensée puis
récupérée. 1l y a alors séparation en deux phases : 'une aqueuse et I’autre organique,
cette derniére contenant le composé que I’on a cherché a extraire.

L’extraction de la nicotine du tabac peut, par exemple, étre réalisée de cette fagon.
Mais cette technique montre rapidement ses limites lorsque 1’on veut extraire des

molécules ‘fragiles’ qui ne résisteront pas au chauffage

(bullten,2003)

1-1.9.1.2. entrainement a la vapeur d’eau

dans ce systeme d’extraction le matériel végétale ne macerz pas directement dans
I’eau , il est placé sur une grillé perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau .
cette derniere endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules
volatiles qui sont ensuite entrainés vers le réfrigérant ( Franchomme et al .1990 ;
Richard ,1992 ; lucchesi,2005)
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Figure n° 02 : schéma du principe de la technique de
’enchainement a la vapeur déeau

1-1.9.1.3.hydrodiffusion
Cette technique relativement récente , est une variante de ’entrainement a la
vapeur . elle consiste a faire passer du haut vers le bas et a pression réduite
(0,02-0,15 bar ), la vapeur d’cau a travers la matiére végétale ,I’avantage de
cette méthode est d’étre plus rapide donc , moins dommageable (Franchomme
et al. ,1990 ;Richard ;Luchesi,2005) .
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[ Figure n°03 : schéma du procédé d’ ]

I- 1.9.2.L’extraction au CO2 supercritique
Tres moderne, tres codteuse, cette méthode consiste a faire passer un courant de
CO2 a haute pression qui fait éclater les poches a essence et entraine les
substances aromatiques.
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figure n°04 : principe d’extraction au CO2
supercritique

1-1.9.3.L’extraction par des solvants

Dans cette méthode, les plantes (car en général, il s’agit principalement de ce type
d’organismes) sont mélangées a un solvant organique dans des récipients des tailles et
de forme variables. Les molécules organiques étant solubles dans les solvants employeés,
il est particuliérement aisé de séparer les constituants recherchés de leur enveloppe
vegétale.Le mélange est ensuite filtré pour récupérer le solvant chargé des
composés.L’inconvénient de cette méthode est en fait son principal composant : le
solvant... ,En effet, étant donné les quantités mise en ceuvre, les risques de pollution et
d’inflammation ne peuvent étre réduit a zéro...

De plus, les composés a extraire étant emprisonnés dans la cellule par la membrane
cellulaire, il faudra donc des solvants capables de la traverser.
Enfin, il arrive que des traces de solvant soient présentes dans le produit final (les
molécules a extraire) ou bien dans la matiére végétale apres traitement (Bullten,2003 )

1-1.9.4.Extraction par expression a froid

L'expression a froid est une méthode d'extraction qui s'effectue sans chauffage.
Elle est apparue au cours du XIX éme siecle, en Italie, puis s'est développée au Brésil,
en Californie et en Floride.

Utilisée uniquement pour les agrumes, en raison de la localisation de leurs huiles
essentielles, il suffit de procéder a une forte pression hydraulique de la substance
végeétale. L'huile essentielle contenue dans de petites glandes du zeste est alors séparée
du jus de son fruit par un systeme mécanique.

Aujourd’hui, il existe plusieurs systémes d’extraction qui consistent a gratter
mécaniquement les peaux gorgées d’essence. L’essence entrainée par de I’eau, subit
ensuite une décantation pour en étre séparée. Les huiles essentielles obtenues par ce
procéde sont celles de citron, de pamplemousse, de bergamote ou encore de bigarade.
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Huile essentielle du zeste récupérée aprés

centrifugation.

[ figure n°05 . Schéma de I'extraction par expression a froid ]

1.10-méthode d’analyse des huiles essentielles

Les huiles essentielles doivent répondre a des caractéristiques bien déterminées.
ces criteres sont définis dans des normes internationales I1SO (International
organisation for standardization ) ou francaises AFNOR ( Association Francaise de
Normalisation ) ,ainsi, sont controlées les propriétés organoleptique et physique telles
gue la coloration, I'odeur, la réfraction la solubilité mais également les propriétés
chimiques telles que les indices d’acides et d’esters , la meilleurs carte d’identité
gualitative et quantitative d’une huile essentielle reste cependant son profil
chromatographique réalisé en chromatographie en phase gazeuse méme si d’autres
technique (fillatre,2011) .
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Le Pistacia lentiscus L. Darou en arabe, chios mastic tree (Anglais), mastixbau
(Allemand), Arbre au mastic ; Lentisque (Francais), Derw (Afrique du nord) et Lentisco
(Espagnol) (Figure n° 06) (Seidemann, 2005).

En Algérie le genre pistacia est est représenté par quatre espéces, en |'occurrence
Pistacia lentiscus L. Pistacia terbinthus L, Pistacia vera L et Pistacia atlantica (more et white,
2005).

Gt SR P S A

Figure n°06 : Arbuste de Pistacia lentiscus L. (Ben douissa,2004)
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Il.1. Classification systématique et description botanique

Il.1. Classification taxonomique

Pistacia lentiscus L ; est une espéce appartenant a la famille des Anacardiaceae (syn.
Pistaciaceae). Les espéces les plus importantes dans le monde du genre pistacia sont :

e Pistacia atlantica

e Pistacia lentiscus L.

e Pistacia chinensis

e Pistacia terebinthus L.

e Pistacia vera L.

e Pistacia integerrima

e Pistacia palestina

e Pistacia khinjuk

e Parmiles espéces du genre pistacia, le pistacia lentiscus L. est un arbrisseau trés
commun en Algérie (Mitchell, 1986) et sa taxonomie est comme suit :

e Régne Plantae

e Embranchement Tracheobionta

e Super-division Spermatophyta

e Division Magnoliophyta

e (lasse Magnoliopsida

e Sous classe Rosidae

e Ordre Sapindales

e Famille Anacardiaceae

e Genre Pistacia

e FEspece Pistacia lenticus L.

