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Introduction générale




Introduction

A travers des siecles, 1’étre humain a su développer les connaissances et 1’usage des
plantes médicinales dans le but de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé et le bien étre
humain (Iserin, 2001).

Ces derniéres décennies, I’attention s’est portée sur les herbes et les épices comme
source d’antioxydants, qui peuvent étre utilisés pour se protéger contre les effets du stress
oxydant lequel est a I’origine de plusieurs pathologies tels que le cancer. En effet, les
antioxydants naturels font 1’objet de nombreuses recherches et une nouvelle haleine vers
I’exploitation des métabolites secondaires (Iserin, 2001).

Les chercheurs s'intéressent aussi aux composés biologiquement actifs isolés des
espéces végétales pour I'¢limination des microorganismes pathogenes en raison de la
résistance que ces derniers développent vis a vis des antibiotiques d’origine synthétique
(Iserin, 2001).

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité: méditerranéenne, saharienne et
paléo tropicale, estimée a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles botaniques.
Parmi cette végétation, nous trouvons les plantes aromatiques utilisées pour 1’aromatisation

des aliments, les arts culinaires et les vertus médicinales (Quezel, et Santa 1963).

Dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne nous nous sommes intéresseés a
trois especes de la famille des Lamiaceae et une de la famille des Anacardiaceae. Les espéces
sur lesquelles a porté notre choix sont Thymus numidicus ; Lavandula stoechas et Origanum
glandulosum de la famille des Lamiaceae et Pistacia lentiscus. Notre choix pour ces especes
est justifié d’une part par le fait qu’elles renferment beaucoup de composés phénoliques
notamment les flavonoides connus pour leurs activités biologiques diverses. D’autre part, ces
especes figurent en téte de liste des plantes utilisées dans la médecine traditionnelle

Algérienne.

Ce présent mémoire comporte trois chapitres et une conclusion générale. Les trois
chapitres sont répartis comme suit :
- Le premier chapitre, comporte une synthése bibliographique consacrée a une
présentation des especes Thymus numidicus, Lavandula stoechas, Origanum glandulosum et
Pistacia lentiscus. Ainsi qu’une breve synthése des travaux antérieurs concernant les huiles

essentielles et les métabolites secondaires les plus courants.
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Le second chapitre est consacré a la partie expérimentale.

Le dernier chapitre comporte la présentation des principaux résultats obtenus et leurs
éventuelles interprétations.



Chapitre | :

Synthese bibliographique




Chapitre 1- Synthese Bibliographique

1- Introduction

De tout temps, le régne végétal a offert a I’étre humain des ressources naturelles pour
ses soins ; hygiéne et alimentation (Kabouche 2005 ; Benayache 2013 ; Touhami, 2017).

Depuis trois décennies, des études sont menées sur 1’exploitation, dans différents
domaines, des extraits des plantes aromatiques et médicinales (PAM), notamment leurs huiles
essentielles (Benayache, 2013).

Selon la norme AFNOR NF T 75-006, les huiles essentielles sont des liquides trés peu
colorés, volatils a température ambiante. Elles dégagent une odeur caractéristique et sont, en
général plus légéres que l'eau tout en possédant des caractéristiques hydrophobes. Il existe
aujourd’hui approximativement 3000 huiles essentielles, dont environ 300 sont réellement
commercialisées, destinées principalement a 1’industrie des ardmes et des parfums (Essawi et
al., 2000).

Dans le cadre de notre présent travail, nous nous intéressons a trois especes de la
famille des Labiées et une espéce de la famille des Anacardiaceae. Il s’agit des espéces
Lavandula stoechas, Thymus numidicus et Origanum glandulosum de la famille des

Lamiaceae et de Pistacia lentiscus pour la famille des Anacardiaceae.

2- Famille des Lamiaceae

Les Lamiaceae, ou encore les Labiées, sont une importante famille de plantes
dicotylédones qui comprend environ 6700 espéces et prés de 250 genres. Ce sont le plus
souvent des plantes herbacées, productrices d’huiles essentielles, largement répandus autour
du monde (Miller et al, 2006).

Parmi les especes réputées dans cette famille, nous pouvons citer le Lavandula
Stoechas, le Thymus numidicus et /’Origanum glandulosum auxquelles nous nous intéressons
dans ce présent travail.

2-1- Thymus numidicus

Le terme thymus signifie en latin "parfumer” et en grec "courage” (Benayache 2013).
Son nom vernaculaire en arabe est "Zaatar” (Kabouche 2005).

