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GLOSSAIRE

Agents hépatoprotecteurs : Substances qui ont pour role de protéger lefoie.
Bactéricide : une substance ayant la capacité de tuer des bactéries
Bactériostatique : Substance qui inhibe la multiplication des bactéries sans les tuer

Condimentaires : herbes aromatiques, ou fines herbes. Sont des plantes cultivées sans les
jardins potagers ou dans les cultures maraichéres, pour leurs qualités aromatiques, voir
medicinal.

Dépistage phytochimique : Il sagit de I'extraction, du dépistage et de I'identification des

substances actives sur le plan médical présentes dans les plantes.

Dermotoxicité : |es réactions cutanées consecutives a |'administration systémique de produits
pharmaceutiques utilisés dans un but diagnostique, préventif ou thérapeutique, par voie entérale

(digestive) ou parentérale (autres que digestives)

Emulsifiant : mélange hétérogéne de deux substances liquide non miscible, I’'une étant

dispersée sous forme de fine gouttelettes dans |’ autre
Epaississant : ingrédient utilisé pour réduire le caractere, en augmentant leur viscosité

Epathotoxicité : est considérée comme le pouvoir qu'a une substance de provoquer des
dommages au fois ; celaintervient généralement a la suite de la prise de médicament

Excipient : substance qui entre dans la composition d’ un médicament et qui sert ¢ incorporer

les principes actifs
Gélose Muller-Hinton : est une gélose riche pour laréalisation de I’ antibiogramme standard

Hypocholestérolémiantes : taux élevé de cholestérol sanguin par rapport a une limite fixée par

une instance de santé

Indicesderétention : utilisé pour convertir lestemps de rétention en constantes indépendantes
du systéme

Mitochondrie : Granule du cytoplasme, indispensable aux réactions énergétiques de lacellule

Neurotoxique : est I’ action d’ un poison (ou substance neurotoxique) sur le systéme nerveux.

Il peut s agir d’ ééments chimique ou de substances biologiques comme | es neurotoxines



Photocyclisation : processus photochimique intramoléculaire conduisant a un systéme

cyclique par laformation d’ une nouvelle liaison simple

Principe actif : une substance active qui désigne la substance chimique qui, dans un

médicament, possédé un effet thérapeutique



Liste des abréviations

ADN : acide désoxyribonucléque

ARN : acide ribonucléique

CPG : chromatographie phase gazeuse

CPG-IRT : chromatographie phase gazeuse- infrarouge a transformé de Fourier

CPG-IRT-SM : chromatographie phase gazeuse- infrarouge a transformé de Fourier-
spectrométrie de masse

CPG-SM : chromatographie phase gazeuse coupl ée ala spectrométrie de masse
H.A.D : huile d amande douce

HE : huile essentielle

HMG-CO A : hydroxyméthyleglutaryl-CoA réductase

MH : Mueller Hinton

P.L : Pistacia Lentiscus

PAM : plante aromatique médicinale

pH : potentielle hydrogene

SM : spectrométrie de masse



Liste des figures

Figure 1.1: Aire de répartition de P. Lentiscus autour du bassin méditerranéen. .............. 4
Figure 2.1 : Pistacia Lentiscus des différentes Stations ............ccoeeeeeeerricceessiseeennnn, 14
Figure 2.2 : Hydro-distillation type CIEVENGET. ... 18
Figure 2.3 : Refractometre ABBE ..o e 19
Figure 2.4 : FOrmation du 10t de SOUIS..........ccoueveieerieieieieeieeeee e 24
Figure 2.5 : Application du DIClOfENAC 1%0.........cceveverererereieicecccceeeeee e 25
Figure 3.1 : Variation du taux d'humidité restant dans la plante en fonction des jours.....30

Figure 3.2 : Représentation graphique des valeurs observées en fonction des valeurs

BSTIMEES ... 31
Figure 3.3 : Histogramme de I’influence des coefficients sur le rendement....................... 32
Figure 3.4 : Evolution des résidus en fonction des valeurs prévues ..........c...occeveereneeennes 34

Figure 3.5 : pourcentage d’inhibition d’HE du Pistacia lentiscus des Ouadias en fonction

S CONCENITALIONS. ..ottt ettt ettt e e e et e et e et et eaee et eeeeaueeeeeseeeseeasesseeneensessenseeneeasesneeneaanens 41

Figure 3.6 : pourcentage d’inhibition de I’acide ascorbique en fonction des concentrations.



Liste des tableaux

Tableau 1.1: Classification botanique du Pistacia lentiSCUS. ...........ccccvvveveiiieieeie e 3
Tableau 2.1 : Ensemble du matériel ULHHISE ...........coeieiiiiiiiiseeeee s 13
Tableau 2.2 : Situation géographique et bioclimatique des différentes stations................. 14
Tableau 2.3 : Tests d'INeNtifiCatioN...........ccooiiiiiiiiiee e 15
Tableau 2.4 : Facteurs etudiés et [eUrS NIVEAUX ........coerereriiiiiiinieie e 17
Tableau 2.5 : Plan d'expérience en Valeurs COUEES...........civrriiieereirieiie e seeseenie e 18
Tableau 2.6 : Conditions Operatoires de GC ........coeriirereiinenieieesie e 20
Tableau 2.7: Conditions operatoireS GC/MS ........cccooiiiiieine e 21
Tableau 2.8 : Ingrédients pour la formulation du cérat 1%..........cccceveverieviesnieeierierienn, 22
Tableau 2.9 : Produits testés dans chacune des études biologiques étudiées. .................... 23
Tableau 2.10 : Matériels et produits utilisé pour les études biologiques sur I'HE ............. 23
Tableau 2.11 : Lots utilisés pour I'étude anti-inflammatoire...........c.ccccocevvevieiivivcieienenn, 25
Tableau 2.12 : Micro-0rganismes BUIES ..........cccveviiiieieece e 27
Tableau 3.1 : Résultats du screening phytoChimiquUe ...........cceieeiieieiieiiece e 29
Tableau 3.2 : Matrice du plan factoriel et les réponses enregistrées..........ccevevvereieennn. 30
Tableau 3.3 : Analyse de la variance donnée par MODDE 6.0 ..........ccccocveveiieiiecie e, 33
Tableau 3.4 : Valeurs souhaitées pour un rendement optimal ............cccocoeeeiieiiieieicnnn, 34
Tableau 3.5 : Solutions proposées par le logiciel MODDE 6.0 ...........cccccoeveeieieenieciennn, 34
Tableau 3.6 : Résultat de I'étude du facteur SEChage.........ccccoveveeiiiii i 35
Tableau 3.7 : Caracteristiques physique de I'HE du [entiSQUE .........ccccceevvereiieieene s, 36
Tableau 3.8 : Composition chimique de I'HE des deux zones de récolte............ccccceevenen. 36
Tableau 3.9 : Composition globale des deux huiles essentielles............ccccoovrveiiverriinnnnn, 38
Tableau 3.10 : Tests de CONtrole dU CAMAL.........cccvviiriiiiere e 39
Tableau 3.11 : Résultats obtenus pour chagque 10t ... 40

Tableau 3.12 : Valeurs des absorbances des HEs et pourcentages d’inhibition en fonction

ABS CONCENTIALIONS. ....cceeeeeeeee ettt ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeenens 40


file:///C:/Users/simtech/Desktop/CHAPITRE-I-synthése-bibliographique%20katou.docx%23_Toc11882566

Tableau 3.13:

Valeurs des absorbances de 1’acides ascorbique et pourcentages d’inhibition

en foNCtion des CONCENTIALIONS ........ccviiieiieie ettt nneas 41
Tableau 3.14 : Valeurs des IC50 de I’HE haute altitude et de I’acide ascorbique.............. 42
Tableau 3.15 : Diameétres d'inhibition des HES ... 43
Tableau3.16 : Résultat du lot témoin négatif..................cooiiiiiii Annexe 5
Tableau3.17 : Résultat du lot témoin positif...................o, Annexe 5
Tableau3.18 : Résultats du lot témoin test (HE du lentisque) ......................... Annexe 5
Tableau3.19 : Résultat du lot test (produit fini)..................oooiii Annexe 5
Tableau3.20 : Résultats du lot test (placébo)............coovviiiiiiiiiiiiiin, Annexe 5



Table des matiéres

Glossaire

Liste des abréviations
Liste des figures

Liste des tableaux

10 0T L 1) N 1

Chapitre 1 : Synthese bibliographique

1-  Plantes aromatiques et MEdICINAIES............cooeiririieiiee e 3
I R I T 1 ) 0] ST 3
1-1.1  Plante MEdICINAIE ©.....cvoiiieeee s 3
1-1.2  Plante arOmMatiQUE : .....ccooveiieeieiee it ste ettt ste e sre e te e e nas 3
2= Plante BLUIEE .....c.ooiiieicec e bbb 3
2-1  Pistachier [ENTISQUE ......ccviviiieie et 3
2-1.1  Classification DOtANIQUE :........cooviiiiiiiiie e 3
2-1.2  Description DOTANIQUE ........coviiiiii e 3
2-1.3  Localisation géographique et habitat..............cccooieiiiiiiiiieieeee s 4
2-1.4  Composition du Pistacia [eNTISCUS ..........ccccuiiiiiiiieieseiee e 4
3= HUIIE ESSENTIEIIE ... e 5
KT R B T 1 01 4o ] SO 5
K U 1 |1 157- 1 [0 o SOOI 5
3-3  Procédés d’exXtraction.............cccooiuiiiiiiiiiiii it 5
3-3.1  Hydro-distillation et entrainement a la vapeur d’eau...............cccoocoveiinnnnnnn. 5
3-3.2  DIStIllation SECNE .....ccueiiciciccc e 5
3-3.3  EXPresSion @ frOId . .....c.cooiiiiiiieieie e 6
3-4  ComPOSITION CRIMIQUE .....oviiiiiiiiieieee e 6
3-5 Caractérisation et identifiCation .............ccooviiiiiieiiiii e 6
3-5.1  Caractéristiques 0rganoleptiQUES..........ccciveieiiiieeie e 6
3-5.2  Caractérisation physiCO-ChimMIQUE.........cccoiveiiiiiieeicce e 6
3-5.3  ANalyses Par COUPIAGES ....ccvuiiriiiiieiie ettt e e e ne e 7
3-6  Conservation et condition de StOCKAQE : .......ccoveiiieiiiiiicce e 8
3-7  Toxicité d’une huile essentielle.....................cccoeoiii i, 8
4- Bio-activité de I’huile essentielle du lentisque ..................ccccevvieiiiieiieiiccc e 8

4-1  ACHIVITE ANTIDACTEIIENNEG ..o et e e e e e 8



4-2  ACHIVITE @NTIOXYAANTE ..c..oviiiciccce et 9

4-3  Activité anti-inflammatoire ..........ccceveiiiiii e 9
5- Formulation d’une pommade ................ccoooiiiiiiiiiii 10
o R B T 0 11 4T o ST 10
5-1.1  Pommade hydrophobe ... 10
5-1.2  Pommade absorbant I’eau ................cocooe i 10
5-1.3  Pommade hydrophile ..........ccoooiiiiiiiee e 11
5-2  Controle qQUANITE ........ocoeeeee e s 11
5-2.1  Tests phySiCO-CRIMIQUES..........coiiiiiieieee e 11
5-2.2  TeStsde Stabilite........ccoviiiieicecce e 11
B OPTIMISALION ...ttt bbb 11
ORI =] T Vo] o SO PPR 11
6-2 Plans d’eXPEIrieICeS ...........cceiiiiiiiiiiiiiie e 12
G R =T 0 01 o] [T - OSSPSR 12
6-2.2  Plans faCtOFIEIS ........ciiiiiiiieiee e e 12
0-2.3  AVANTAQGES ..veiiiiiie ittt 12
6-2.4 INCONVENANTS.......ooiiiiiiiiie ettt ettt r e sbe e s e e be e e n e e nneeaneennees 12

1- Matériel €L ProduUIts ......cccceiiiie et 13
2= RECOITE ...t 14
2-1  CROIX dES STALIONS ... .ecvieiiieieeie ettt see e reenreeneenneenns 14
2-2  Description des zones d’étude .................coceiiiiiiiiniiic 14
2-3  PEriode de 12 FECOITE ......ocuv e 14
2-4  ldentification de [a Plante ... 15
2-5 Conservation de la plante ..o 15
p T = 1 €0 )7 Vo TSP 15
3-  TeSt PRYLOCHIMIGUES .....coovvieiie ettt baenrees 15
3-1  Préparation de Pinfusé................ccoooiiiiiiiiiii 15
3-2  Tests d’identification...................ccceoiiii i 15
4-  OptimiSation et eXTrACTION.........cuiiiieieiere e 16
N S - 1o N i 101 (0] [ SRR 16
4-1.1  Construction du plan d’eXpeérience ...............cccoccovviriieniiiiiene e 16
4-1.2  ChOIX dES TACTEUIS....cuiitiiiiiiiiieiee e 16