Figure n°07 : Pistacia lentiscus L. (Dauphin et Aniotsbéhére, 1997)
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11.1.2.Description botanique

Le lentisque est un arbrisseau dioique thermophile de 1a3 métres de hauteur, a odeur
résineuse forte et a écorce lisse et grise ; les feuilles persistantes, composées pourvues d’un
pétiole ailé, paripennées de 4a 10 petites folioles elliptiques —obtuses, coriaces, luisantes en
dessus, mates et pales en dessous. Les fleurs en grappes spiciformes denses, naissant 1 ou 2
a l'aisselle d’une feuille et égalant au plus la longueur d’une foliole. Le fruit petit,
subglobuleux, apiculé, rouge, puis noir a la maturité (figure n°08) (Tison et De Foucault
,2014).

Résine (gomme) fleurs fruits

Figure n°08 : Description botanique de Pistacia lentiscus L. (more et white, 2005).
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11.1.3. Réparartition géographique
1.L1.3.1 En Algérie

En Algérie, lentisque se trouve dans les zones forestiéres sur le long du nord algérien ( more
et white,2005) . Il occupe I'étage thermo-méditerranéen. Sa limite méridionale se situe aux
environs de Saida, sa présence au sud de I’ATIAS Saharien n’est pas signalée. On le retrouve
sur tout type de sol, dans I’'Algérie subhumide et semi-aride (Saadoun, 2002), plus
précisément dans le bassin du Soummam en association avec le pin d’Alep, le chéne vert et
.le chéne liege. (Figure n°09) (Belhaj, 200).

"

- Pistacia lentiscus

Figure n°09 : Aire de répartition du Pistacia lentiscus en Algérie. (Quezel et Santa,
1962_1963)

11.4. Produits et dérivés a base de Pistacia lentiscus L.

D’aprés Seigue (1985), les principaux produits dérivés du pistacia lentiscus L. et leur
utilisation sont décrites :

-Bois : pour sa robustesse et la finesse de sa texture, le bois de cette espéce trés apprécié en
ébénisterie.

-Résine : les branches et le tronc exsudent naturellement ou par incision une résine jaune
claire fortement aromatique, qui durcit au contact de I'air. Elle appelée mastic ou gomme
mastic d’ol son nom commun d’arbre a mastic, généralement la production est d’environ

435 kg par arbuste.
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Depuis la plus haute antiquité le mastic de Chion était réputé dans toute la méditerranée
orientale pour traiter les affection pulmonaires (Van den Berg et al., 1998).

-Essence de mastic : est récupérée distillation. Cette essence entre dans la confection de
parfums, produits cosmétologiques et pharmaceutiques, de vernis de grande qualité
recherché par les peintres ceuvrant a la peinture a I’huile et aussi dans I'industrie
photographique (Romani et al ., 2002).

- Huile de lentisque : est extraite du fruit comestible, autrefois était couramment utilisée
pour I'alimentation, I'éclairage et elle entrait aussi dans la confection de savons (Luigia et al
., 2007) .L’huile est produite a I’ Est de I’Algérie , dans les zones notamment cétiere ( El Mila,
Skikda), ou I’espece abonde . Un procédé traditionnel est utilisé a cet effet. Les baies
prennent alors une coloration noire au lien du rouge.

-essence des feuilles et rameaux : I'huile essentielle est extraite de ces parties, est utilisée
en aromathérapie et photothérapie pour ses propriétés décongestionnantes, prescrite aussi
pour traiter les problemes veineux dont les hémorroides (Romani et al., 2002)

I.5.Etude chimique de I’espéce Pistacia lentiscus L.

11.5.1 LE mastic de Pistacia lentiscus L.

Des analyses chimiques réalisées sur le matstic de Pistacia lentiscus L. ont montré
présence d’un polymeére le cis-1,4-poly-B-Mycenes (Van de berg et al., 1998).le mastic
contient également une petite fraction (environ 2%) d’huile essentielle, dont certain nombre
de constituants de triterpenoide de gomme mastic ont été identifiés ( Papageorgiou et
al,.1997).

11.5.2. Le fruit de pistacia lentiscus L.

Une étude phytochimique réalisée sur les baies de pistacia lentiscus L. a permis
d’identifier trois anthocyanes appelés cyanidine 3-O-glucoside, delphinidine 3-O-glucoside et
cyanidine 3-O-arabinoside qui ont été déterminées par HPLC_DAD_MS (Charef et al., 2008).

11.5.3. Les feuilles de pistacia lentiscus L.

La séparation des poly phénols a été effectuée sur les feuilles de pistacia lentiscus L.
Par |'utilisation des méthodes HPLC semi-préparatives. (Romani et al,.2002)

Trios grandes classes de métabolites secondaires ont été détectées :

e Acide gallique;
e A anthocyanes a savoir delphinidine 3-O-glucosidine et cyanidine 3-O-glucoside ;
e Glycosides de flavonol comme les glucosides de quercetine et de myricetine.
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11.5.4. Les huiles essentielles de pistacia lentiscus L.

L’étude bibliographique sur Pistacia lentiscus L. a montré la richesse en mono
terpénes et les sesquiterpenes.

L’étude réalisée par Barazine et al. (2003) sur I'extrait T-butyle méthyle éther d’huile
de feuilles de Pistacia lentiscus L. Les montré la présence de 12 mono terpenes, 7
sesquiterpenes et un seul mono terpéne linéaire. Les a-pinéne, sabinéne, limonéne, et

caryophylléne et germacréne D, ces constituants majoritaires sont identifiés par la
méthode GC-MS.