Le genre thymus est composé d’environ 110 espéces (Dimitrios et al. 2015). C’est un
petit arbrisseau qui ne dépasse pas les 20 cm. Ses feuilles florales nettement plus larges
comportent des fleurs roses sessiles ou presque pelouse (figure 1)

En Algeérie, T. Numidicus est répartie le long du territoire national. Du Nord Algeérois a
I'Atlas saharien et du Constantinois a I'Oranais, il préfere les montagnes surtout les endroits
rocheux (Touhami, 2017).



Chapitre 1- Synthese Bibliographique

Figure 1 — Photo de I’espéce Thymus numidicus (photo originale)

Thymus numidicus possede des propriétés antiseptiques, antifongiques, désinfectantes
et anti oxydantes (Djeddi et al. 2015). Il est utilisé par voie orale pour traiter les perturbations
gastro-intestinales, la toux due au froid, la bronchite, I’angine, les douleurs dentaires et les
infections de la bouche (aphtes, gingivites) ainsi que les maladies de la peau (acné, eczéma,
varicelle...) (Zeghib 2013)

2-2- Lavandula stoechas

Le terme Lavandula dérive du latin "lavare” qui signifie "laver” (Menaceur 2015).
Son nom vernaculaire en arabe est "El halhal” et en Kabyle "Amzir” (Tedjani 2016).

Cette espece originaire du pourtour méditerranéen (Europe méridionale, 1’ Afrique du
nord, et le moyen orient) avec une petite disjonction sur la frontiere Lybie — Egypte (Lis-
Balchin, 2002 ; Lim, 2014), s’accommode aux divers types de sols sauf ceux qui seraient
exagérément humides. Elle préfére les sols siliceux et les terrains acides. La floraison, plus
précoce que chez les autres lavandes, se déroule d’Avril a Mai puis en automne (Peter, 2004 ;
Lim, 2014).

Elle se présente sous la forme d’arbrisseau vivace trés aromatique et ramifié pouvant
atteindre un meétre de haut avec une lourde odeur semblable & celle du pin. Les feuilles
opposées de 2 a 4cm de longueur sont sessiles, tomenteuses, oblongues, linéaires, étroites, et

recourbées sur les bords. Elles sont souvent grises (Figure 2).
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Figure 2 - Photo de I’espéce Lavandula stoechas (photo originale)

Lavandula stoechas est utilisée pour traiter 1’épilepsie et les maux de téte et posséde
des propriétés antispasmodiques, antimicrobiennes, anti oxydantes, insecticides, anti-
inflammatoires, expectorantes et antidépresseurs (Dif et al. 2016 ; Gainard 2016 ; Lamiae et
al. 2016). Elle est également utilisée pour régulariser le taux de glycémie dans le sang
(Menaceur 2015).

De plus, la commission Européenne a approuvée 1’usage interne de la lavande, en
infusion et en huile essentielle, pour le traitement de ’agitation et de I’insomnie ainsi que

pour les troubles digestifs d’origine nerveuse (malaises intestinaux, ballonnements).

2-3-  Origanum glandulosum
Le terme Origan provient de deux mots grecs "oros” et "genos”, signifiants "éclat des

Montagnes” (Piccaglia R 1993)

L’Origanum glandulosum pousse spontanément dans tout le nord de 1’Afrique en
particulier dans les montagnes a une altitude de 300 a 1600 m, surtout dans les endroits
rocheux (letswaart JH 1980).

Selon Quezel et Santa (Quezel P 1963), I’espéce Origanum est une plante a tiges
toutes dressées. L’inflorescence est en épis denses, a fleurs restant contiglies apres la
floraison. La corolle a une levre inférieure bien plus longue que la lévre supérieure (Figure3).

L’Origanum glandulosum est utilisée dans les préparations culinaires et jouit d’une
grande faveur populaire comme remede contre la toux et les infections respiratoires. En effet,
cette plante expectorante, stomachique, stimulante, tonique posséde des propriétés
antiseptiques, antispasmodiques et antitussives (Baba Aissa F 1999). Elle est aussi utilisée

comme désinfectant puissant, et comme agent odoriférant dans les parfums (Chiej R 1984).
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Figure 3 - Photo de I’espéce Origanum glandulosum

(David j. stang. First published at ZipcodeZoo.com)

3- Famille des Anacardiaceae

La famille des Anacardiaceae regroupe des plantes dicotylédones. Selon Watson et
Dallwitz, elle comprend environ 600 especes réparties en 70 genres. Ce sont des arbres ou des
arbustes des régions temperées (bassin meéditerranéen) a tropicales. On le trouve a I’état
naturel dans tout le nord algérien (Quezel et Santa, 1993).