4-1.3  Construction du plan factoriel...........ooeiiiiii e 17



4-2  EXtraction de PHE ...ttt 18

4-2.1  Détermination du rendement .........ccccooviiiieiieieiese e 19
4-2.2  Caractérisation de PHE ..................ccco oo 19
4-2-2.1 INdice de FEfraCtion .........cccoviiieiieieicce e 19
4-2-2.2 DENSITE FEIAtIVE......cviiiiiiicee e 19
4-2-2.3 ANalyse Par CPG-SM .......cccciiiie ittt 20
5- FOrmulation du CEFAL..........cuoiiiiiiieiese e b 21
5-1 Proportions d’ingrédients et préparation....................ccccooviiiiiiii 22
5-2  Controle qQUANITE ........ocoeeeee e 22
5-2.1  EXAmMEeN MICIOSCOPIGUE ...ocuviueeureiitiniesiesiesieeseete ettt n b et b 22
5-2.2  EXAmMeN MAaCIOSCOPIGUE .....coueeriiiriiirieniieiieseeeesie sttt n s e b b e s 22
5-2.3  IMESUIE AU PH .ot 22
6- Evaluation in vivo des bio-activités de I’huile essentielle .........................coeenenne. 22
6-1  Materiel et ProdUITS.......ccccii i 22
6-2  Activité anti-inflammatoire ... 23
6-2.1  Préparation deS 0TS ......cccciuiiiiiicc e 24
6-2-1.1 Lot temOIN POSITIT......cccoeiiiieiice e s 25
O A 0 (] S TP 25
6-2.2  SACKITICE UES SOUKIS....cuiiiiiirieieieiie et siee e e stee e ee e ste e et este e sreeneeeneesreennas 26
6-3  ACLIVILE aNtIOXYAANTE ......oviiiiiiie e 26
6-4  ACLIVItE antibDaCtEriENNE .......cveieece e 27
B-4.1  MELNOE ..o e 27
B-4.2  SOUCKNES TESTEES .....oviiieiiieiietieie ettt sb b enes 27
6-4.3  ChoixX du MIlIeU dU TEST ......ooiiiiiece s 27
6-4.4  Préparation de Pinoculum ...............cccoooiiiiiiiiiii 27
6-4.5  Test de ’aromatogramme................cooeiiiiiiiiiiiinieseee e 27
6-4.6  INCUDALION BT IECTUNE.....ccui ettt 28

Chapitre 3 : Résultats et discussion

1- Tests PhytOChIMIGUES : ....oooiiiiiece e 29
2- Détermination de la teNEUN €N BAU : ......ccccveiieiveie e 29
3- Etudes statistiques des résultats du plan d’expérience.................ccccceviriininiiniennnn, 30
3-1 Validation du MOAEIE............ooviii e 30
3-1.1  Adéquation du MOdElE.........ccoeuiiieiiee e 31

3-1.2  Facteurs SIgNITICATITS ........couiiiiie e 31



3-1.3  Analyse de [a VAITANCE..........cocuouiiieiiie ettt st 33

3-1.4  ELUAE AES FESIAUS ....ovevieiieiieieie ettt sttt st re e e neens 33
3-2 Modélisation des réponses a ’aide du logiciel MODDE 6.0 ............................... 34
3-3 Phase de Poptimisation ... 34
4- Influence du séchage sur le rendement d’extraction ...............cccccocceevviieiiiieiiiin e 35
5-  Caractéristiques de PHE ................cccooiiiiiii e 36
6- Caractérisation des HE par CPG/SM ... 36
7-  Contréle qUAlIté dU CEFaL : .........ooi e 39
8- Evaluation de la bio-activité de PHE ..............cccoooiiiiiiiiiiiee e 40
8-1  Activité anti-inflammatoire :.........ccccco i 40
8-2  ACLIVILE ANTIOXYAANTE .....ooviiiiiiiieeee e 40
8-3  ACLIVItE antiDACTEIIENNE ......ecviiice e 43
L1 1 10 11T 1) 1 44
Bibliographie

Annexe



L’ usage de plantes médicinales locales, en réponse a des problemes de santé peut
étre percu comme une aternative aux médicaments conventionnels. Le Pistacia lentiscus
figure dans la liste des plantes médicinales, ¢’ est un arbuste a feuilles persistantes de la
famille des Anacardiaceae, qui pousse spontanément et est largement répandu.

Les médecines traditionnelles pratiquées de part et d autre des rives de la méditerranée,
attribuent au lentisque des vertus dans le traitement des ulceres, des plaies et des brllures
|égéres. Dansle groupe des especes a huile ausage médicinale et / ou alimentaire, exploitées
par les sociétés paysannes méditerranéennes, la médecine traditionnelle algérienne utilise
surtout I’ huile grasse obtenue par expression des fruits de lentisque dans le traitement des
petites blessures, brilures |égeres et érythemes.

Bien que I'exploitation de I'huile végétale du lentiscus dans plusieurs régions du pays
S accroit et connait un essor appréciable, elle reste faible en réponse aux attentes d’ une
industrie pharmaceutique naissante. En effet, ce produit ne peut étre obtenue qu’ au moment
de fructification.

L’ huile essentielle du lentiscus, obtenue par hydrodistillation des feuilles, de fruits ou
d'exsudats de tronc (gomme a mastiquer) est réalisable durant tout son cycle végétatif.

Plusieurs études concernant la composition chimique de I'huile de P. lentiscus ont
été rapportées, Les huiles de diverses populations de P. lentiscus originaires du bassin
meéditerranéen ont été précédemment étudiées et différentes compositions ont été établies.

En plus d’ une étude de la composition de I’ huile |” essentielle, de I’ évaluation de trois bio-
activités (effet antibactérien, antioxydant et I'effet anti-inflammatoire) de P. lentiscus
algérien, ce travail sintéresse a déterminer les conditions optimales qui maximisent le
rendement d’ extraction de I” huile essentielle du Pistacia

Afin de contribuer alavalorisation delarichesse locale, laplante est récoltée dans le centre-
Est du pays, deux stations différentes ont été choisies, une zone basse altitude (Azeffoune)
et une zone haute altitude (Ouadias). L’ altitude, la durée d’ extraction et la forme de la
plante (broyée ou non broyée) sont les facteurs étudiés pour optimiser le rendement
d extraction, I'outil mathématique utilise pour obtenir le résultat souhaité est la
méthodol ogie des plans d’ expériences.

Dans le premier chapitre du manuscrit, nous proposons une synthése bibliographique visant
a apporter quelques géenéralités sur la plante et ses métabolites secondaires, les méthodes

d extraction et de caractérisation de |” huile essentielle, un apercu sur, I’ évaluation des bio



activités de la plante, une initiation a la formulation pharmaceutique et a la méthodologie
des plans d’ expériences est donnée alafin du chapitre.

Le 24M chapitre donne le détail du matériel, des équipements et des méthodes utilisées.

Les résultats avec | eurs interprétations conformément alalittérature sont regroupés dans le
troisieme chapitre.

Une conclusion générale englobant tous les résultats et proposant quel ques perspectives est

donnée alafin du mémoire.



1- Plantes aromatiques et médicinales

1-1 Définitions

1-1.1 Plante médicinale :

Selon la pharmacopée francaise (1965), une plante médicinale est utilisée entiére ou sous
forme d’ une partie de plante possédant des propriétés medi camenteuses. Ces plantes peuvent
auss avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques [1].

1-1.2 Plantearomatique :

Les plantes aromatiques appartiennent a la fois au domaine des plantes médicinaes et des
matieres premiéeres industrielles d’ origine végétal e, et constituent des sources de substances
naturelles complexes, destinées a apporter des caractéres organoleptiques particulier aux
aiments[2].

2- Plante éudiée

2-1Pistachier lentisque

2-1.1 Classification botanique:

La classification botanique du genre P. lentiscus est donnée par le tableau 1.1.

Tableau 1.1: Classification botanique du Pistacia lentiscus [3].

Regne Plantae
Embranchement Tracheobionta
Classe Magnoliopsiba
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia L
Espece Pistacia lentiscus

2-1.2 Description botanique

Le lentisque aussi appelé arbre a mastic (nom berbere : tidekt, nom arabe : drou), est un
arbrisseau dioique de 1 a 3 metres, son odeur est résineuse, forte. Ses feuilles sont
persistantes, coriaces, luisantes en dessus, mates et pales en dessous. Ses pétioles sont
étroitement ailés. Les fleurs sont en forme de grappes denses, naissant une ou deux a
I"aisselle d’ une feuille. Les fruits de cette espece sont petits, subglobuleux, apicul és, rouges
puis noirs a maturité. Le moment de floraison est en général entre le mois d avril et le mois
demai, par contre lafructification sefait entrele mois d’ octobre et |le mois de novembre [4].



2-1.3 Localisation géographique et habitat

Le lentisque, est un arbre spontané qui pousse sur tout le bassin méditerranéen. |l se trouve
al’ état sauvage, dans lesmaguis et les garrigues danstous lestypes de sols, bien qu'il préfere
les terrains siliceux. En Algeérie, le lentisque se trouve sur le long du tell et dans les zones
forestieres. C'est une espece indifférente aux variations du milieu ce qui explique sa
dispersion. Il peut se situer dans une ambiance climatique subhumide, semi-aride et chaud.
Dansles zones humides, il est plus abondant dansles plaines que les hauteursal’ inverse des
zones semi-arides [5].

La carte ci-dessous (Figure 1.1) montre la répartition géographique du Pistacia lentiscus L.

Algéne

. Pistacia lentiscus L.

Figure 2.1: Aire de répartition de P. Lentiscus autour du bassin
meéditerranéen [6].

2-1.4 Composition du Pistacia lentiscus

Le lentisque comme toute autre plante, est composé de métabolites primaires qui eux sont
des mol écul es organiques se trouvant dans toute les cellules de I’ organisme. Ces molécules
sont : les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléques [7]. Il est aussi
compose de métabolites secondaires essentiellement en tanins, flavonoides, composes
réducteurs ainsi que des terpénoides et enfin il est composé d huile essentielle [8].
L’identification des métabolites secondaires se fait via des test phytochimiques en utilisant

des réactifs spécifiques pour chaque métabolite.



3- Huile essentielle

3-1Définition

Une huile essentielle, selon la pharmacopée européenne 6™ édition est définie comme « un
produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d'une matiere
premiere végétal e botani quement définie, soit par extraction alavapeur, soit par distillation
seche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le
plus souvent separée de la phase agueuse par un procédé physique n’entrainant pas de

changement significatif de sa composition ».

3-2Utilisation

L'utilisation de cette huile essentielle est bien éendue, allant d’'une utilisation en
aromathérapie énergétique jusgu’'aux effets thérapeutiques importants voir un effet
antibactérien, anti-inflammatoire, antioxydant, photoprotecteur, soignant les varices et

jambeslourdes ... [9].

3-3Procédés d’ extraction
Le procédé d extraction dépend exclusivement de I'utilisation ultérieure de I’ huile

essentielle, la pharmacopée européenne préconise |es procédés suivants :

3-3.1 Hydro-distillation et entrainement ala vapeur d’eau

Le principe de la distillation a la vapeur d’eau ou hydro-distillation est d’entrainer les
substances aromatiques al’ aide de la vapeur d’ eau, ceci en mettant la matiére végétale dans
un ballon rempli d’eau portée a ébullition, la vapeur d'eau saturée en substances
aromatiques, est condensée dans un réfrigérant, puis on récupére le condensat dans un
récipient adéguat. Par contre le principe de I’entrainement a la vapeur d’eau, la matiere

végétale est soumise al’ action d’un courant de vapeur sans macération préalable [10].

3-3.2 Distillation séche

Son utilisation est moindre, elle est limitée a I’ extraction d huile essentielle des végétaux
fragiles contenant des molécules thermosensibles telle que |les pétales de rose. Son principe
consiste a chauffer modérément la plante ou une partie de plante sans ajout d’eau ni de
solvants organiques, suivra la condensation des substances volatiles. Cette méthode est

connue pour son faible rendement d’ extraction en HE [10].



3-3.3 Expression afroid
Elle est utilisée pour extraire |’ essence desfruits al’ état frais, en général celle des agrumes.
Elle s effectue sans chauffage, donc ¢’ est par moyen d’ une pression mécanique a laquelle

sont soumis les fruits[10].

3-4 Composition chimique

L es constituants des huiles essentielles appartiennent a deux grands groupes, |les terpénoides
d'une part et |es composés aromatiques dérivés du phényl propane, beaucoup moins fréquents
d'autre part. Elle ne renferme pas de gras, ne contient pas non plus d eau, ni d’acool, ni de

sels minéraux ni de vitamines [11,12].