Une étude phytochimique réalisé par kiv cak et A Kay (2005) sur I'huile des feuilles
de pistacia lenticus L. a permis d’identifier quantitativement |’ a-tocophérol.le travail
de Castola et al.(2000) effectué sur 105 échantillons des huiles essentielles des
feuilles de Pistacia lenticus L. de corse révéle la présence des constituants
majoritaires comme ; mayrcéne, limonéne, terpinéne-4-ol, a -pinéne, a -
phellandréne,ont été détectés par GC.

L’étude physico-chimique (GC et GC-MS) réalisée par Duru et al. (2003) indique que
la présence de a-pinéne, b-pinéne, limonene, terpinéne-4-ol et a-terpinéol comme
constituants majoritaires des huiles essentielles de pistaci alentiscus L., pistaci
atherbintus et pistacia Vera L. Daferara et al. (2002) ont identifié les composés a-pinéne
et Mycénes dans les huiles essentieles de mastic. Derwich et al. (2010) ont déterminé la

composition chimique des huiles essentielles de Pistacia lentiscus L. du Maroc (tableau
n°l, figure n°10) obtenue par GC-MS.
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Maroc o obtenue par GC-MS ( Derwich et al.,2010).

Tableau n°1 : Composition chimique des huilles essentielles de Pistacia lentiscus L. Du

Pic composés % TR (min) IK
1 Isoledéne 0.07 6.93
1419
3-carene 0.98 7.82 1005
3 Cyméne 0.01 8.76
1042
4 a —phellandréne 1.15 20.07 964
5 Verbenol 3.05 20.45
1122
6 a-pinéne 24.25 21.08 928
7 Linalool 2.85 23.30
1082
8 B-pinéne 12.58 23.76 966
9 P-cumen-8-ol 0.08 24.50 1042
10  Terpioléne 0.02 26.45
1052
11 Limonéne 7.56 27.40
1018
12  Terpinéne-4-ol 6.98 28.43 1137
13 B-caryophyllén 3.15 28.64
1494
14 Cis-ociméne 0.35 29.00 976
15 B-faméséne 0.07 29.25
1458
16 a —terpineol 4.89 31.70 1174
17  Y-terpinéne 4.45 31.82 998
18 Camphre 0.12 32.03 943
19 Borneol 0.10 32.50 1138
20 Spathulenol 0.05 34.08 1538
21  Camphéne 2.32 36.30 949
22 Myrcéne 2.09 42.69 948
23 Globulol 0.05 4411 1530
Total des composés identifiés 77.22
Rendement % 1.02
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TR : Temps de rétention obtenu par chromatogramme
IK : Indice de Kovats a été déterminé par GC-FID sur la colonne HP-5MS.

Les ions moléculaires et les ions du fragment principal ont été déterminés par spectrométrie de masse.

11.5.5. Aspects pharmacologiques et effets thérapeutiques de Pistacia lentiscus
L.

La partie aérienne de pistacia lentiscus L. est largement utilisée en médecine traditionnelle
dans le traitement de I'hypertension artérielle (Scherrer et al ., 2005) .

Les feuilles sont pourvue d’action anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique,
antipyrétique, astringente, hépatoprotective, expectorante et stimulante (Kordali et al.,
2003).

La résine obtenue de pistacia lentiscus L. est connue par son effet analgésique, antibactérienne,
antifongique , antioxydant , antithérogénique ,expectorante et stimulante , diurétique et
spasmolytique , par conséquent cliniquement , la mastic est souvent cité comme un remede
efficace contre certaines maladies telles que I'asthme , diarrhée , infections bactériennes,
ulceres gastroduodénaux et comme un agent antiseptique du systeme respiratoire (Marone

et al.,2001).

L’huile essentielle de lentisque est connue pour ses vertus thérapeutiques en ce qui
concerne les problemes lymphatiques et circulatiores.Des travaux sur les huiles essentielles
de Pistacia lentiscus L. révélent la présence de certaines activités antalgiques, antioxydants,
anti-inflammatoires, et antimicrobiennes (Giner — Larza et al . ,200).

Les études expérimentales effectuées sur cette pmantes ont mis en évidence différentes activités
biologiques et pharmacologiques ; activité anti - ulcéreuse, en médecine traditionnelles, la résine de
pistachier lentisque est utilisée afin de combattre les ulcéres d’estomac (Al-Said et al.,1986).

Les huiles essentielles procédent aussi des effets antibactériens (lauk et al., 1996) antifongiques (Ali-
Shtayeh et Abu Ghdeib,1999) et hepatoprotecteurs (Janakat et Al-Merie,2002).

11.5.6. Données toxicologiques de pistacia lentiscus L.

Pistacia lentiscus L ., est potentiellement important grace a ses atouts en termes de biomasse,
d’abondance sur le terrain, de richesse en métabolites secondaires (tanins, flavonoides, stérols......
etc) , d’effets antibactériens et de faible toxicité en rapport avec I'absence totale des hétérosides
cyanogénétiques, qui diminue fortement les risques toxicologiques liés a I'usage de Pistacia lentiscus
L. (Bammou et al.,2015).
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Chapitre llI Activité biologique des huiles essentielles

lll- introduction

L’activité biologique d’une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition chimique
et en particulier, avec les groupements fonctionnels des composés majoritaires : les phénols
(thymol, carvacrol, eugénol), les alcools (a-terpinéol, terpinen-4-ol, linalol), les aldéhydes et les
composés terpéniques et cétoniques (Dorman et Deans, 2000).

I1l.1. Activité antimicrobienne

111.1.1 Les toxi-infections alimentaires

Les toxi-infections alimentaires (TIA) sont des accidents aigus d’intoxication consécutifs a I'ingestion
d’aliments contaminés par des bactéries ou par leurs toxines. (Bussion et Teyssou, 2002).

Les toxi-infections alimentaires ont fait I'objet de nombreuses études, de suivis épidémiologiques et
de recherche des sources (aliments incriminés) et des agents responsables (microorganismes et /ou
leur toxines).