Parmi les espéces de cette famille qui nous intéresse, nous citons le Pistacia lentiscus.

Le Pistacia lentiscus est une plante a feuillage persistant; se dénomme en dialecte

algérien dans la région de Jijel "dhro”et en kabylie "tidekt” (Figure 4). C’est un arbuste de 1
a 3 métres de hauteur, d’origine méditerranéenne (Belakhdar, 2003). Résineux, aromatique a
croissance tres lente, il pousse a 1’état sauvage dans les garrigues, les maquis, les rocailleux
secs, clairieres et bois clairs et sur tous types de sol.

Le Pistacia lentiscus joue un role fondamental dans I’entretien des écosystémes par sa

forte résistance aux changements climatiques. 1l donne des fruits, d’abord rouges, puis Nnoirs.

Figure 4 - Feuilles et fruits du Pistacia lentiscus (Bammou et al,2015)

6
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Le lentisque est utilisé sous forme de poudre, ou décoction, d’écorce et de feuilles
pour traiter les troubles gastro-intestinaux, 1’eczéma, la diarrhée et les infections de la gorge
(Kivgak et Akay, 2005).

L’huile extraite des fruits, servant de liniment en cas de douleurs dorsales, conseillé
pour les diabétiques, pour le traitement des douleurs d’estomac et en cas de plaies (Hmimsa,
2004). En application locale externe, elle est appliquée sous forme d’onguent pour soigner les

bralures (Bensegueni et al, 2007).

4- Les huiles essentielles

Selon la pharmacopée européenne, ’huile essentielle est définie comme "Produit
odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premiere
végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation
séche, ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage.

L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé
physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition (Lehman Héléne
2013).

Les huiles essentielles sont largement répandues chez les végétaux. Elles peuvent étre
stockées dans tous les organes, les sommités fleuries, les feuilles, les fruits, les écorces et les
graines (Taleb-Toudert 2015)

L’analyse physico-chimique des huiles essentielles peut étre effectuée par diverses
techniques plus au moins élaborées. La chromatographie en phase gazeuse sur phases
stationnaires polaires ou apolaires couplées avec une détection par spectrométrie de masse est
une technique de référence qui présente de nombreuses applications dans les domaines de
I’agroalimentaire (aliments, eau), des produits pétroliers (carburants, matieres synthétiques) et
des produits naturels (parfumerie, cosmétique, médecine...etc). Le couplage de Ila
chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse (CPG/SM) permet
d’effectuer simultanément la séparation et I’analyse des différents constituants d’un mélange
complexe (Gaborieau 2015).

Les principaux référentiels tels que la Pharmacopée Européenne, 1SO, AFNOR,
définissent la qualité des huiles essentielles en recourant a des méthodes beaucoup plus
simples telles que : (Gaborieau 2015)

e Indices physiques : densité relative, indice de réfraction, solubilité dans 1’alcool...

¢ Indices chimiques : indice d’acide, indice d’esters, indice de peroxyde...

7
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5- Les huiles végétales

En général, les huiles végétales proviennent de la substance dure et ligneuse des
graines ou du noyau et se trouvent enfermées dans les cellules oléiferes sous forme de petites
gouttes (Salas et al., 2009).

Retrouvées dans I’enveloppe charnue du fruit, ces huiles sont présentes dans plusieurs
plantes notamment des fruits du palmier et de I’olivier, de 1’arachide, des fleurs de tournesol,
ou encore du coton et du soja. Au-dela du secteur agro-alimentaire, les huiles végeétales sont
utilisées dans différents domaines de 1’industrie tels que les secteurs cosmétique,
pharmaceutique ou chimique.

Une huile végétale est un mélange a consistance liquide ou semi-liquide a température
ambiante, de substances majoritairement hydrophobes, solubles dans les solvants organiques
apolaires ou peu polaires, non volatiles : on parle alors d’huile fixe ou grasse (Karleskind A.,
1992 et FAO, 1993).

Les huiles végétales s'extraient naturellement par compression de la matiére qui les

contient, préalablement concassée. La compression est exercee a froid ou a chaud.

6- Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans la
plante. 1ls sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures, ils sont mis a profit
aussi bien dans 1’industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique (Macheix Jean-
Jacques et al. 2005).

Ils sont utilisés en thérapie comme vasculo-protecteurs, anti-inflammatoires,
inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires (Macheix Jean-Jacques et al.
2005).

Parmi les familles de métabolites secondaires qui suscitent notre intérét, nous pouvons
distinguer les alcaloides, les terpénes, les stérols, les coumarines ...etc.

6-1- Alcaloides

Ce sont des substances organiques d'origine vegétale, azotée et a caractere alcalin.
Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou l'aconitine), certains
employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques comme la morphine et la
codéine (Muanda Nsemi F,2010).

6-2- Terpenes
Les terpenes, forment une classe d’hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes,

en particulier les coniferes. Ils sont des dérives de l'isopréne CsHg. Leur squelette de carbone
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est constitué d'unités isopréniques reliées entre elles. Ces squelettes peuvent étre arrangés de
facon linéaire ou bien sous forme des cycles (Muanda Nsemi F,2010).
6-3-  Stérols

Les stérols sont des dérives des phytostérols. Ils sont naturellement présents dans la
fraction lipidique des plantes. lls ne peuvent étre apportés que par l'alimentation. Plusieurs
études ont démontré que les phytostérols réduisent I'absorption du cholestérol dans I'intestin
gréle (Muanda Nsemi F,2010).
6-4-  Saponines

IIs se composent d’aglycones non polaires liés a un ou plusieurs sucres. Cette
combinaison d’¢léments structuraux polaires et non polaires explique leur comportement
moussant en solution aqueuse. Une saponine est un glycoside de stéroide ou de tri terpéne
(Muanda Nsemi F,2010).
6-5- Flavonoides

Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (De Rijke E,2006).
On les trouve dissous dans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides ou comme constituants
de plastes particuliers, les chromoplastes (Iwueke A.V,2008) Le terme flavonoide regroupe

une trés large gamme de composés naturels poly phénoliques (Figure 5)

Figure 5- Structure de base des flavonoides (Medi-Saric et al., 2004)

6-6- Tanins

Les tanins sont un groupe de polyphénols a haut poids moléculaire. Ce sont des
molécules fortement hydroxylées et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont
associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité
des aliments (Muanda Nsemi F, 2010). Nous distinguons les tanins hydrolysables et les

tanins condensés :
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- Tanins Hydrolysables : Ce sont des diméres d’acide gallique condensés sur un dérivé
glycosyle, Ils comprennent 1’acide gallique et les produits de condensation de son

dimere (Figure 6).
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Figure 6 - Structure d’un tanin hydrolysable (Hatano et al., 2005)

- Tanins condensés : Ce sont des poly phénols de masse molaire élevée. Ils résultent de
la polymérisation auto oxydative ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées

majoritairement par les liaisons C4-C8 (parfois C4-C6) des unités adjacentes (Figure

7).
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Figure 7 -Exemple de structure de base des tanins condensés (Ferradji, 2011).

6-7- Coumarines
Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le

benzo-2-pyrone (Muanda Nsemi F, 2010)



Chapitre 1- Synthese Bibliographique

7- Procédés d’extraction des métabolites secondaires
7-1- Macération
La macération est une méthode d’extraction solide-liquide discontinue qui consiste a
faire tremper une partie d’un végétal dans un solvant froid ou chaud pour en extraire les
substances d’intéréts (Yazag 2011).
7-2- Décoction
Elle consiste a chauffer une partie d’un végétal avec un solvant (eau, alcool...) jusqu'a
ce que cette derniéere soit bouillante, pour en extraire les substances actives (Kalla 2012).
7-3- Extraction par Soxhlet
Cette technique permet de faire en continu 1’épuisement de matiéres végétales avec un
solvant volatil. Elle consiste a placer 1’échantillon dans une cartouche poreuse et I’extraction
se fait en continu jusqu’a épuisement de 1’échantillon.
L’opération est équivalente a une série de macérations successives, mais cette

technique ne nécessite pas un grand nombre d'opérations.