3-5Caractérisation et identification
La caractérisation et I’identification d’une huile essentielle sert d’une part a connaitre sa

constitution, et d autre part a vérifier sa pureté, elle sefait par le biaisde :

3-5.1 Caractéristiques organoleptiques
Chaque extrait est caractérisé par ces propriétés organol eptiques telles que I’ odeur, |’ aspect
et lacouleur.

v L’odeur :
L’ odorat est un sens chimiquetrés sensible qui donnelacapacité aidentifier et acaractériser

une substance odorante. [13].

v' Lacouleur
La coloration d' une huile essentielle dépend des produits qui la constituent. Certains
solvants ont le pouvoir d’ extraire beaucoup de pigments, ce qui intensifie la couleur d' une

huile donnée [13].

v' L’ aspect
L’ aspect d' une HE dépend des composés qui la constituent [13].

3-5.2 Caractérisation physico-chimique

v Indice de réfraction :

Souvent noté n, est une grandeur sans dimension caractéristique d'un milieu, décrivant le
comportement de lalumiére dans celui-ci. Il est alafois variable selon des grandeurs qui lui

sont extérieures, et non unique pour un milieu donné. Le refractometre est I’ outil utilisé pour



déterminer un indice de réfraction. Si la mesure se fait a T°# 20°C aors I’ utilisation de
I’ équation de correction est nécessaire. L'indice de réfraction n'a pas d'unité car c'est le
rapport de deux vitesses. Pluslalumiére est ralentie, pluslamatiére aun indice de réfraction
éleve. Celui des huiles essentielles est généralement élevé et est supérieur aceux del’eau a
20°C (1.3356), et del’ huile d’ olive a20°C (1.4684). Ceci montreleur richesse en composants
qui dévient lalumiére polarisée [14,13].

v Densitérelative :
La densité relative d'un corps est le rapport de sa masse volumique a la masse volumique

d'un corps pris comme référence [15].

v Indice d acide
C’ est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour la neutralisation des acides libres
contenus dans 1g d’ huile essentielle. Lateneur en acideslibres des corps gras augmente avec

le temps, I'indice d'acide permet donc de juger de leur état de détérioration [13].

3-5.3 Analyses par couplages
Afin de rentrer dans le ceceur d'une substance, et de caractériser avec précision

(qualitativement et/ou quantitativement) sa constitution, nous pouvons avoir recours a:

v CPG-SM :

Les systemes actuels de CPG-SM sont trés performant pour la séparation, la détection et
I”identification des molécules composant une huile essentielle. C' est un couplage entre une
CPG qui est une méthode d’ analyse par séparation qui S applique aux composés gazeux ou
susceptibles d’ étre vaporisés par chauffage sans décomposition, et une SM qui est une
méthode permettant |a détection et I’ identification des molécules composant un échantillon

gréce aleur ionisation puis ala séparation des ions générés en phase gazeuse [16,17].

v" Autres méthodes :

Les nombreuses difficultés rencontrées dans I'identification et/ou caractérisation de
composeés d huiles essentielles, ont conduit a I’ évolution d autres méthodes de couplage
telles que le couplage SM/SM utilisée par Cazaussus et Coll pour I’ é&ude des fragmentations
de la khusimone constituant |’ huile essentielle de vétier bourbon. Le couplage CPG-IRT
permet d analyser des composés fonctionnalisés en permettant d’identifier des molécules
dont les spectres de masse ne sont pas suffisamment différenciés. Ces deux méthodes CPG-

IRT et CPG-SM peuvent étre couplées formant le couplage CPG-IRT-SM pour profiter a



100% de leur potentiaité, atitre d’ exemple, ce couplage a été utilisé par Hedges et Coll pour
identifier a coté du 1.8-cinéole majoritaire, plusieurs autres constituants présents ade faibles

concentrations dans I’ huile essentielle d’ Eucal yptus australiana[16].

3-6 Conservation et condition de stockage :

L’ instabilité des mol écul es constitutives des HE implique des précautions particuliéres pour
leur conservation. En effet, les possibilités de dégradation sont nombreuses, facilement
concreétisees par lamesure d’indices chimiques, par ladétermination de grandeurs physiques
et/ou par I’analyse chromatographique. Les conségquences sont multiples par exemple,
photocyclisation, coupure oxydative, décomposition en cétones et acools, hydrolyse... Ces
dégradations pouvant modifier les propriétés et /ou carrément mettre en cause I’ innocuité de
I” huile essentielle. Pour éviter cestracas, il convient d’ utiliser des flacons propres et secs en
aluminium vernisse, en acier inoxydable ou en verre teinté anti-actinique, presque
entierement remplis et fermés de facon étanche, stockage a I’abri de la chaleur et de la
lumiére. Dans certains cas, un antioxydant approprié peut étre gjouté a |’ huile essentielle.
Par ailleurs, des incompatibilités sérieuses peuvent exister avec certains conditionnements
en matieres plastiques [10].

3-7 Toxicitéd’ une huile essentielle

Bien qu’en vente libre, y compris en dehors du circuit officinal, les huiles essentielles ne
sont pas des produits anodins et présentent certains risques detoxicité. Les huiles essentielles
sont susceptibles d’entrainer plusieurs types de toxicité telles que |’ épathotoxicite,
dermotoxicité, neurotoxicité... La toxicité principale chronique est liée a I'utilisation
prolongée d’ huiles essentielles phénoliques, dangereuses pour les hépatocytes a long terme
[18].

4- Bio-activité de |’ huile essentielle du lentisque

De nombreuses recherches sont consacrées a exploiter au maximum les effets thérapeutiques

de I’ huile essentielle de cette plante médicinale, parmi les plus étudiés on distingue :

4-1 Activitéantibactérienne

Une bactérie est caractérisée par son pouvoir pathogene aors que I’ héte par sa réceptivité
ou son pouvoir de défense. La maladie infectieuse résulte donc de la rupture de I’ équilibre
en faveur de la bactérie. Elle est liée a la pénétration et a la multiplication d un agent

microbien virulent ayant la capacité d entrainer des troubles dans I’ organisme infecté [19].



Une substance antibactérienne est une substance possédant la capacité de tuer des bactéries
ou del’inhiber. Ony trouve principa ement |es antibiotiques qui agissent spécifiquement sur
des cibles moléculaires pour perturber le métabolisme bactérien par plusieurs modes
d action tels que I'inhibition enzymatique, la séquestration de substrat nécessaire a la
croissance bactérienne ou la chélation des métaux tels que le fer, la dégradation de la paroi
cellulaire, la perturbation de la membrane cytoplasmique (qui cause une fuite des
composants cellulaires), I’influence de la synthese de I'ADN, de I'ARN, des protéines, des
lipides et la fonction mitochondriale [20]. Le mode d'action des agents antimicrobiens
dépend également du type de micro-organismes et de |'arrangement de la membrane externe
dont le résultat de |’ activité antibactérienne peut étre bactéricide ou bactériostatique [20,19].

4-2 Activité antioxydante

En condition physiologique, I’ oxygene produit en permanence au niveau de lamitochondrie
des espéces oxygenées activées (EOA) particulierement toxiques pour la cellule. Ces EOA,
dont font partie les radicaux libres, sont douées de propriétés oxydantes qui les amenent a
réagir dans leur environnement d’ existence, avec toute une quantité de substrats biologiques
(lipides, protéines, ADN, glucose...). Au niveau moléculaire, les EOA peuvent aussi agir
comme messagers secondaires, et activer différents facteurs ou génes impliqués dans le
dével oppement de diverses pathologies[21]. Pour se protéger, le corps humain improvise en
produisant des antioxydants tel que la vitamine A, C, E, polyphénols, protéines, lipides
membranaires. Si ces derniers venaient a s oxyder plus que ce qu’il en faut (trouble de la
balance pro-oxydant/antioxydant) ceci induira des dommages intracellulaires irréversibles
conduisant a des cancers [22]. Les huiles essentielles comme antioxydants sont tres
recherchées pour étudier leur réle protecteur vis-a-vis des lipides [23]. Elles montrent leurs
actions comme des agents hépatoprotectives, en plus, les huiles essentielles possedent des
propriétés hypochol estérol émiantes en protégeant contre le cancer. Cet effet est expliqué par
I'inhibition de I'activité de 3-hydroxy-3-méthylglutayl coenzyme A (HMG-CO A) réductase
qui est une enzyme hépatique régulatrice de lasynthese du chol estérol [23]. Le principe étant
simple, les huiles essentielles contenant surtouts les composants phénoliques, sont douées
du pouvoir antioxydant, car |’hydrogene du groupement OH est libéré pour se lier aux

radicaux peroxydes durant le premier stade de |’ oxydation des lipides[23].



4-3 Activité anti-inflammatoire

Uneinflammation est laréaction du tissu vascul arise aux blessureslocales. Ellerésulte d’ une
réponse immunitaire aux micro-organismes infectieux, ainsi qu’'aux traumatismes, a la
chirurgie... etc. [19].

Deux types d'inflammations peuvent étre rencontrées.

v" Inflammation aigué :

L’ inflammation aigué est laréponse précoce, presgue immeédiate aune blessure. Elle est non
spécifique et peut étre provoqueée par n’importe quelle blessure. En général, elle est de courte
durée [19].

v" Inflammation chronique :

Les infections aigues sont rapidement contrélées par les défenses de I’ hote, contrairement
aux infections chroniques, qui peuvent durer a perpétuité (des semaines, des mois, voire des
années). Elles sont causées par des irritants persistants, dont la plupart résistent aux

mécanismes inflammatoires [19].

L e médicament agissant sur une inflammation est dit anti-inflammatoire. Ce dernier se classe
en deux catégories a savoir les anti-inflammatoires stéroidiens qui eux sont une grande

variété de dérivés du cortisol, et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) [19].

5- Formulation d’une pommade

5-1 Définition

La pharmacopée européenne réserve la dénomination « pommade » a des préparations se
composant d’un excipient monophasé dans le quel peuvent étre dispersées des substances,
liquides, ou solides. C’ est une préparation semi-solide destinée a étre appliquée sur la peau
ou sur certaines muqueuses afin d’ exercer une action locale ou transdermique de substances
actives [24].

On distingue :
5-1.1 Pommade hydrophobe
Elle ne peut absorber que de petites quantités d’ eau. Les substances les plus utilisées pour

formuler ce genre de pommade sont la vaseline, la paraffine solide ou liquide, les huiles

végétales ou graisses animales, lescires ... etc. [24].



5-1.2 Pommade absorbant I’eau
Ces pommades peuvent absorber des quantités plus importantes d' eau. Les bases utilisées
sont celles d’ une pommade hydrophobe dans les quelles sont incorporés des émulsifiants de

type eau dans huile, ou huile dans eau [ 24].

5-1.3 Pommade hydrophile
Ce sont des pommades dont |” excipient est miscible a1’ eau. Cet excipient est général ement

constitué de macrogols (polyéthyléneglycols) liquides et solides [24].

5-2Contréle qualité
En général, le contrdle qualité est basé sur destests physico-chimiques et des tests de stabilité
[25].

5-2.1 Tests physico-chimiques

lIsconsistent a:

- Déterminer les caractéres organoleptiques de la pommade (présentation, texture,
couleur...),
- ldentifier et doser le ou les principes actifs,
- Déterminer la présence d’ éventuelles impuretés et faire leur quantification,
- Déterminer les caractéres pharmaco-techniques en relation avec la forme
pharmaceutique.
5-2.2 Testsdestabilité
Un médicament est considéré comme stable lorsgque ses propriétés essentielles ne changent
pas, ou changent dans des proportions tol érables jusqu’ a sa date de péremption. Pour celala
stabilité des médicaments doit étre surveillée selon un programme approprié et continu

permettant |a détection de tout probleme [26].

6- Optimisation

6-1 Définition

L’ optimisation est une procédure indispensabl e qui se définit comme un ensemble homogéne
d outils et de méthodes al gébro-statistiques visant a établir et aanalyser lesrel ations existant
entre les grandeurs étudiées (réponses) et leurs sources de variations supposées (facteurs)
[27].



Pour mener a bien une optimisation, plusieurs é éments sont indi spensables et conditionnent
les résultats trouvés. Les él éments cités ci-dessous sont supposés conduire a une réponse qui

est I’ optimum, qui est suppose étre la meilleure combinaison possible :

Définir les parametres.

Choisir lafonction réponse.

Algorithme d’ optimisation.
Modée.

6-2 Plans d’expériences
Les plans d’ expériences permettent d’ organiser des essais expérimentaux afin d obtenir le

maximum de renseignement avec un minimum d’ expériences.

6-2.1 Terminologie

v Réponse

C’ est lagrandeur étudiée ou grandeur de réponse de chaque .

v’ Facteurs

Ce sont les grandeurs supposées influer sur les variations de la réponse.

v Domaine d’ étude

Cedomaine est défini par deux niveaux haut (+1) et bas (-1) detouslesfacteurs. L’ ensemble
des valeurs que peut prendre un facteur entre les deux niveaux S appelle un domaine
expérimental.

v Matrice d' expérience

C’ est un outil mathématique qui représente I’ ensemble des essais aréaliser.