Plusieurs bactéries et /ou leur toxines sont impliquées dans les toxi-infections alimentaires. D’autre
part, les germes producteurs de toxines peuvent étre sous forme végétative (sensible a la
température) ou sporulée (résistante a la température. Les bactéries sporulées sont plus
persistantes dans les conditions hostiles de transformation ou de préparation. (Zweifel et al ., 2004
INSP ,2010).

l11.1.2. Autres toxi-infections d’origine bactériennes

Proteus mirabilis est responsables de 80 des infections a Proteus. Provoques des infections telles
que:

v Infections urinaires : communautaires ou nosocomiales ;

<

Infections localisées surtout cutanées ;

v Infections des voies respiratoires : surtout en milieu hospitalier : infections ORL et
pneumopathies ;

v' Septicémies et bactériémies.

l1.1.3. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques naturelles produites par des bactéries du sol et
certains champignons, dont I'activité se manifeste a trés faibles doses et d’une maniere spécifique,
par I'inhibition de certains processus vitaux, a I’égard d’autres microorganismes (Nauciel et vildé,
2005). Le terme antibiotiques a été restreint aux
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molécules antibactériennes qui agissent soit en bloquant la prolifération des bactéries (molécules
bactériostatiques), soit en les détruisant (molécules bactéricides ou bactériolytiques) (Clos 2012).
Par les différents modes d’action qu’ils possédent, les antibiotiques peuvent agir sur : la synthése du
peptidoglycane et donc sur la paroi cellulaire (b-lactamines, glycopeptides, fosfomycine), les
membranes (polymyxines), la synthése protéique (macrolides et apparentés, aminosided,
phénicolés, tétracyclines), la synthése des acides nucléiques (quinolones, rifamycines,
nitroimidazolés) et le métabolisme intermédiaire (sulfamides, triméthoprime) (Demoré et al.,
2012).

Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou métaboliques de

la bactérie (figure n°10).

Adiviuvag UL 1a .)‘H.Hu\.-)\ UL 1a lldl viLltiuiauc

Inhibition de la synthése des protéines

-lactame: ; . ;
p S Aminoglycosides Macrolides
Glycopeptides : - 2
- : Tétracyclines Oxazolidinones
Daptomycine ! ;
AT Streptogramines
Tunicamycine : :
S Lincosamides
Bacitracine

THF 2 ndU“P

Sulfaméthoxazole / @

Triméthropine Quinolones === : hl'}li'f;iimpiflinei g e
‘nhibition du métaholisme _ Novobiocine Al 2
Inhibition de la synthese d'ADN

Figure n°10 : Mode d’action des antibiotiques (Singh et Barrett, 2006) Avec DHP :
dihydroptéroate ; DHF : dihydrofolate ; THF : tétrahydrofolate

111.1.4. Antibiorésistance

Le phénomeéne de la résistance bactérienne aux antibiotiques (ATB) augmente régulierement que
ce soit en milieu communautaire ou hospitalier et constitue un véritable probleme de santé
publique.

Les bactéries développent, de plus en plus, de la résistance en s’adaptant aux thérapeutiques
antibactériennes et de ce fait I’échec de traitement (Philippon, 2008 ; Kempf et al, 2011). Environ
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90-95% de souches de Staphylococcus aureus dans le monde sont résistance a la pénicilline et dans la
plupart des pays asiatiques 70-80% des mémes souches sont résistances a la meticilline
(Hemaiswarya et al.2008). De méme, les infections a Acinetobacter baumannii multi résistance aux
ATBs et notamment a I’imipenéme ont émerge depuis une dizaine d’années conduisant a des
impasses thérapeutiques.

111.1.5. Effet antimicrobien des huiles essentielles

Des études récentes ont montré que les huiles essentielles et leurs constituants présentent un
important potentiel en tant qu’agents antimicrobiens et dans plusieurs domaines industriels et
médicaux. la diversité moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confére des roles et
des propriétés biologiques tres variés , ainsi qu’une utilisation moins dommageable, car ils n’ont pas
d’effets secondaires ( Amarti et al.,2008 ; Mazari et al., 2010 ;Goetz et Ghedira , 2012) . pour la
méme raison, aucune résistance particuliere vis —a-vis des huiles essentielles n’a été décrite et il est
important de souligner que certaines d’entre elles constituent des alternatives efficaces ou des
compléments aux antibiotiques sans montrer le méme effet secondaire (Rosato et al ., 2010).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles de pistacia lentiscus et sa résine contre
différents micro-organismes a été rapportés par plusieurs chercheurs (Tassou et Nychas, 1995 ; Ben
Douissa, 2004 Benhammo et al., 2008) .

I11.6.Mode d’action des huiles essentielles sur les bactéries

Le mode d’action des huiles essentielles sur les cellules bactériennes n’est pas clairement élucidé
(Kalemmba et Kunicha, 2003 ; Burt, 2004).

Comptr-tenu de variabilité quantitative et qualitative des composants des huiles essentielles, il est
probable que leur activité antibactérienne ne soit pas attribuable a un mécanisme unique, mais a
plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Bajpai et Kang, 2010).

La principale caractéristique des huiles essentielles est attribuée a I’hydrophobicité de certains de
leurs composants qui leur permet de traverser facilement la bicouche phospholipidique de la
membrane cellulaire en provoquant une déstabilisation de sa structure et en augmentant sa
perméabilité (Souza et al. 2006). Ces modification entrainent des pertes anormales d’ions et de
composés intracellulaires et la coagulation du contenu protéique des cellules (Davidson et Parish,
1989 ; Uitee et al., 2002).