8- Dosage des polyphénols dans les végétaux

La quasi-totalité des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des extraits des
végétaux sont attribuées aux polyphénols présents. Le dosage de ces polyphénols est souvent
effectué selon la méthode de Folin-Cioclateu. Le réactif de Folin-Cioclateu est composé d’un
mélange d’acide phosphotungstique (HsPWi1204) et d’acide phosphomolybdiques
(HsPMo01,040). Lorsque les polyphénols sont oxydes, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu
en un complexe ayant une couleur bleue constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdéne. La
coloration bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de 755-770 nm
(Chaabi, 2008).

L’absorbance, par référence a une gamme étalon obtenue avec un acide phénolique
(Acide gallique), permet de déterminer la quantité de polyphénols totaux présents dans un
extrait. La lecture de I’absorbance se fait & 765 nm (Chaabi, 2008).

9- Evaluation de I’activité anti oxydante des extraits de végétaux
9-1- Les antioxydants

Des dérivés hautement réactifs de 1’oxygeéne peuvent apparaitre au cours des réactions
enzymatiques ou sous I’effet des rayons U.V, des radiations ionisantes et des métaux de
transition (Ekoumou, 2003). Les formes de 1’oxygéne provoquant ces troubles sont :

I’oxygéne singulet Oy, le peroxyde d’hydrogene H,O,, les peroxydes alkyles ROOH, le
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radical superoxyde, les radicaux hydroxyles HO, peroxydes ROO et alkoxyles RO (Cavin A.)
Les conséquences au niveau de 1’organisme se font ressentir sur ’ADN, les lipides et les
protéines. (Ahamet S,2003).
9-2- Les radicaux libres
Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets du métabolisme
cellulaire. Ce sont des atomes et des molécules dotés d’une forte énergie et qui, avant d’étre
neutralisés détruisent ce qu’ils rencontrent. Il s’agit des ions oxygene, hydroxyde et de I’eau
oxygénée qui sont libérés lors des réactions biochimiques (Muanda Nsemi F,2010.)
9-3- Sources d’antioxydants
Certaines classes thérapeutiques telles que les AINS (anti-inflammatoire non
stéroidien), les B-bloquants et antihypertenseurs sont connus pour leurs propriétés anti
oxydantes (Ahamet S,2003).
Le plus simple des capteurs des radicaux libres est I’alcool éthylique, agent de
transfert d’hydrogeéne qui conduit a un composé biologiquement compatible.
e Acide ascorbique : Vitamine C
L’acide ascorbique contient une forme enediol qui produit la forme dicétonique par
transferts successifs de ses deux atomes d’hydrogeéne. Cette forme est régénérée par
I’intervention d’enzyme superoxyde dismutase en présence d’une catalase. Elle joue un role
important dans la régénération de vitamine E (Bossokpi.l.P. L,2002)
e Vitamine E
Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d’une molécule
d’ouverture de cycle. On la retrouve dans les huiles végétales (arachides, soja, chardon,
tournesol, olive pressé a froid), les amandes, les graines, le lait, les ceufs, les légumes a
feuilles vertes (Bossokpi.l.P. L 2002).
e [3-caroténe
Parmi les photo-protecteurs actifs, le 3-caroténe apparait comme un piégeur efficace.
Sa constitution polyiénique lui confere une capacité de piégeage de 1I’oxygene par formation
d’un dioxétane (addition d’une oléfine et d’une molécule d’oxygeéne) ou par production
d’hydro peroxydes (insertion d’oxygeéne dans toutes les liaisons C-H conjuguées d’une double
liaison) susceptibles d’étre réduits a leur tour (Bossokpi.l.P. L2002).
¢ Antioxydants naturels
Ils sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce sont des composes

phénoliques (flavonoides, xanthones, coumarines, caroténoides, dérivés d’acide phénolique).
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10- Activités antibactériennes des huiles essentielles

La premiere mise en évidence de 1’action des huiles essentielles contre les bactéries a
été réalisée en 1881 (Boyle, 1955). Depuis, de nombreuses huiles ont été définies comme
antibactériennes (Burt, 2004). Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent contre
un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux
antibiotiques.

Cette activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle vers une autre et d’une
souche bactérienne a I’autre (Kalemba et al, 2003). Les huiles essentielles agissent aussi bien
sur les bactéries a Gram positif que sur celles a Gram négatif. Toutefois, les bactéries Gram a
Gram négatif paraissent moins sensibles a leur action et ceci est directement lié a la structure

de leur paroi cellulaire (Burt, 2004).
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1- Matériel

Les huiles essentielles de Thymus numidicus (TN) ; Lavandula stoechas (LS) et
Origanum glandulosum (OG) sont obtenues par hydrodistillation lors des travaux de Master
effectués en 2019. Ces huiles ont été conservées a 4°C dans des flacons en verre ambré pour
éviter toute altération de leur composition chimique et de leurs propriétés physicochimiques.