6-2.2 Plans factoriels

Ce sont les plus utilisés vu leur simplicité et rapidité d’ exécution notés 2¢ ot 2 correspond
aux niveaux maximum et minimum qui délimitent le domaine d’ étude. Pour ce type de plan

a (k) facteurs, le nombre d’ expérience est de 2 [28].

6-2.3 Avantages

- Facile a construire

- Facile a contréler

- Modélisation mathématique est immédiate
6-2.4 I nconvenants

‘L’inconvenant majeur de ce plan est le nombre élevé d’ essais aréaliser.



1- Matériel et méthodes

L’ ensemble des matériel s, équipements ainsi que des produits utilisés pour la premiere étape

du travail (récolte, optimisation, extraction) sont mentionnés dans le tableau 2.1.

Tableau 2.1 : Ensemble du matériel utilisé

Equi pements Outils
Etapes / Verrerie Produits logistiques
matériel
Blender
Broyage BL-124B
Proton
- Plaque - Crigallisoir - FeCl35%
chauffante - Fiolejaugée - HCI
Test - Balance - Pipette - R.Mayer
Phytochimique | anaytique graduée - RWagner
- Spatule - Tubes a - H2S040.1%
- Pompe avide essaie - Coupon Mg
- Buchner - Becher
- Erlenmeyer
- Chauffeballon - Ballons 1L - Pierre pence
Extraction 1L - Clevenger - Pistacia
dHE - Pinces gradué Lentiscus
- PitaciaL - Pipette
pasteur
- Logicid
Optimisation MODDE
6.0
- Statistica
- CPG-SM
- Réfractometre
Caractérisation | ABBE
- Tube ependorf
gradué
Formulation | - Plague - Cristallisoir  -Cire dabellle
chauffante - Mortier synthétique
- Balance -H.d’amande
analytique douce
- pH métre -HE lentisque
- microscope
- Poingon
- Flacon

ombré



2- Récolte

2-1 Choix des stations

L'Algérie comme d'autre pays de la mer méditerranéenne est connue par son tapis végétal
tres diversifié y compris les plantes médicinales, aromatiques. Cette richesse résulte d'un
équilibre délicat entre les différents facteurs environnementaux. Le centre Est de I’ Algérie
(Tizi-Ouzou) n'est guére exclue de cette définition. L’une des plantes présentes est le
Pistacia Lentiscus, objet de notre étude, elle pousse spontanément et est récoltée dans deux
zones de larégion de Tizi-Ouzou : Azeffoune (Sidi Khlifa), Ouadias (Agouni Gueghrane).

2-2 Description des zones d’ étude
Les deux zones sont décrites dans |e tableau 2.2.

Tableau 2.2 : Situation géographique et bioclimatique des différentes stations

Stations Longitude Latitude Altitude Etage bioclimatique

Sidi Khlifa 4°3059"E  36°53'03'N 32m Subhumide

Agouni 4°06'12"E 36°3024"N 1434 m Subhumide, humide, perhumide
Gueghran ahiver froid

2-3Période delarécolte

Pour les stations d’ étude, larécolte du matériel végétal a été effectuée au mois de mars, avril

et mai. Danslafigure 2.1 est présentée la plante récoltée dans les deux stations.

(@) | (b)
Figure 2.1 : Pistacia Lentiscus des deux stations (a) P.L récoltée a Sidi Khlifa

(b) P.L récoltée a Agouni Gueghrane



2-4 ldentification dela plante

La plante est identifiée par le professeur SMAIL au niveau du département de biologie de
I”université MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou.

2-5Conservation dela plante
Une fois la récolte achevée et aprés un tri rapide, la plante est séchée a I'ombre et a
température ambiante pendant 15 jours.

2-6 Broyage
Lamatiére végétale est broyée al’ aide d un Blender PROTON modéle BL-124B en unefine

poudre.

3- Test phytochimiques

Cestestsont pour but de caractériser les principal es familles phytochi miques contenues dans
un organe végétal. I1s se résument en des réactions physicochimiques qui sont basées sur des
essai s de coloration ou de preécipitation. Les groupes phytochimiques qui ont fait |’ objet de
ces tests sont : les acaloides, les polyphénols (tannins, flavonoides et anthocyanes), les

saponosides.

3-1Préparation del’infusé

L’ infusé est préparé par 20g de poudre seche de la plante, puis compl été par del’ eau distillée
chaude jusgu’a 100mL. L’infusion est mise de c6té pendant 15mn, puis filtrée. Le filtrat
obtenu est gjusté avec de |’ eau distillée jusqu’ a 100mL. (M éthode décrite par Paris et Nothis
1978)

3-2Testsd’identification
L es principal es familles de métabolites secondaires identifiées sont résumées dans e tableau
23:

Tableau 2.3 : Tests d'indentification

Identifications Protocole
Saponosides,tanins, flavonoides, anthocyanes Voir Annexe 2

Alcaloides Voir Annexe 2



4- Optimisation et extraction
4-1Plan factoriel

4-1.1 Construction du plan d’expérience

L’ outil mathématique utilisé pour déterminer le nombre d’ essai a réaliser pour |’ extraction

de I'HE du lentisgue est le plan d’ expérience. La matrice d’ expériences ainsi que I’ analyse

statistique des résultats ont été faites au moyen du logiciel Modde, version 6.
4-1.2 Choix desfacteurs

Parmi tant de facteurs trouvés dans la littérature pouvant influencer le rendement

d extraction d’ une HE, a défaut de grand nombres d’ expérience nous avons choisi d étudier

les facteurs suivants :

Le temps d extraction : La qualité ainsi que la quantité d’ HE pouvant étre extraite
d un organe végétal dépendent du temps d” hydrodistillation, car il y aqu’ en untemps
d extraction optimal qu’il puisse y avoir épuisement de toute fraction composant
I"'HE, et a partir de ce temps-la, larentabilité de I’ extraction commence a diminuer.
Le choix du domaine du temps est porté sur I'intervalle 1h-3h, le méme utilisé par
O. Aiss et a pour laméme substance utile extraite et pour |améme espéce botanique
[29].

L’ atitude des stations de récolte : éant donné que I’latitude varie, ceci impliquera
probablement la variabilité de la qualité du sol ainsi que le climat de la zone. Ce
parameétre peut influencer ou pas la quantité d' HE bio-synthétisée par |a plante.
Laforme végétale : les plantes aromatiques n’ ont pas toute, laméme |localisation des
glande sécrétrices d' HE.

Le taux d’humidité contenu dans la plante : Pour une méme masse végétale al’ état
frais et al’ éat sec, le rendement en huile essentielle peut différer en raison de la
quantité d’ eau emprisonnée dans la plante. Ce parametre est étudié indépendamment

dela matrice.

Le tableau 2.4 regroupe les niveaux des facteurs étudiés en valeurs codées (-1 désignant le

niveau bas, O le niveau moyen et +1 le niveau haut) et en valeursréelles.



Tableau 2.4 : Facteurs étudiés et leurs niveaux

Facteurs Niveau -1 Niveau O Niveau +1 Nature
X1 Temps 1h 2h 3h Quantitatif
d extraction
X2 Forme Broyée Non broyée  Qualitatif
X3 Altitude Basse Haute Qualitatif

4-1.3 Construction du plan factoriel

Le plan factoriel et le plus simple sur le plan technique ; il se préte donc bien a I'introduction
d’ éléments méthodol ogiqueset |1 est souvent utilisétout en ayant I’ avantage d’ étudier lesinteractions
entre les différents facteurs.

Le modéle a comme équation :

Y =ao + aix1 + axxz + asxa+ asxixz + asxaxa+ .... (2.1)
Y : réponse étudiée
X1, X2 , X3: niveaux destrois facteurs
ao, a1, az ....: coefficients du modele
Le nombre d’ essai a effectuer avec ce plan est de :

N=2+No.... (22

N : nombre d essaies
K : le nombre de facteurs
No : points au centre
Dans notre cas, nous avons 3 facteurs, donc N = 23+3 = 11 extractions.

Lamatrice en valeurs codées construite par le logiciel est représentée comme suit :
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Tableau 2.5 : Plan d'expérience en va eurs codées

Essaies / Facteurs Temps Altitude Forme
1 -1 Basse Non broyée
2 1 Basse Non broyée
3 -1 Haute Non broyée
4 1 Haute Non broyée
5 -1 Basse Broyée
6 1 Basse Broyée
7 -1 Haute Broyée
8 1 Haute Broyée
9 0 Basse Broyée
10 0 Base Broyée
11 0 Basse Broyée

4-2 Extraction de 'HE :

L’ extraction de notre HE est faite par hydrodigtillation en utilisant un Clevenger. 150g de
matiére végétale sont introduits dans un ballon de 1L, puis 600 mL d’eau distillée y sont
versesains que delapierre pense afin d éviter que lamatiere remonte versle haut. Lafigure
2.2 montre le dispositif d' extraction au laboratoire.

Figure 2.2 : Hydro-distillation type Clevenger.
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4-2.1 Dé&ermination du rendement

Le rendement en HE est défini comme étant le rapport entre la masse d'huile essentielle
obtenue et la masse seche du matériel végeétal atraiter.

R% =(m/mo) x100 ... (2.3)
m : masse de I'huile essentielle (g).
mo: masse du matériel végétal sec ().

4-2.2 Caractérisation del’'HE

4-2-2.1 Indicederéfraction

L’indice de réfraction (n) d'un milieu est définit comme le rapport du sinus de |’ angle formé
par le rayon incident et la normale sur le sinus de I'angle formé par le rayon réfracté et la
normale. Expérimentalement, I'indice de réfraction est déerminé en utilisant le
refractometre ABBE.

Lafigure 2.3 représente |e refractométre ABBE utilisé pour la détermination de I'indice de
réfraction de I’ HE des deux plantes.

Figure 2.3 : Refractométre ABBE

4-2-2.2 Densitérelative
La densité relative de I’ huile essentielle est e rapport de la masse d’un volume précis de

cette huile 2 20°C par la masse du méme volume d’ eau ala méme température.

Elle est calculée suivant laformule :

_ M2-MO
d=22"22+0.0012 ... (24)

MO : lamasse de |’ eppendorf vide (g).
M1 : lamasse de |’ eppendorf rempli d eau distillée (g).



M2 : lamasse de |’ eppendorf rempli d’ huile essentielle (g).

4-2-2.3 Analyse par CPG-SM

Les échantillons dHE sont analysés par CPG-SM qui nous permet de définir la nature et la
teneur en chacun des constituants de ces premieres. Leur identification est basée sur la
comparaison de leurs spectres de masses avec ceux issus de la littérature ou d une banque

de données.

L’ analyse CPG/SM a été effectuée au niveau de I’ USTHB au laboratoire des plantes
medicinales.

L es conditions opératoires de cette anal yse chromatographi que sont résumées dans les

tableaux 2.6 et 2.7 :

Le pourcentage de chague constituant dans I'HE est calculé par intégration des aires du
chromatogramme. Une série d'alcanes linéaires (Cs-Cao) est injectée dans les mémes
conditions pour calculer les indices de rétention (selon Van Den Dool) des constituants des

huiles essentiell es.

Tableau 2.6 : Conditions opératoires de GC

Apparell : Hewlett- Packard 6890
Colonne AlFsbils . :
(30 m x 0.32 mm x 0.25 um, diméthylpolysiloxane)

Gaz vecteur Azote

Débit du gaz 0,5ml /mn
Température de |’ injecteur 250°C
Température du détecteur 250°C
Quantité injectée 0,2 uL

Température de colonne 60°C/8 min jusqu'a 250°C/15 min araison de 3°C/min.

En ce qui concerne la CPG-SM, la confirmation de I’identification est faite par smple
chromatographie gazeuse et la compléter avec un spectromeétre de masse. L'analyse par
Chromatographie en phase gazeuse couplée ala spectrométrie de masse a été effectuée dans
des conditions d’ anal yse bien précises.

Afin de calculer lesindices de rétention des différents constituants, un mélange d’ alcanes a

été injecté sous les mémes conditions.



Tableau 2.7: Conditions opératoires GC/MS

Chromatographie gazeuse Spectrométrie de masse

Appareil : Hewlett- Packard 6890 Apparell : Agilent MSD 5973

Mode d'ionisation : impact
Colonne: HP5 MS (30 m x 0.32 mm x 0.25 um) | électronique

_ Tension d’'ionisation : 70 eV, basse
Gaz vecteur : Hélium

résolution
Débit : 0.5 ml /mn Balayage automatique : m/z 25 a 350
Température de |’ injecteur : 250°C Température de la source : 280°C
Température du détecteur : 250°C Interface : Couplage direct
Quantitéinjectée: 0.2 uL Pression: 2.10-6 Torr

Température de colonne : 60°C/8 min jusqu'a
250°C/15 min araison de 3°C/min.

5- Formulation du cérat

Pour formuler le cérat 1%, lesingrédients, matériel et équipement sont mentionnés dansle
tableau 2.1 précédent.