Les principales localisations des sites d’action des constituants des huiles essentielles sont
indiquées ci-dessous (figure n°11).
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Coagulaticn du cytopimans
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Figure n°11 : action des huiles essentielles et des leurs constituants sur la cellule
bactérienne ( Burt,2004).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend du type de microorganismes. En général, les
bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram positives grace a structure de
leur membrane externe. en effet, cette derniére est riche en lipolysaccharides (LPS), ce qui la rend
plus hydrophile, empéchant ainsi les composés hydrophobes des huiles essentielles d’y adhérer
(Cristiani et al., 2007).
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IV.1- Matériel végétal

Iv.1- Extraction et caractérisation chimique des huiles essentielles de Pistacia
lentiscus L.

IV.1.1- Extraction par hydrodistallation

Les feuilles et rameaux ont été nettoyés et débarrassés de tous éléments étrangers, placés
dans des sacs et transportés au laboratoire. L’extraction de I’huile essentielle des feuilles et
rameaux de Pistacia lentiscus L. a été effectuée a I'aide d’un hydro distillateur de type
Clevenager (Figure®12). Cela consiste a introduire 300g de matériel végétal frais dans un
ballon de 02 Litres contenant de I’eau distillée (Duru et al.,2003). L’ensemble est porté a
ébullition paradant 03 heures a I'aide d’un chauffe-ballon. L’huile essentielle obtenue a été
séchée en utilisant le sulfate de sodium anhydre (Na2So4), puis stockée a I’obscurité a 4°C

Dans des flacons en verre opaque (Gardeli et al., 2008).

Figure n°12 : Dispositif d’hydro distillateur de type Clevenger pour I'extraction de I'huile essentielle
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1VV.1.2-Calcul du rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle est défini comme étant le
rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés extraction et la masse de la matiére

Matériel et Méthodes

végétal utilisée. Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

RHE =M’/M*100

RHE : Rendement en huile essentielle en % ;

M’ : Masse d’huile essentielle en gramme ;

M : Masse de la plante en gramme.

IV.2-Procédés d’étude microbiologique

IV.2.1-Souches microbiennes testées

Pour notre étude, nous avons testé la sensibilité des souches bactériennes de référence

provenant de | ‘institut pasteur d’Alger vis —a-vis des agents antimicrobiens standards

(antibiotiques) et biologiques (huiles essentielles). li s’agit de six souches bactériennes dont

quatre a Gram négatif et deux a Gram positif (Tableau n°02). L'ensemble des souches

testées sont connues par leur pouvoir pathogéne et d’altération alimentaire, le plus souvent

incriminées dans diverses infections et intoxications alimentaires.

Souche Code Gram Source
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négatif
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 Négatif
Proteus mirabilis ATCC 35659 Négatif
Institut pasteur d’Alger
Staphlococcus aureus ATCC 6538 Positif
Bacillus cereus ATCC 14579 Positif
Salmonella enterica ACTCC 35664 Négatif

Tableau n°02 : Liste des souches microbiennes testées.
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IV.2.2- Milieux de culture utilisés
Les milieux de culture utilisés pour les différents tests microbiologiques sont les suivants :
--Gélose nutritive
--Gélose Mueller Hinton (M.H)
IV.2.3-Préparation de la suspension bactérienne (I'inoculum)

La suspension est préparée a partir d’une culture jeune en milieu de gélose nutritive de 18
3a24H, ou quelques colonies des souches cibles ont été prélevées, diluées dans un tube a
essai contenant 5ml d’eau physiologique stérile a 0,9%, puis bien homogénéisées par la
suite.

Figure n°13 : Prélévement des colonies bactériennes a partir d’une culture jeune.

La suspension bactérienne a été par la suite standardisée a 0,5 McF (McFarland), soit une
D.O de0, 08 a0, 10 lue a une longueur d’onde de 625 nm sur un spectrophotomeétre UV
(Jenway 670) (figure n°14).

Figure n°14 : Lecture de la densité optique de la suspension bactérienne sur un spectrophometre
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IV.2.4- Etude de la sensibilité des souches vis —a-vis des Antibiotiques
(Antibiogramme)

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est réalisée selon la méthode de diffusion de
disques en milieu gélose et permet la détermination de la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques. Les antibiotiques testés sont mentionnées dans le (Tableau n°03)

A l'aide d’un écouvillon stérile, un volume de suspension microbienne standardisée a été
ensemencé par étalement sur un milieu de culture gélosé approprié (Mueller Hinton). Puis
laisser sécher 10a15 min a la température ambiante (Denis et al., 2011).

Figure n°15 : Prélevement de la suspension microbienne puis ensemencement sur milieu

gélosé.

Ensuite , des disques d’antibiotiques correspondants ont été déposés a l'aide d’une pince
stérile a la surface de milieu. Les boites de pétri ont été fermées et laissées diffuser a
températeur ambiante pendant 1H. elles ont été par la suite portées a incubation a 37°C
pendant 24 a 48H (figure n°16).

Figure n°16: Dépot des disques d’antibiotiques a la surface du milieu gélosé.
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La lecture des résultats a été faite par la mesure de la zone d’inhibition, qui est
représentée par une auréole formée autour de chaque disque ou aucune croissance n’est
observée.

Les résultats obtenus sont comparés aux valeurs critiques figurant dans les tables de
lecture correspondantes, ce qui permet de classer la bactérie I'une des catégories ; sensible
(S), résistante (R) ou intermédiaire (1). selon la standardisation national de I’antibiogramme
en médecine humaine et vétérinaire de I'année 2011 et le comité de I'antibiogramme de Ia
société francaise de microbiologie (2015) (Ammari et al ., 2011 ; Jehl et al., 2015).