5-1 Proportionsd’ingrédients et préparation

Dans un bain marie, mettreles 9g de cire d’ abeille dansle mortier et y incorporé directement
I”huile d’amande douce. Une fois fondu, le mortier est enlevé du bain marie et le tout est
agité en forme de huit. Au moment de I’ épai ssissement du cérat, rajouter progressivement la
quantité de I’ huile essentielle. Continuer d' agiter en forme de huit jusqu’ a refroidissement

delaformulation. La proportion de chaque ingrédient est citée dans le tableau 2.8.

L’ huile essentielle utilisée comme principe actif est un mélange des deux huiles (haute et

basse altitude) a un volume 50/50



Tableau 2.8 : Ingrédients pour laformulation du cérat 1%

Composants Quantité Fonction Référentiel
Huile d’amande
douce 40.59 Adoucissant Ph. Eur.

Huile essentielle

lentisque 0.5g Principe actif -

Cired' abellle 9 Epai ssissant Ph. Eur.

5-2 Contrdle qualité

Afin de s assurer de labonne qualité du cérat, les tests suivants sont effectués :

5-2.1 Examen macr oscopique

Cet examen consiste a définir les caracteres organoleptiques de la formulation (odeur,
couleur, aspect) ainsi que laréalisation d un test d’ éalement (absence d’ agrégats visibles a

I’ ceil nu, et une bonne diffusion atraversla peau).

5-2.2 Mesuredu pH
Le pH du cérat est déterminé par un pH metre. Ce premier doit étre neutre pour éviter toute

irritation de la peau.

5-2.3 Examen microscopique
La vérification de I’ homogénéité du cérat a été vérifiée en utilisant un microscope avec un
zoom de 10um, 40um. Le critere de qualité éant de vérifier la bonne dispersion des

gouttel ettes dans la phase

6- Evaluation in vivo des bio-activitésde |’ huile essentielle
6-1 Matériel et produits

Pour chague étude biologique, les tableaux 2.9 et 2.10 mentionnent respectivement les

produits testés et le matériel ainsi que les produits utilisés.



Tableau 2.9 : Produits testés dans chacune des études biol ogiques étudiées.

Etude biologique Anti-inflammatoire Antioxydante Anti bactérienne
- Mélange 50/50 de - HE debasse - HE de basse dtitude
. ] I"HE (produit brut)  altitude - HE de haute atitude
Produits testés - Placébo - HE de haute
- Cérat 1% atitude
- HA.D

Tableau 2.10 : Matériels et produits utilisé pour les éudes biologiques sur I'HE

Matériels Produits Equipement / outil
logistique

- Micropipette - Xylene - Balance analytique
- Emporte-piece - Ether diéthylique - Statistica

Etude - Pince - Cérat 1%

Anti - Marteau - Diclofénac gel 1%

nti .
- Ciseaux
Inflanmatoire | - Cageen

polyéthylene
- Enceinte fermée
- Seringues de 1ml

Etude - Micropipette - Mé&thanol - Balance analytique

. - Tubes aessaies - DPPH en poudre - Spectrometre UV,
Anti - Fiolesjaugée ZUzZI
Oxydante - Burettes graduées - Statistica

- Becher

Etude - Boite de pétrie - Eau physiologiqgue - Etuve

_ - Ecouvillon - Gélose
Anti - Bec bunsen - Gaz butane
Bactérienne

6-2 Activité anti-inflammatoire

L’ étude anti-inflammatoire a été faite au laboratoire de pharmacotoxicologie du LNCPP en

se référant ala méthode élaborée par le professeur Chader. « L’cedéme aigu de I’ orellle de

sourisinduit par xylene » est e nom attribué alaméthode utilisée pour effectuer cette étude.

Son principe est d exprimer |’ anti-inflammatoire de la substance testée par sa capacité a

réduire I’cedéme de |’ oreille droite sur laquelle sont appliqués 30 pL de xyléne de fagon
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topique. La déduction du poids de I’ cedeme auriculaire se fait par le calcul de la différence
de poids des disques auriculaires de 8mm de diametre prélevés respectivement sur |’ oreille
droite traitée par xylene et I’ oreille gauche non traitée.

La premiére étape est de former un lot de 10 souris ou I’ oreille droite de chacune d' elles est
traitée par xyléne. Celot est appelé « lot témoin négatif ». Ladifférence entrele poids moyen
d’ cedeme du lot témoin négatif et le poids moyen de réduction de I’ edeme par |a substance
est un effet anti-cedeémeux correspondant a I’ activité anti-inflammatoire exercée par la
substance active.

Le poids d’ cedéme est calculé selon laformule suivante :

L e poids moyen d’ eedéme = w| %x 100 ... (2.5)

POT : poidsdel’oreille traitée
PONT : poidsdel’ oreille non traitée

N : nombre de souris du lot

Le pourcentage de réduction d’ cedéme a été cal culé comme suit :

PM d'oedéme traité

0 A i ’ & -
Le% dereduction d’edeme= |1 —— T oedime T(s)

x 100 ... (2.6)

PM : poids moyen
T (-) : témoin négatif

6-2.1 Préparation deslots

Afin de former un lot homogene, dix souris sont placées dans une cage. La premiére étape
consiste a peser préal ablement chaque souris de sorte aformer un lot homogéne. Ensuite, les
souris sont marquées de 1 a 10 al’ aide d’ un marqueur.

Laformation d'un lot est illustrée par lafigure 2.4.

Figure 2.4 : Formation du lot de souris



Trois lots sont formés comme le montre le tableau 2.11.

Tableau 2.11 : Lots utilisés pour I'éude anti-inflammatoire

Lot Témoin positif Témoin négatif Test
Produit testé Diclofénac gel 1% Xyléne Produit brut 50/50
Cérat 1%
Placébo
Poids du lot Poids homogene Poids homogene Poids homogene
20+ 29 20+ 29 20+ 29

6-2-1.1 Lot témoin positif
100 pL de Diclofénac ont été appliqués avec une seringue de ImL (soit 0.1mL pour chaque
souris), sur laface interne de I’ oreille droite des souris. Aprés une heure, 30 pL de xyléene

ont été appliqués sur le méme endroit del’ oreille. Lafigure 2.5 illustre le Diclofénac utilise.

S — T —

Voltaren Gel
(dicfofenac sodium topical gel) 1% =
Far Topral tee Only B onby

Figure 2.5 : Application du Diclofénac 1%

6-2-1.2 Lot test

Les applications ci-dessous ont différé uniquement dans le produit testé et bien évidement
pour chacune d’ elles un lot different a été utilisé. Par contre |’ application du xylene est fixée
a30 pL et le temps de latence a 1h. La méme procédure gque celle du Diclofénac est utilisée.
v Application du produit brut 50/50 :

100 pL d huile essentielle (mélange 50/50 de différentes atitudes) sont prélevés avec une

mi cropi pette.

v" Application du cérat 1% :

100 pL du cérat sont prélevés avec une seringue de 1mL.

v Application du placébo :

100 pL du placébo sont aussi prélevés avec une seringue de 1mL.

v" Application de de I’ huile d’ amande douce :



Unlot detrois souris est composé, et 100 pL d huile d’ amande douce sont prélevés avec une

seringue de 1mL.

6-2.2 Sacrificedes souris

Pour chacun des lots cités en haut, 4h de temps ont été écoulés apres |’ application du xyléne
avant le sacrifice. Les souris sont asphyxiées dans une enceinte fermée al’ éther diéthylique.
Les souris sacrifiées, sont récupérées dans leur cage, puis leurs oreilles (gauches et droites)
sont découpées afin d’ en former des disgues de 8mm de diametre. Ces derniers sont pesés,
afin de déterminer |la différence de masse entre |’ oreille traitée et I’ oreille non traitée, par

conséquent évaluer |’ activité anti-inflammatoire des produits testés.

6-3 Activité antioxydante
L’ activité antioxydante des huiles essentielles du Pistacia Lentiscus a haute et basse altitude

a été effectuée par laméthode du DPPH (2,2-dipbenyl-1-picrylhydrazyl).

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le DPPH. Ce

dernier est réduit alaforme d'hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogéne.

Le dosage spectrophotométrique a été réalisé en utilisant le radical stable DPPH comme
réactif ayant une absorption spécifique a 517nm. La solution de DPPH a été préparée par
dissolution de 4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol (0.1mmol/L), ensuite diluée pour
une absorbance alant de 0.2 40.9.

50 uL de différentes concentrations des solution d'HE (200, 100, 50) mg/mL sont
additionnés a 2 mL de DPPH. Apres 30min d'incubation a |’ obscurité et a température
ambiante, |’ absorbance a été lue contre un blanc a 517nm. L’ acide ascorbique est utilisé

comme témoins positif (référence).
L’ activité antioxydante est calculée par |’ éguation suivante :

1(%) = 100 x =2 (27)
b
1% : le pourcentage d’ inhibition.

Avb: |"absorbance du blanc.

Ac: |"absorbance de I’ échantillon.



A partir delavaleur (1), nous pouvons déterminer | Cso qui représente les concentrations des
huiles essentielles nécessaires a 50% de neutralisation en utilisant le graphe de DPPH.

6-4 Activité antibactérienne

6-4.1 Méthode

Latechnique choisie est celle de diffusion sur disque utilisée pour étudier I’ interaction entre
I"'HE du lentisque de différentes atitudes et les espéces microbiennes en inhibant la

croissance de celles-ci.

6-4.2 Souchestestées
Les souches testées ainsi que leur origine sont portées sur le tableau 2.12

Tableau 2.12 : Micro-organismes étudies

Souches Fournisseur Souche de référence
e BactérieaGram (-) : CHU de Tizi Ouzou ATCC 25922
Escherichia coli (laboratoire de
* BactérieaGram (+) : microbiologie) ATCC 29213

Staphylococcus aureus

6-4.3 Choix du milieu du test
Le milieu choisi pour les souches bactériennes est la gélose Muller-Hinton, 20mL correspondant a

4mm d’ épai sseur, sont versas dans des boites de pétri stérile.

6-4.4 Préparation del’inoculum

Les souches bactériennes choisies ont été revivifiées et repiquées dans la gélose nutritive, puis
incubées pendant 24h pour |’ obtention d’ une culture jeune. Par la suite, des suspensions troubles de
ces souches ont été préparées en prélevant des colonies bien isolées et identiques. On les dépose dans
5a10 mL d eau physiologique stérile. La densité optique de la suspension bactérienne doit étre de
0.5MC.

6-4.5 Test del’aromatogramme

Les disques ont été préparés a partir de papier wattman Ne 1, avec un diameétre de 6mm, ils
sont mis dans un tube & essai, et stérilisés a l'autoclave pendant 20 min & 120°C. A I'aide
d  une pince stérilisée au bec bunsen les disques sont déposés sur la surface gelosée MH. Un

espace de 25mm centre a centre de chaque disque doit étre respecté.

Pour chague boite de pétri, trois disques y sont déposés, en utilisant une micropipette, le
premier est imprégné de 5uL de I'HE a haute altitude, le second est imprégné de 5uL de



I"HE & basse atitude et le troisiéme est imprégné de SuL d’ eau physiologique stérile comme
témoin négatif, pour toutes les souches. Vu la consistance du cérat formulé, I'imprégnation
d un disgue avec celui-ci est quasi-impossible, ¢’ est pour cela que laméthode des puis a éé

adaptée pour éudier |’ effet antibactérien du cérat 1%.

Pour cette étude, I’ utilisation d’un antibiotique de référence n’a pas été nécessaire, car son

but était de déterminer qualitativement I’ effet antibactérien et non quantitativement.

6-4.6 Incubation et lecture

Les boites de pétris sont ensuite fermées et incubées & 37°C pendant 24 heures.

Lalecture est faite pour chague HE par la mesure du diamétre de la zone d'inhibition de la
prolifération bactérienne a |"aide d'un pied a coulisse ou une simple régle. Les diametres

sont ainsi mesurés et comparés aux résultats trouvés dans lalittérature.



1- Tests phytochimiques :

L e screening phytochimique des feuilles, fleurs et rameaux du lentisque a mis en évidence
la présence de plusieurs composés chimiques réputés d avoir des activités biologiques
intéressantes (Tableau 3.1). Il s'agit des substances polyphénoliques dont les tanins et les
flavonoides. Les mémes composés sont identifiés dans le Pistaciarécolté al’ ouest Algérien
(Tlemcen) Zitouni (2017) et au Maroc Bammou et a (2015).

La réactivité des saponosides et les anthocyanes identifiés dans le Pistacia haute et basse
dtitude est différente. La plante basse atitude (Azeffoune) présente une teneur inférieure
de saponosides comparée a celle des hautes altitudes (Ouadias), le résultat est quantifié
visuellement par I’ épaisseur de la mousse persistante obtenue. Par contre, la plante des
Ouadias ne présente aucune présence d' anthocyanes, contrairement a celle d’ Azeffoune.
Cette différence est éventuellement attribuée & la nature du sol et/ou la différence
climatique des deux stations de récoltes.

Tableau 3.1 : Résultats du screening phytochimique

Composés P.L d' Azeffoune (basse P.L des Ouadias(haute
phytochimiques altitude altitude)
Tannins +++ +++
Flavonoides +++ +++
Saponosides ++ +++
Anthocyanes ++ -
Alcaloides - -

(+++ : Réaction positive ; ++ Réaction moyennement positive ; - : Test négatif).

2- Détermination delateneur en eau :

L'évolution de la teneur en eau des feuilles et des fleurs du Pistacia lentiscus au cours du
sechage a température ambiante est présentée dans la figure 3.1. L'analyse des résultats

montre deux phases :

Une phase décroissante: une diminution progressive du poids des feuilles et fleurs et
rameaux est remarquée entre le premier jour du séchage et le cinquiéme jour.

Une phase de stabilité : Entre le cinquiéme et le quatorzieme jour, le poids des feuilles et
fleurs tend a se stabiliser. Le taux d’humidité final retenu dans la plante est de 50% ce qui
correspond a environ la moitié du poids de la plante. Pour la méme durée et le méme type
de séchage (a température ambiante et a I'abri de de la lumiére) ce résultat est
approximativement identique a celui trouvé par Bammou et al, (63.33+1.15%).
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Figure 3.1 : Variation du taux d'humidité restant dans la plante en fonction du temps.

3- Etudes statistiques des r ésultats du plan d’ expérience
Le Tableau 3.2 représente la matrice d'expériences ainsi que les résultats obtenus aprés
I’ extraction. Les facteurs étudiés sont exprimés en valeurs codées.

Tableau 3.2 : Matrice du plan factoriel et les réponses enregistrées

N° d €es Temps Altitude Forme Rendement
1 -1 basse Non broyée 0,0159
2 1 basse Non broyeée 0,096
3 -1 haute Non broyée 0,0186
4 1 haute Non broyeée 0,19
5 -1 basse Broyée 0,08
6 1 basse Broyée 0,15
7 -1 haute Broyée 0,099
8 1 haute Broyée 0,1706
9 0 haute Broyée 0,157
10 0 haute Broyée 0,159
11 0 haute Broyée 0,147

3-1 Validation du modée

Pour valider le modéele obtenu dans le domaine éudié, 1l faut commencer par vérifier
I”adéquation du modele mathématique, ensuite I’analyse des coefficients du modele qui
permet de déterminer les facteurs significatifs ainsi que les interactions pour pouvoir écrire
I’ équation du modele puis |’ analyse de lavariance et enfin la vérification des résidus.



3-1.1 Adéquation du modele

L’ adéguation du modele nous permet de voir si les valeurs expérimentales se rapprochent
des valeurs théoriques estimées par la matrice. La qualité du modéle polynomia est
vérifiée par le coefficient de détermination multiple R? et Q? qui représentent la capacité du
modéle a prédire la réponse. R> mesure |’ gjustement de la réponse, plusil est élevé plus le
modéle est meilleur et Q? traduit la capacité du modéle a traduire la réponse, plus il est

supérieur a 0.5 plus le model e peut prédire la réponse.

Pour dire que le modéle utilisé est adéquat il faut que R? > 0.8 et Q?> 0.5 et les résultats
comme suit : R?=0.955, Q? = 0.540, d’ ol I adéquation du modéie.

La figure 3.2 donne une premiére évaluation du modéle et nous remargquons une dispersion

homogéne rapprochée de la droite de régression. (R? et Q%)
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Figure 3.2 : Représentation graphique des valeurs observées en fonction des valeurs
estimeées

3-1.2 Facteurssignificatifs
Un facteur est dit significatif lorsque la barre verticale (son intervalle de confiance) ne
coupe pas |I'axe horizontal. Quand la barre verticale est au-dessus de I’ horizontale on dit
alors que le facteur influe positivement, si la barre est en dessous aors le facteur influe
négativement.
Au seuil de signification de 5%, les facteurs significatifs sont: le temps d’ extraction,
I’ atitude et que de laforme végétale.
L’ influence des facteurs et leurs interactions sur la réponse sont illustrées dans la figure
3.3.
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Figure 3.3 : Histogramme de I’ influence des coefficients sur le rendement

A partir de I’histogramme illustré dans la figure 3.3 nous déduisons quela durée
d extraction, la forme de la plante et la localisation de la plante influent différemment sur
le rendement d’ extraction :

e Temps d’extraction

Ce paramétre influe positivement sur la réponse. En effet le rendement est meilleur quand
le temps augmente. Globalement la littérature fixe un temps maximal de 3 heures durant
lequel plusieurs types de molécules (de la plus volatiles a la plus lourde constituant I'HE)
sont extraites O.Aiss et a (2016). Ce temps répond a un consensus entre la qualité et la
quantité de |’ huile extraite [29].

e Formedelaplante

La forme broyée influe positivement sur le rendement contrairement a la forme non
broyée, cette différence ' explique par lalocalisation de I huile essentielle dans les glandes
secrétrices androgenes. La forme broyée favorise une meilleure surface de contact entre
I’eau et laplante ; I'HE n’a pas besoin de passer atravers le tissu végétal [30].

e Altitude

L’ atitude de la station de récolte influe sur le rendement, ceci est probablement di aux
facteurs environnementaux, climatiques, géographiques et la nature du sol. Ce dernier peut
justifier I"influence positive de la haute altitude (air montagnard) contrairement a la basse
altitude (air marin) vu la salinité élevée du sol de cette derniére induisant |” augmentation

du stress hydrique par conséquent la diminution du rendement en HE.



3-1.3 Analysedelavariance

Les modéles avec un p < 0.05 (probabilité nulle ou peu significative), met en évidence le

grand impact et I’influence que possedent ces facteurs sur e rendement.

Lavaleur F de Fisher est déterminée par le rapport du carré moyen du modéle a celui des
résidus. Cette premiére nous permet de calculer la probabilité de I'inégalité de ces deux

carrés.

S Fos > Feit dors les variations des réponses estimées sont directement liées aux

variations des facteurs ce qui indique la validité du modél e éudié.
Letableau 3.3 del'analyse de lavariance (ANOVA) donne :

p = 0.012 < 0.05 ce qui implique la non signification des résidus sur les résultats obtenus
Fobs= 14.058, Fqit (régression, résidus) = F(6,4) = 4.534, Fous > Feit avec un intervalle de
confiance a=0.05

Tableau 3.3 : Anayse de lavariance donnée par MODDE 6.0

Somme des DDL Carrés Fobs Ferit P
carrés moyen
Régression | 0,0339799 6 0,00566332 14.058 4,534 0.012
résidus | 0,00161141 4 0,000402853
total 0,0355913 10 0,00355913

3-1.4 Etudedesreésidus

Afin d avoir une analyse compléte du modéle, la distribution homogene des résidus est
alors vérifiée. Le modéle est statistiqguement validé s la distribution des résidus est
aléatoire. La figure 3.4 présente I’ évolution des résidus estimés en fonction des réponses
prévues par le modéle. La répartition des points est alignée aléatoirement le long d'une
droite horizontale, ceci prouve que les résidus sont normalement distribués et que le
modéle est validé.
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Figure 3.4 : Evolution des résidus en fonction des valeurs prévues
3-2 Modéisation delaréponse al’aide du logiciel MODDE 6.0

A partir des différents points vérifiés, nous pouvons dire que le modéle utilisé est validé.

Au seuil de signification de 5%, le modél e peut étre décrit par I’ équation suivante :

R% = 0,117424+(0,0415701*temps) + (0,0197919* haute altitude) + (0,025325*for me
broyée) - (0,0197919* basse altitude) - (0,025325*for me non broyeée) ... (3.1)

3-3 Phasedel’ optimisation
Pour obtenir le rendement d’ extraction optimal, nous avons utilisé le module OPTIMIZER
du logiciel MODDE 6.0.

Les propriétés désirées pour le R% sont représentées dans le tableau 3.4 :

Tableau 3.4 : Vaeur souhaitée pour un rendement optimal

Réponse Critére Valeur cible Min

Rendement R% | Maximum 0,188272 0,17077

Le tableau (3.5) I’ optimum obtenu par le modde.6.0

Tableau 3.5 : Solutions proposées par lelogiciel MODDE 6.0
Temps Altitude Forme Rendement Log D Solution

3h Haute Broyée 0,1922 -10 @
3h Haute Non broyée 0,1781 -0,4698 2



Parmi les deux solutions données par le logiciel, le choix s est porté sur lasolution 1. En effet, il est
apparent que pour la méme durée d extraction et la méme zone de récolte (haute altitude) le
rendement est nettement supérieur pour la forme broyée. Par ailleurs, il faut noter que pour la
forme broyée |e nettoyage du ballon utilisé pour I’ extraction est beaucoup plus facile ce qui permet
un gain de temps considérable.

L e rendement trouve expérimental ement dans les conditions optimales est de 0.22% qui est
proche de celui donné par le logiciel (0.1922%). Notre résultat est plus élevé par rapport a
celui trouvé par Benhamou (2006) qui est de I’ ordre de 0.07%, et proche de 0.16% obtenu
par Bammou et al (2015). Parmi les paramétres a I’ origine de ce décalage nous citons la
station (EST et OUEST) et la période de récolte, latechnique de distillation [26].

4- I nfluence du séchage sur lerendement d’ extraction

L’ étude de ce facteur nous renseigne sur I’influence de la teneur en eau de la plante sur le
rendement d’ extraction en HE.

Le principe consiste & extraire I’'HE de la matiere fraiche au lieu de la matiere seche, en
utilisant les conditions optimales obtenues précédemment par la méthodologie des plans
d expérience.

Les résultats obtenus (tableau 3.6) indiquent que le rendement d extraction de I'huile
essentielle a partir de la plante fraiche est nettement inférieur a celui obtenu a partir de la

plante seche, ce qui confirme I’ influence du séchage sur |e rendement d’ extraction.

Tableau 3.6 : Résultat de |'étude du facteur séchage

Taux Temps Altitude Formevégétale  Rendement %
d humidité d extraction
Séche 3h Haute Broyée 0.1922
Fraiche 3h Haute Broyée 0.123

L’ influence positive du séchage sur le rendement s explique par une activité physiologique
importante (réaction enzymatique importante) [31]. Apres la récolte, la plante continue a
vivre et son activité de biosynthese des HE s accélére I’ utilisant comme moyen de défense

contre le mangue hydrique [32].
5- Caractéristiques del’HE
Les caractéristiques de I' HE extraite sont identiques a celles cités dans la monographie [9]

résumés dans le tableau 3.7:



Tableau 3.7 : Caractéristiques physiques de I'HE du lentisque

HE extraites Monographie
(haute et basse)
Densité a20°C 0.875 0.850 - 0.875
Indice de réfraction 20°C 1.485 1,475 - 1,485
Aspect Liquide, limpide liquide limpide
Couleur Jaune pdle jaune péle
Odeur forte et herbacée fortes et herbacées

6- Caractérisation desHEs par CPG/SM

L'anayse par CPG-SM des HEs haute et basse altitude a permis d'enregistrer leurs
chromatogrammes (annexe 3) et d'identifier leurs constituants, le tableau 3.8 regroupe les

compositions des deux HEs:

Tableau 3.8 : Composition chimique de I'HE des deux zones de récolte

Basse altitude haute altitude
N | Composé IK % IK %
1 | Tricycléene 919 111 919 0.35%
2 | a-thujéne 924 0.48% 924 0.24%
3 | a-pinéne 935 20.89% 933 16.87%
4 | Camphéne 946 3.29% 954 1.42%
5 | Sabinene 973 1.21% 971 4.93%
6 | p-pinéne 976 12.86 % 974 6.67%
7 | B-myrcéne 989 2.51% 989 1.44%
8 | a- phellandréne 1000 0.92% 1002 7.94%
9 | a-terpinéne 1014 3.65% 1013 1.93%
10 | o-cymene 1021 tr 1022 1.95%
11 | B-terpinéne 1028 7.82% 1027 8.56%
12 | B-ocymeéne 1046 0.29% 1046 0.12%
13 | y-terpinene 1057 5.61% 1056 3%
14 | a-terpinoléne 1084 2.19% 1084 1.18%
15 | 2-nonanone 1088 0.25% 1088 0.24%
16 | Linalool 1096 0.25% 1097 0.13%
17 | Nonanal 1099 0.18% 1100 0.12%
18 | fenchyl alcool 1108 0.14% 1108 0.06%
19 | Cis-p-menth-2-en-ol - 1116 0.13% 1117 0.13%
20 | campholéne adehyde 1121 0.05% - -
21 | terpinene 1-ol 1135 0.19% 1135 0.12%
22 | Pinocarvone 1158 0.06% 1159 tr




23 | Bornéol 1163 0.23% 1162 0.12%
24 | terpinene 4-ol 1177 9.32% 1175 5.21%
25 | Cryptone 1183 0.17% 1183 0.11%
26 | a-terpineol 1189 3.19% 1188 1.58%
27 | Myrtenol 1193 0.21% 1192 0.13%
3-