Tableau n°03 : les antibiotiques utilisés pour I'antibiogramme (Ammari et al., 2011 ; jehl et al.,2015)

Sigle Antibiotique Charge du disque
en ug
Clp Ciprofloxacine 5
Gentamicine 30
CN
Ticarcyline 75
TI
CAZ Ceftazidime 30
TOB Tobramycine 10
coL Colistine 10
FF Fosfomycine 50
VA vancomycine 30
NET Nétilmicine 10
P Pénicilline G 1
PRL Pipéracilline 30
FEP Céfépime 30
LEV Lévofloxacine 5
IPM Imipénéme 10
TIM Ticarcilline-Acide 75-10
clavulanique
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IV.3.1 Etude de P’activité antimicrobienne des huiles essentielles
1V.3.2.Aromatogramme

L’aromatogramme est un test de laboratoire qui permet aux phytothérapeutes d’analyser in
vitro I’activité antibactérienne des huiles essentielles et de sélectionner plus précisément les
huiles essentielles capables de supprimer ou de détruire les germes pathogénes (Damian et
Damian ,1995) .Différents types d’aromatogrammes , des milieux solides , liquides , sont
exploitables . Cependant, dans la pratique quotidienne, le milieu solide est le plus facilement
reproductibles (Pibiri, 2005) .

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été déterminée par la méthode de
diffusion en gélose (Hazzit et al., 2009). On prépare des boite de pétri (90 mm de diametre)
en versant 20ml de milieu agar Mueller Hinton (MHA) et on laisse solidifier et sécher pendant
30min .

Etre-temps ,la densité des suspensions bactériennes a été ajustée par 1’eau physiologique
stérile en utilisant un spectrophotométre UV pour attenindre la concentration finale de 108
UFC/ml (Mohapatra et al.,2011). Un volume de suspension microbienne standardisée a éte
ensemencé par étalement et étendu uniformément sur la gélose (MH)et laissé sécher pendant
5min .

Des disque stériles de papier Wattman de mm de diamétre , contenant 10ul d’huile
essentielle pure , sont déposés a I’aide d’une pince stérile a la surface des boites ensemencées
(un disque par boite) .

Figure n° 17 : Dépot des disque contenant I’huile essentielle de Pistacia
lentiscus a la surface des boites ensemencées.
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Les boites sont ensuite fermées et laissées diffuses pendant 15min a température
ambiante puis incubées a 37° C pendant 24 heures. Trois essais sont réalisés pour chaque test
avec témoins utilisés comme contréle négatif négatif . Les diamétres sont mesurés en mm et
le résultat étant la moyenne des trois essais.

IV.3.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme etant la plus faible concentration en huile essentielle capable
d’inhiber la croissance microbienne de 90% (SKandamis et Nychas ,2001). Sa détermination
a eté realisée en milieu solide selon la méthode rapportée par Remmal et al., 1993 et Farah
etal.,2001 .

Afin de disperser les composés de I’huile essentielle et d’améliorer leur contact avec les
germes a tester , la solution mere de I’huile essentielles est préparée par émulsion a raison de
10% (DMSO)

Des dilutions successives de la solution obtenue sont ensuite effectuées dans la solution de
DMSO aul/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/160, 1/320.

1,5 ml de chacune des dilutions est introduit dans une boite pétri contenant 13,5 ml du
milieu MH et on fait tourner les boites d’un mouvement circulaire jusqu’a 1’obtention d’ un
milieu homogene. la gamme de concentration finale d’huile essentielle utilisée est de : 1/100,
1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 , 1/3200 , 1/6400 (v /v) (tableau n°04 ) (figure n°18) .

A I’aide d’une anse calibrée, un ensemencement des suspensions bactériennes
standardisée est effectué en stries (figure n° 18) . Les boites pétri sont ensuite portés a
incubation a 37°C pendant 24 -48H. Des contrbles négatifs ne contenant que le DMSO et
I’inoculum ont été également préparés. Les essais sont effectués en triples pour chacune des
concentrations d’huile essentielle utilisée.

Tableau n°04 : Concentrations finales des huiles essentielles de Pistacia lentiscus L

Tube Huile D.M.S.O Concentration | Gélose MH | Concentrations
essentielle (ul) (Viv) coulé (ul) finales (v/v)
(ul)

1 150 1350 1/10 13500 1/100

2 75 1425 1/20 13500 1/200

3 37,5 1462,5 1/40 13500 1/400

4 18,75 1481 ,25 1/80 13500 1/800

5 9,375 1490,625 1/160 13500 1/1600

6 4,687 1495,313 1/320 13500 1/3200

7 2,3435 1497 ,6565 | 1/640 13500 1/6400

Témoin 0 1500 0 13500 0

La lecture des résultats se fait a 1’ceil nu par observation et la CMI correspond a la plus faible
concentration d’huile a laquelle aucune croissance microbienne n’est visible .
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Figure n° 18 : Ensemencement des suspensions bactériennes
standardisees
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Chapitre V

Résultats et discussion

V.1-Extraction des huiles essentielles de Pistacia lentiscus.

V.1.1- Rendement en huile essentielle (R).

Selon le travail présenté par Dris, (2019), le rendement en huile essentielle de Pistacia
lentiscus extraite par hydrodistillation a été calculé selon la formule suivante (vagi et

al.,2005).

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau n°05

R = Masse d’huile essentielle (g)/Masse du matériel végétal utilisé (g) *100

Tableau n°05:Quantité d’huile essentielle de Pistacia lentiscus extraites par hydrodistillation

Essai Masse du Volume Masse des Rendement | Rendement

N° matériel d’eau huiles en huile moyen
vegeétal distillée en extraites en | essentielle %
utiliséen g ml g %
300 2000 1,247 0.415

01 0.42
300 2000 1,275 0.425

02

03 300 2000 1,266 0.422

Les résultats de tableau n°05 montrent que le rendement en huiles essentielles obtenues a
partir feuilles et rameaux du Pistacia lentiscus est de ’ordre de 0.42%.

Une autre étude réalisée par Arabi (2018) sur 1’espéce provenant de la région de Mostaganem
située au nord ouest de I’ Algérie, a montré également un rendement en huiles essentielles

assez proche estimé a 0.4 %.
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V. 2-Etude de P’activité antimicrobienne

V.2.1- ’Antibiogramme

Selon I’étude menée par Dris, (2019), I’évaluation de la sensibilité des bactéries testées par
antibiogramme est illustrée dans les figures (20-26).

Figure n°19 : Résultats de I'antibiogramme de Pseudomonas aeruginasa.

Figure n °20: Résultats de I’antibiogramme de Proteus mirabilis
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Figure n° 21: Résultats de I’antibiogramme d’Acinetobacter baumannii

Figure n°22 : Résultats de I'antibiogramme de Staphylococcus aureus

Figure n° 23: Résultats de I'antibiogramme de Bacillus cereus
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Figure n°24 : Résultats de I'antibiogramme de Salmonella enterica.

D’ aprés les résultats présentés dans tableau n°07, I’activité antibactérienne des
antibiotiques testés, on constate une large variation des diamétres des zones d’inhibition allant
de 0 440 mm.

Selon Ponce et al., (2003) et Moreira et al., (2005), la sensibilité des germes a été classée
par le diametre des halos d’inhibition comme suit : non sensible(-) pour les diaméetres moins
de 10 mm ; sensible (+) pour les diamétres de 10 al4 mm ; tres sensible (++) pour les
diamétres de 15 a19 mm et extrémement sensible (+++) pour les diamétres de plus de 20mm.

Parmi les antibiotiques qui ont donné les plus grandes zones d’inhibition, on distingue:
Imipenéme contre Pseudomonas aeruginosa (40mm) , Fosfomycine contre Staphylococcus
aureus , Proteus mirabilis (35,31mm) et Lévofloxacine contre Acinetobacter baumannii et
Staphylococcus aureus (31,32 mm respectivement).
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Tableau n°06: Résultats de I'antibiogramme exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition (mm).

Antibiotiques | P. A. p. S.
aeruginosa | baumanii | mirabilis | aureus

Ciprofloxacine | 23#0.5 25#1 19£1 30+#0.80

Gentamicine 21 #1 20#1.50 | 19£1 22+0.5

Ticarcyline 08+0.1 13#1

Ceflazidime 14+ 0.5

Tebramycine

18#1.40 23#0.5

Colistine

Fosfomycine

B

Vancomycine 20£0.5

Nétilmicine

Pénicilline G 20#1
Pipéracilline | 13£0.5 |
Céfépime -

Lévofloxacine

31#£0.5 32#1

Ticarcilline- 09#£1
A
Clavulanique
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- <10 mm Résistante (non sensible); 10a 14 mm sensible - 15a 20 mm tres
sensible ; - > 20 mm Extrémement sensible.

Par ailleurs, les antibiotiques qui se sont montrés inactifs contre les bactéries sont
représentés par: Colistine contre Bacillus cereus, Ceflazidime vis-a-vis Bacillus cereus,
Salmonella entrica, Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii, Céfépime vis-a-
vis de ces deux derniéres ainsi que Ticarcilline-A Clavulanique contre pseudomonas
aeruginosa et Proteus mirabilis.

Toutefois, trois bactéries ont présenté une résistance vis-a-vis des antibiotiques testés,
Acinetobacter baumannii contre Ticarcyline (8mm), Pseudomanas aeruginosa contre
Colistine et Bacillus cereus conter Pénicilline G (9mm).

V.2.2-Paromatogramme

Selon les résultats des travaux menés par Abed, (2018), I’évaluation de I’activité
antimicrobienne des huiles essentielles de Pistacia lentiscus par la méthode de diffusion des
disques sur milieu gélose a permis d’obtenir les résultats présentés dans le tableau n°08 et la
figure n°22 illustrées ci- dessous :

Figure n°25 : Résultats de 'aromatogramme des huiles essentielles de Pistacia lentiscus

L’activité antibactérienne des huiles essentielles pures de Pistacia lentiscus montrent une
inhibition de croissance des souches cibles par une variation des diameétres d’inhibition allant
de 16 a23mm.
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Tableau n°07 : Résultats de I'aromatogramme exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition

N° Souches Diametres (mm)
1 Pseudomonas aeruginosa 16
2 Acinetobacter baumannii 20
3 Proteus mirabilis 12
4 Staphylococcus aureus 19
5 Bacillus cereus 19
6 Salmonella enterica 23

La plupart des études ayant abordé I’activité des huiles essentielles entiéres sur 1I’inhibition
des micro-organismes et agent pathogene ont conclu que les huiles essentielles sont
Iégerement plus actives contre les bactéries a Gram positif que celles a Gram negatif
(Mahboubi et Haghi, 2008 ; Morteza-Semnani et al., 2011). Ceci semblerait prévisible, car
ces germes sont dotés d’une membrane externe entourant la paroi cellulaire, ce qui limite la
diffusion des composés hydrophobes a travers sa couche lipopolysaccharidique

Nous remarquons que Salmonella enterica est la seule souche extrémement sensible aux
huiles essentielles (23mm), suivi par Acinetobacter baumanni, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus,et Pseudomonas aeruginosa qui sont tres sensibles (20,19,19,16,mm
respectivement).

Cependant, Proteus mirabilis est la bactérie la moins sensible aux huiles de Pistacia
lentiscus en comparant avec les autres souches (12mm), car celle-ci est connue pour sa faible
sensibilité aux huiles essentielles de Pistacia lentiscus (Tahiri,2008 ; Bammou et al.,2016).

(Hayder et al., 2005 ; Debbabi et al., 2017 ) ont montré également 1’effet positif des huiles
essentielles des feuilles et rameaux de Pistacia lentiscus vis-a-vis Salmonella enterica,
Pseudomonas aeruginosa , Staphylococcus aureus et Bacillus cereus.

D’autres travaux confirment que 1’huile essentielle de Pistacia lentiscus possede un effet
antimicrobien puissant contre un large éventail de microorganismes (Magiatis et al., 1999 ;
Koutsoudaki et al ., 2005 ; Mharti et al., 2011).