28 methylbutylhexanoate 1249 0.17% 1250 0.34%
29 | Phellandral 1271 0.08% - -

30 | Vitispirane 1275 0.06% - -

31 | bornyl acetate 1283 3.96% 1282 0.47%
32 ;“_ﬁtr?gécg?]gﬂekem”e/ 1290 0.44% 1290 0.7%
33 | d-elemene 1297 0.09% 1297 0.15%
34 | a-copaene 1373 0.08% 1374 1.09%
35 | B-boubonéne - - 1383 0.05%
36 | B-elemene 1390 0.10% 1388 0.58%
37 | trans-caryophylléne 1421 7.92% 1420 5.86%
38 | PB-cubebene 1428 0.05% 1428 0.11%
39 | a-cubebene 1435 0.16% - -

40 | a humuléene 1453 1.38% 1454 1.88%
41 | Aromadendréne 1460 0.14% 1461 0.51%
42 | NI - - 1474 0.60%
43 | y-murolene 1476 0.27% 1478 1.68%
44 | D germacrene 1481 1.72% 1483 6.58%
45 | Bicyclogermacréne 1496 0.6% 1493 1.02%
46 | a-murolene 1499 0.28% 1500 1.15%
47 | NI 1506 0.52% 1507 0.46%
48 | a-amorphene 1514 0.18% 1515 0.44%
49 | 3-cadinene 1523 1.02% 1525 4.61%
50 | cadina-1,4-diéne 1532 0.06% 1533 0.31%
51 | a-cadinéne 1538 0.06% 1538 0.10%
52 | B germacrene 1558 0.05% - -

53 | Nerolidol 1563 0.12% 1565 tr

Z)-3-hexen-1-ol

54 b(egzo ate 1571 0.15% - -

55 | Spatulenol 1579 0.27% 1581 0,05
56 | caryophylléne oxide 1585 0.36% 1585 0.68%
57 | Viridiflorol 1594 0.09% - -

58 | Ylangene - - 1611 0.1%
59 | Cadina-1,4-diene 1634 0.09% 1631 0.68%
60 | tau murolol 1644 0.59% 1645 1.88%
61 | a-cadinol 1657 0.60% 1658 1.06%




(IK : indice de kovats, % : pourcentage de présence, tr: état de trace < 0.05, NI : non
identifi€)

L’ analyse effectuée nous a permis d’identifier 58 et 54 constituants respectivement pour la
région basse altitude et haute altitude. Les douze constituants majoritaires contenus dans
I"HE extraite de la plante basse altitude sont : a-pinene (20.89%), le B-pinene (12.86%), le
Campheéne (3.29%), le B-myrceéne (2.51%), e a-terpinene (3.65%), le B-terpinéne (7.82%),
le y-terpinene (5.61%), le a-terpinoléne (2.19%), le terpinene 4-ol (9.32%), le a-terpineol
(3.19%), le bornyl acetate (3.96%), le trans-caryophyllene (7.92%). Quant a |'huile
essentielle de la région a haute atitude (Ouadias), €lle renferme principa ement a-pinene
(16.87%), le Sabinene (4.93%), B-pinéne (6.67%), e a- phellandréne (7.94%), le B-terpinene
(8.56%), le y-terpinéne (3%), le terpinene 4-ol (5.21%), le trans-caryophyllene (5.86%), le
D germacrene (6.58%), le  5-cadinene (4.61%). L’HE de basse altitude contient une

guantité plus éevée en a-pinéne que I’ HE a haute altitude (tableau 3.8).

Des différences entre les compositions des HEs des deux régions sont observées. Certains
composes sont présents dans I’ HE a provenance de haute altitude mais absents dans celle a
provenance de basse altitude, et réciproquement. Il s agit essentiellement de a-cubebene
(0.16 %), (Z)-3-hexen-1-ol benzoate (0.15 %), Viridiflorol (0.09 %) et Ylangene (0.1%).

En étudiant I'HE du P. Lentiscus en provenance de Tlemcen, N.Benhammou (2006) a
montré qu’elle est dominée par le a-pinéne le méme composeé étant majoritaire pour nos
plantes , ceci confirme que les compositions des deux plantes (Ouest et centre Est) sont
proches. Barrero et a (2005) ont montré que |’ espece terpénique prédominante étant le
terpinen-4-ol (21.7%), alors que pour le méme constituant son pourcentage est de 9.319%
pour I’ HE extrait de la plante haute altitude et est de 5.212% pour I’ HE basse atitude.

Le tableau 3.9 montre le pourcentage des monoterpenes et sesquiterpenes présents dans

chague huile essentielle étudiée :

Tableau 3.9 : Composition globale des deux huiles essentielles extraites

Basse altitude Haute altitude
M onoterpenes 72.69 % 70.39 %
Sesquiterpenes 8.25 % 24.06 %
Total 80.94% 94.45 %
Autres 19.06 % 5.55%




Il est apparent, que I'huile essentielle de haute altitude contient plus de terpénes
(monoterpenes et sesquiterpenes) que I’ huile essentielle de basse altitude.
La haute teneur en a-pinene dans les deux HEs a provenance différente laisse supposer la

présence que d'un seul chimiotype, qui est |e chimiotype a a-pinene.

En comparant nos résultats et ceux de lalittérature, on constate une trés grande variabilité
chimique des huiles essentielles extraite du P. Lentiscus. Cela confirme |'impact de
nombreux facteurs sur la qualité des huiles essentielles : provenance, conditions

environnemental es (température, luminosité, pluviométrie) et édaphiques [33].

7- Controle qualité du cérat :

Les résultats sont figurés dans le tableau 3.10 :

Tableau 3.10 : Tests de contrble du cérat :

Examen macroscopique examen microscopique Mesure de PH

- Couleur : jaune (la - Bonne dispersion (images PH=7.03
couleur delacire d abeille). | figurées dans|’annexe.)

- Odeur : I’odeur deI’HE -Taille des gouttelettes :

du lentisque. homogeénes.

- Bonne homogénéité,
consistance d’' une pommade
- Test d’ étalement : absence
d agrégats visibleal’ ceil nu
- Bonne diffusion atravers
la peau

8- Evaluation dela bio-activitéde’HE

8-1 Activité anti-inflammatoire :

L’ éude de I'activité anti inflammatoire de I'HE du lentisque, porté par |’cedéme de
I”oreille induit par xylene chez les souris, est basée sur la comparaison de la moyenne de la
différence entre les poids des OT et ONT des lots test par rapport a celles des deux lots
témoins. Les résultats obtenus sont résumeés dans le tableau (3.11)



Tableau 3.11 : Résultats obtenus pour chaque lot

Lots T(-) T(+) Essae HE Essaie du Essaedu  Essaie
brut cérat 1% placébo H.A.D

Poids
dedeme |193mg 0.94mg 1.27 mg 0.39 mg 0.65mg 0.73mg
moyen

Pourcentage
de réduction 51.29% 34.19% 80.21% 66.29%  62.17%
d’ cedeme
0.031 0.17 0.0054 0.0047
Pvalue (significatif) (non (trés (tres /

significatif)  significatif)  significatif)

Les résultats du tableau 3.11 montrent que I’'HE considérée seule n’a pas un effet anti-
inflammatoire significatif (34.19%) devant celui du Diclofénac 1% (51.29%).
Contrairement a |’ effet du produit cérat 1% (80.21%) qui est largement supérieur al’ effet
du produit de référence. Afin d’expliquer cela, I’ essai du placébo a été de rigueur, donnant
un effet de 66.29%. Pour comprendre cette différence inattendue, |’ étude de I’ effet anti-
inflammatoire de I"huile d’amande douce (H. D. A) a été vérifié donnant un résultat de
62.17%. Il est vrai que I’HE n"a qu’un léger effet sur I’ cedéme, mais étant combinée a de
I"'H.A. D, elle améliore nettement |’ effet de cette derniére passant de 66.29 % a 80.21%.

Par conséquent, I’ utilisation de I’H.A. D ne peut étre prise comme excipent, mais comme
principe actif. Par ailleurs, comparé al’ effet anti-inflammatoire de I’ huile fixe de la méme
plante (61.95 %), I’ effet anti-inflammatoire, de |’ HE du lentisque est faible [19].

8-2 Activité antioxydante

Les absorbances et pourcentages d’inhibition de cette étude sont illustrés dans les tableaux
(3.12, 3.13).

Tableau 3.12 : Vaeurs des absorbances des HEs et pourcentages d’ inhibition en fonction
des concentrations

Echantillons HE des Ouadias HE d’ Azeffoune

[C] : mg/ml 200 100 50 200 100 50
Ac 0.0986 0.991 1.144 0.781 0.817 0.750
Ap 0.901 11 11 0.998 0.977 0.869

1% 89.05 9.90 -4 21.74 16.37 13.69



Ac: Absorbance de I’ échantillon, Ay, : Absorbance du DPPH, 1% : pourcentage d’inhibition

Tableau 3.13 : Valeurs des absorbances de I’ acides ascorbique et pourcentages

d'inhibition en fonction des concentrations

Echantillons Acide ascorbique

[C] : mg/ml 1 0.75 0.5 0.25 0.125
Ac 0.039 0.038 0.138 0.182  0.500
Ab 0.977 0.950 0.820 0820 0.820
1% 96 96 83.53 77.8 39.02

Le pourcentage d'inhibition, de I'HE issue de la zone de récolte a basse altitude, 1%=
21.74% est inférieur a 50%, par conséguent, elle n’a aucune activité antioxydante par
rapport & HE issue de la zone de récolte a haute atitude, avec un pourcentage d’inhibition

de 1%= 89.05%. Ces résultats sont obtenus pour les mémes concentrations d' HE.

Les figures (3.5) et (3.6) représentent les pourcentages d’inhibition 1% en fonction des
concentrations des HEs et du témoin de référence (acide ascorbique).

Var4 = -43,575+0,6448*x
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Figure 3.5 : Pourcentage d'inhibition d’'HE du Pistacia L. haute altitude en fonction des
concentrations
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Figure 3.6 : Pourcentage d’inhibition de I’ acide ascorbique en fonction des concentrations.

A partir de ces graphes les concentrations de neutralisation a 50% ont été détermines, les

résultats sont mentionnés dans le tableau (3.14) :

Tableau 3.14 : Vaeurs des ICso de I’ HE haute atitude et de | acide ascorbique

Echantillons 1Cso
HE haute altitude (Ouadias) 145.12mg/mL
Acide ascorbique 0.138mg/mL

L’HE de haute altitude est capable de réduire le radical libre DPPH ceci a induit
expérimentalement un changement de couleur alant du violet (couleur de DPPH) vers la
couleur jaune (disparition du DPPH), et aussi la valeur de 1Cso pour I’ acide ascorbique
(ICso= 0.138mg/mL) montre un pouvoir antioxydant plus élevé car pour une faible
concentration, |’ effet antioxydant est obtenu, contrairement a I’ HE a provenance de haute
adtitude qui pour avoir un effet antioxydant, la concentration minimale a di étre pres de
trois fois plus élevée que celle de I’ acide ascorbique (ICs0=145.12mg/mL). Ceci montre
que |’ effet antioxydant de cette HE n’ est pas significatif devant celui de I’ acide ascorbique
(p > 0.05; p = 0.14), mais cela n"exclut pas la présence de I’ effet antioxydant de I’HE.
Comparativement alalittérature, nos résultats sont inférieurs a ceux de BEN HAMMOU et
al (2006) qui ont trouvé ICso de I’ ordre de 15.63mg/mL. La variation du résultat peut étre
attribuée au chimiotype de la plante, en effet une méme espéce botanique peut fournir
différentes huiles essentielles et par conséquent différents constituants de ces derniéres
[23].

La différence obtenue est tout a fait logique, vu la différence constitutionnelle chimique
des deux HE. Le tableau précédent (3.9) a montré une forte teneur en terpénes pour I'HE



des Ouadias (94.45 %) devant ceux comportés par I'HE d’'Azeffoune (80.94%). Les
terpénes, plus précisément les monoterpénes et les sesquiterpénes, sont les composés
principaux doués d’ effets antioxydants, comme il est démontré par |’ étude de J.Grabmann
(2005). Ceci peut expliquer la présence de I’ activité antioxydante de I'HE des Ouadias, et
non de I'HE d’' Azeffoune.

8-3 Activité antibactérienne

Dans la présente étude nous nous sommes intéressees a évaluer qualitativement I’ activité
antibactérienne de I’HE de Pistacia lentiscus des deux stations par |la méthode de diffusion

sur disque.
Les résultats obtenus sont illustrés dans | e tableau suivant :

Tableau 3.15 : Diamétres d'inhibition des HEs

Souches HE Pistacia L. Haute Altitude HE Pistacia L.Basse Altitude
Escherichia coli Omm Omm
Staphylococcus aureus 13mm 10mm

La comparaison des activités de cette HE des deux régions révele une sensibilité plus ou

moins |égere vis-a-vis de Staphylococcus aureus a 5ulL.

Il apparait que cette activité est élevée dans le cas de I'HE de P.L des Ouadias (haute
adtitude) avec un diamétre de zone d’inhibition de 13mm. Les HEs semblent inactives vis-
a-vis de la souche a Gram (-) ; autrement dit Escherichia coli est caractérisée par une

résistance contre cette huile.

Pour la méme quantité d'HE (5uL) Ben Hammou et a (2006) et Bammou et a (2015) ont
obtenu un diamétre d’inhibition de 10 mm et ont conclu que I’ HE de Pistacia lentiscus n'a
aucune activité contre Escherichia coli et une activité modérée vis-a-vis de Staphylococcus
aureus, cette conclusion concorde parfaitement avec nos résultats.

L’ efficacité différente que présente I’ effet antibactérien de I’ HE extraite de la plante haute
altitude, par rapport a celui de I’ HE extraite de la plante basse altitude, est expliqué par la
variation de la teneur en terpénols dans chacune des huiles. Les terpénols sont identifiés
parmi les composés donnant un effet antibactérien [34]. Vu leur faible proportion dans nos
échantillons, lafaible activité antibactérienne observée est justifiée.



CONCLUSION

Dans cette étude, deux axes de recherches sont consideérés, le premier concerne la détermination
du rendement optima d'extraction de I'huile essentielle du Pistacia lentiscus. Par la
méthodologie des plans d expérience, trois facteurs influent le rendement sont examinés,
I’ dtitude de la station de récolte, la plante est récoltée au centre-Est de |’ Algérie, le choix s est
porté sur Azeffoune, Sidi Khlifa pour la basse altitude et Ouadias, Agouni Gueghrane pour la
haute altitude, laforme broyée ou non broyée du végéta et ladurée d’ extraction. Un quatriéme
paramétre n’ entrant pas dans la matrice de la méthodol ogie d’ optimisation, le taux d humidité
contenu dans |a plante est également étudié.

Le rendement optimal correspondant a la meilleure teneur (0.22 %) en huile essentielle est

obtenu dans les conditions suivantes :

- Altitude de la zone de récolte : haute (Ouadias, Agouni Gueghrane)
- Laformevégétale : broyée

- Letempsd extraction : 3h

- Etat delaplante : seche (= 50 % restant)

Le second axe traite I’ étude des profils chimiques, pharmacologiques et biologiques de I’ huile
essentielle extraite du Pistacialentiscus. L’ analyse qualitative et quantitative CPG/SM des deux
lots d' huiles essentielles a permis d'identifier le composé majoritaire en commun, I’ a-pinéne
(20.89% ; 16.87%) pour basse dtitude et haute altitude respectivement. Cette premiére
provenance présente aussi e B-pinene (12.86%) avec une teneur importante et |e terpinéne 4-ol
(9.32%) avec une teneur appreciable. Par contre, la derniere provenance présente le
phellandréne (7.94%) et |e B-terpinéne (8.56%) avec une teneur acceptable.

La différence de rendement et de composition chimique des deux lots analysés peut étre
attribuée a plusieurs facteurs tel's les caractéristiques des conditions climatiques et édaphiques
typiques de chaque région.

L’ évaluation de |’ activité anti-inflammatoire a montré que le mélange de 50/50 des deux huiles
essentielles ne présente pas d' effet (34.19%), mais |’ effet devient significatif (80.21%) en
combinant le mélange a de I’ huile d’ amande douce. L 'éude de I'activité antioxydante des deux
huiles essentielles amontré que I’ huile extraite de la plante haute altitude a un effet antioxydant

contrairement a celle extraite de la plante basse altitude. Le test antibactérien a prouvé que les



deux huiles essentielles ont une activité sur Staphylococcus aureus, mais aucune activité sur

I” Escherichia coli.
Perspectives
1- Etudier I’ effet anti-inflammatoire des différents lots d’ HE séparément,
2- ldentifier avec précision les composés chimiques responsables de I'effet anti-
inflammatoire, antioxydant et antibactérien
3- Etudedelatoxicité del’HE de lentisgque et identifier |e/les composés responsable,
4- Sintéresser ad’ autres effets pharmacol ogiques de cette HE telle que |’ effet anti-

cancéreux, photoprotecteur.
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Annexe 1 : protocoles destests photochimiques (selon la méthode de
Magiatis et al)

1-ldentification des Saponosides
2ml de I'infusé sont prélevés puis agités pendant 15s, le mélange est laissé au repos pendant

20min. Laprésence des Saponosides est évaluée par lapersistance et |’ apparition de lamousse.

2- ldentification destanins

5ml de I'infuseé sont prélevés et additionnés par une a deux gouttes de de solution de FeClz a

5%. L’ apparition d’ une coloration bleue-noire ou bleue- verte indique leur présence.

3- ldentification des flavonoides
2ml de I'infusé sont prélevés et additionnés a 4ml d' éthanol et 1ml HCI suivi d gouts de

coupons de Mg. La présence des flavonoides est indiquée par une coloration rouge-orangee.

4- |dentification des anthocyanes
5 ml d’infusé sont prélevés puis quelques gouttes d’HCI y sont gjoutés. L’ apparition d une
couleur rouge orangée témoigne la présence des anthocyanes.

5- ldentification des alcaloides
La premieére étape consiste a préparer une macération. 25ml de H>SO4 a 0.1% sont g outés a 5g

de poudre végétale. Ce mélange est macéré pendant 24h a température ambiante et a I'abri de la

[umiére.

La deuxieme étape consiste a filtrer la préparation et le filtrat obtenu est gjusté avec de I’ eau

distillée jusgu’ obtention d’ un volume de 10ml.

- Test deMayer : 1ml du filtrat additionné a 5 gouttes du réactif de Meyer. L’ apparition
d’un précipité blanc jaunétre indique la présence des al cal oides.
- Test deWagner : 1ml dufiltrat additionné a5 gouttes du réactif de Wagner. L’ apparition

d’un précipité brun indique la présence des alcal oides.



Annexe 2 : Résultats des tests photochimiques

Figure 1.A : Identification des tanins Figure 1.B: Identification des flavonoides

Figure 1.C : Identification des saponosides Figure 1.D : Identification des anthocyanes



Annexe 3 : Chromatogrammes des HE haute et basse altitude

Principe

La CPG est une méthode d’'analyse par séparation qui S applique aux COmposes gazeux ou
susceptibles d étre vaporisés par chauffage sans décomposition, elle fournit le pourcentage de
chague composant d’ un mélange compl exe en donnant |e temps de rétention de chacun. Chaque
constituant est caractérisé par desindices calculésapartir d' une gamme d’ alcanes atempérature
constante. (Indice de Kovats IK). Ils sont comparés aceux d échantillons authenti ques contenus

dans une bibliotheque de référence. L’ IK est calculé selon laformule suivante :

IK =100 * [tr(2) — tr(n) / tr(n+i) — tr(n)] + 100 ... (1)
Avec
tr(i) : temps de rétention d’un compose i
tr(n) : temps de rétention de I’ alcane qui précede le compose i
tr(n+i) : temps de rétention de |’ alcane qui succéde le compose i
L’utilisation d'un spectrométre de masse comme détecteur en chromatographie en phase
gazeuse est, aujourd’ hui, unetechnique deréférence. En effet |e couplage dela CPG-SM permet
d effectuer simultanément la séparation et I’ analyse des différents constituants d’ un mélange

complexe.



Ci-dessous sont représentés les chromatogrammes obtenus pour les deux lots d’ HE analysés :
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Figure 2.A : Chromatogrammes de I'HE a provenance de basse altitude
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Figure 2.B : Chromatogramme de I'HE a provenance de haute atitude






ANNEXE.4 : Tailles des gouttel ettes du cérat 1%

Figure 2 : Microscope SINAL

Figure3.A : Zoom * 10 pm Figure 3.B : Zoom * 4 um



ANNEXE.5 : Matériel utilisé pour le test anti-inflammatoire

Figure 3.A : Marteau et emporte piéce Figure 3.B : Ciseaux

Figure 3.C: Pince Figure 3.D : Balance analytique



lot T(-)
souris1
souris 2
souris3
souris4
souris5
souris6
souris?
souris 8
souris9

souris 10

lot T(-)
souris1
souris 2
souris 3
souris4
souris5
souris6
souris?
souris 8
souris9

souris 10

Annexe 6 : résultats de I’ éude anti-inflalmmatoires

Tableau3.16 : Résultat du lot témoin négatif

OD (mg)

2,9
4,9
2,5
3,7
3
3,8
6
4,7
6,8
35

ONT (mg)

2,1
2,2
19
1,8
2
21
2,9
2
2,8
2,7

différence (mg)
0,8
2,7
0,6
19
1
1,7
31
2,4
4
0,8

Tableau3.17 : Résultat du lot témoin positif

OD (mg)

2,8
4
S

3,2

3,7

3.9

3,2

24

39

3,3

ONT (mgQ)

2,4
2,3
2,9
2,6
2,3
2,5
2,2
24
34
3

différence (mg)
04
1,7
2,1
0,6
14
14
1
0
0,5
0,3

1.93mg

PM d’ cedeme témoin

0.94

Le % de réduction d’' ccdéme

LePM d ccdeme

51.29%




Tableau3.28 : Résultats du ot témoin test (HE du lentisque).

lot OD (mg)
souris 1 2,8
souris 2 54
souris 3 54
souris4 4
souris5 34
souris6 31
souris7 3,6
souris 8 3,3
souris9 4,5
souris 10 4,8

ONT
(mg)

2,2
2,8
3,2
2,6
2,5
2,8
2,8
2,6
3,6
2,5

différence

(mg)
0,6
2,6
2,2
14
0,9
0,3
0,8
0,7
0,9
23

PM d’ cedéme = 1.27mg
Le % de réduction d' czdéme =34.19%

lot
souris 1
souris 2
souris3
souris4
souris5
souris6
souris?
souris 8

souris9

souris 10

lot

sourisl
souris2
souris 3
souris4
souris5
souris6
souris7
souris 8
souris9

souris 10

Tableau3.19 : Résultat du lot test (pf)

oD ONT  différence
(mg)  (mg) (mg)

2,7 19 0,8
2,3 14 0,9
2,7 19 0,8
2,2 2,2 0
1,9 19 0
2,1 2,5 -0,4
2,2 4 -1,8
31 18 13
3,7 2 1,7
2,3 1,7 0,6

PM d'cedéme = 0.39

Le % de réduction d’ cczdeme =80.21%

Tableau3.20 : résultats du lot test (placébo)

OD (mg)

38
3,5
2,7
2,9
2,9
2,6
2,1
3
2,5
2,5

ONT (mg)
31
2,4

2
2,2
2
1,3
1,6
2,4
2,9
2,1

différence (mg)
0,7
11
0,7
0,7
09
1,3
0,5
0,6
-0,4
04

Le % de réduction d' cczdeme =66.29%

PM d'cedéme = 0.65




Résumé:

Ce travail vise a déterminer, via la méthodologie des plans d’ expérience, les facteurs
influents sur le rendement d’ extraction de | huile essentielle du Pistacia lentiscus récoltée au
centre-Est de I’ Algérie dans deux régions différentes ; « Azeffoune a basse atitude » et
« Ouadias a haute altitude ». L’ analyse CPG/SM des HESs extraites montre une différence
dans la composition chimique des deux échantillons. Un cérat 1% est formulé a base d’un
mélange de 50/50 des deux huiles essentielles extraites. Les tests pharmacologiques du
produit brut a2 50/50 montrent une activité anti-inflammatoire non significative comparée au
cérat 1%. Letest antioxydant amontré quel’ huile essentielle haute altitude présente un effet
contrairement & celle de basse atitude. L es tests biologiques ont montré que les deux huiles
essentielles présentent une activité antibactérienne contre les Staphylococcus aureus mais
aucune activité contre I’ Escherichia coli.

Mots clés : Extraction, hydrodistillation, huile essentielle, plans d expérience, Pistacia
lentiscus, activité anti-inflammatoire, activité antioxydante, activité antibactérienne.

Abstract:

This work aims to determine, via the experimental design methodology, the factors
influencing the extraction yield of the essential oil of Pistacialentiscus harvested in central-
eastern Algeria in two different regions; "Azeffoune at low atitude" and "Ouadias at high
altitude”. GPC / MS analysis shows a difference in the chemical composition of the two
samples. A 1% cerate is formulated based on a 50/50 mixture of the two extracted essential
oils. The pharmacological tests of the crude product at 50/50 show an insignificant anti-
inflammatory activity compared with the 1% cerate. The antioxidant test showed that the
high altitude essential oil has an effect unlike the low altitude one. Biological tests have
shown that both essential oils have antibacteria activity against Staphylococcus aureus but
no activity against Escherichiacoli.

Key words: Extraction, hydrodistillation, essential oil, experimenta design, Pistacia
lentiscus, anti-inflammatory activity, antioxidant activity, anti-bacterial activity.
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