V.2.3 - Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Selon 1’é¢tude de Abed, (2018), la CMI de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus L a été
testée a des concentrations allant de 1/100 a 1/6400 (v /v) (tableau n® 09).
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Tableau n°08: Concentration minimale inhibitrice (CMI) de huile essentielle de Pistacia
lentiscus vis-a-vis les six bactéries testées

Concentration de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus (v/v)
Bactéries 1/100 | 1/200 | 1/400 |1/800 |1/1600 |1/3200 |1/6400 T
1% |0,5% |0,25% |0,125% |0,625% | 0,312% | 0,156% | 0%
Pseudomonas | - - - - - + + ¥
aeruginosa
Acinetobacter - - - - - + + +
baumannii
Proteus - - - - - + + +
Mirabilis
Staphylococcus| - - - + + + + +
aureus
Bacillus - - - + + + + +
cereus
Salmonella - - |- - + + + +
enterica

- . Absence de croissance ; + présence de croissance.

D’apres les résultats obtenus dans le tableau n°09 , il apparait que Pseudomonas
aeruginosa , Acinetobacter baumannii et Proteus Mirabilis ont été inhibées avec la plus faible
concentration de 1/1600(v /v). Cependant, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus ont été
inhibées avec la plus grande concentration de 1/400 (v/v). Par ailleurs, une concentration
moyenne de 1/800(v/v) a été obtenue avec Salmonella enterica.

Vu les faibles concentration d’inhibition des huiles essentielles de Pistacia lentiscus contre
plus de deux bactéries Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa , Acinetobacter baumannii et
Proteus mirabilis) avec 1600(v/v) , on déduit que les huiles essentielles de Pistacia lentiscus
ont un effet plus prononcé contre les souches Gram négativf que contre les Gram positif. Cela
rejoint I’hypothése de Zaika, (1988) ou les bactéries Gram positif seraient plus résistantes que
les bactéries Gram négatif aux huiles essentielles. En effet, plusieurs chercheurs ont signalé
qu’il existe une relation entre les composés volatils les plus abondants dans I’huile essentielle
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testée et I’activité antimicrobienne (Koutsoukadi et al ., 2005 ; Ghalem et Mohamed,
2009).

Selon Rios et Recio (2005), les extraits ou les huiles d’espéces végeétales avec des
valeurs de CMI inférieures @ 100 sont considérés comme prometteurs en tant qu’agents
antimicrobiens potentiels. Haloui et al., (2015) ont signalé que I’huile essenticlle présentait
un effet antibactérien plus élevé avec des valeurs de CMI de 0.5, 4 et 167 contre Bacillus sp,
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa respectivement.

Selon Hafse et al., (2017), la concentration minimale inhibitrice pour Bacillus sp et
Staphylococcus aureus était de 1/250 (v /v), tandis que les souches les plus résistants étaient
Pseudomonas aeruginosa et Salmonella sp avec une CMI de 1/125 (v /v).

D’apreés Oussalah et al., (2006), I’activité biologique d’une huile essentielle est a
mettre en relation avec sa composition chimique , les groupes fonctionnels des composés
majoritaires et les effets synergiques enter ces derniers et les composés mineurs. Ceci pourrait
expliquer les différences constatées dans les résultats obtenus.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs
connus par leurs propriétés thérapeutique . avec la prévalence des microorganismes
pathogenes résistants aux antibiotique , nous notons un regain d’intérét pour les
molécules naturelles extraites a partir de ces dernicres . L’ Algeérie par sa situation
géographique , offre une végétation riche et diverse .

Notre pays joui d’une biodiversité considérable , elle posséde de nombreuses
plantes aromatique et médicinales riches en métabolites secondaires avec des
caracteristiques thérapeutiques et pharmacologique .

Dans le cadre d’une valorisation de ces ressources , notre travail a fait I’objet
d’une étude phytochimique d’une espece végétale a savoir Pistacia lentiscus , en
analysant leur composition chimique de leur huiles essentielles mais aussi , en
¢valuant leur propriétés biologiques telles que , I’activité antimicrobienne .

L’analyse des huiles essentielles des feuilles et rameaux obtenues par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la masse a permis d’identifier
35compose volatiles .

Les résultats de travaux antérieurs ont egalement rapporte la présence de certaine
de ces composés majoritaires a des teneurs variées mais aussi , I’absence de certains
d’autres par comparaison avec notre échantillon . Les différences de composition
chimiques rencontrées dans les essentielles du point de vue qualitatif et quantitatif ,
peuvent étre attribuées a un ou plusieurs facteurs aussi bien extrinseques .

L’¢évaluation de ’activité antimicrobienne a permis de montrer par la méthode
d’aromatogramme , une activité inhibitrice contre les 6 souche de référence testées , la
plus sensible est Salmonella enterica .

L’activité antimicrobienne exercée par les huiles de P.Lentiscus pourrait étre
attriuée au - Pinéne ,y-terpinéne , Sabinéne et B-Phellandrene .

Par comparaison aux huiles essentielles de P.lentiscus , les antibiotique n’étaient
pas tous actifs contre les souches testées , certains étaient méme inactifs tels que
Ceftazidime ,Céfépime et Ticarcilline — A . Clavulanique . Le plus grand diamétre
d’inhibition a été enregistré par I'Imipénéme (40mm) contre Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853.
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Conclusion

L’ensemble des résultats obtenus au cours de notre travail , constitue une premiére
étape dans la recherche des substance de source naturelle biologiquement active , il
serait intéressant d’étayer ce travail en :

+ Extrayant les huiles de d’autres parties de plante et les étudier

+ S’intéressant a identifier les molécule responsable des activités
biologiques afin d’élucider leur mécanisme d’action en vue de
supplanter les substances synthétiques utilisées en thérapeutique ou en
industrie

+ FEtudiant les mécanismes d’action et les facteurs influencant ’efficacité
des huiles essentielles

+ Propriétés biologique des huiles essentielles .
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