L’huile végétale de Pistacia lentiscus (PL) a été fournie par un herboriste de la Wilaya
de Jijel. Elle a éte extraite par pression a froid a partir des fruits mdrs de Pistacia récoltés en
automne 2019.

Les parties aériennes (feuilles, tiges et sommités) des échantillons de Lavandula
stoechas et de Pistacia lentiscus récoltés 1’année 2019, ont été séchées a 1’air libre et
conservées dans des cartons en papier loin de I’humidité et de la lumiére.

Pour I’étude de I’activité antibactérienne des huiles 1’utilisation d’un antibiotique de
référence a été nécessaire afin d’évaluer quantitativement 1’effet antibactérien des quatre
huiles. Pour cela un disque d’antibiotique Amikacin 10 pg servira de témoin positif.

L’ Amikacin est un antibiotique de la classe des aminosides, utilisé pour le traitement
des infections bactériennes telles les infections des voies urinaires, intra-abdominales,
articulaires ou le traitement de la tuberculose multirésistante. La molécule est administrée
uniquement par injection intraveineuse ou intramusculaire. L’ Amikacin est le plus souvent
utilise pour traiter les infections graves gram négatives aerobies multirésistantes, en
particulier E. Coli, Klebsiella et Serratia. Les seules bactéries Gram positives fortement

sensibles a I’Amikacin sont les genres Staphylococcus et Nocardia

2- Méthodes

La composition chimique des huiles essentielles de Lavandula stoechas (LS), de
Thymus numidicus (TN) et d’Origanum glandulosum (OG) a été évaluée par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM) sur un équipement de type
Trace GC Ultra couplé a un spectromeétre de masse DSQ IlI. La séparation est effectuée sur
une colonne capillaire TR-5MS (30 m x 0.25 mm X 0.25 um)

Un microlitre d’échantillon d’huile essentielle est injecté en mode splitless a 200°C.
La température du four est fixée a 50°C pendant 5 minutes puis augmentée, a raison de
7°C/min, jusqu’a 330°C. L’hélium est utilis€ comme gaz vecteur réglé a un débit de
ImL/min.

Les chromatogrammes et les spectres de masses sont analysés avec le Logiciel

Xcalibur (Thermo, France). L’identification des composés correspondants aux pics
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chromatographiques se fait a la fois par comparaison des spectres de masse du

chromatogramme avec ceux présents dans la base de données NIST.

Les principaux composés chimiques détectés et annotés par 1’analyse GC/MS pour les
trois huiles essentielles de Lavandula Stoechas (LS), Thymus Numidicus (TN) et Origanum
Glandulosum (OG) sont regroupés dans le tableau 1.

Tableau 1- Composition chimique en % des principaux composeés détectés par
analyse GC/MS des huiles essentielles LS, TN et OG

HE HE HE
Composeés LS TN oG
% % %
B-Myrcene T 2,36 T
a-Pinéne T 5,56 T
Camphéne 0,42 0,13 T
B-Pinene T 5,31 T
B-Cyméne T 7,67 44,07
Eucalyptol 8,02 T T
y-Terpinéne T 94 16,13
Fenchone 21,54 T T
Camphor 22,29 T T
Linalol T 33,62 0,1
Thymol T 2,1 30,11
Carvacrol T 27,83 6,88
B-Caryophyléne T 1,48 0,96
B-Bisaboléne T 0,57 1,18

T : Traces

Les huiles essentielles de Thymus numidicus et d’Origanum glandulosum sont composées
principalement de monoterpénes et de sesquiterpenes :
- Monoterpénes oxygénees avec la fonction alcool : thymol, carvacrol(cymophénol) et
fenchone
- Monoterpénes aliphatiques, tels que B-cymeéne, et le y-terpinéne.

- Sesquiterpénes aliphatiques : B-bisaboléne, et le f-caryophylene.
Notons au préalable, que les trois huiles essentielles LS, TN et OG possédent une

densité de 0,863 ; 0,915 et 0,917 respectivement ainsi qu’une couleur et odeur caractéristiques

des composés majoritaires détectés par CG/SM.
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3- Evaluation des propriétés physicochimiques de I’huile végétale de Lentisque

Les proprietés physicochimiques étudiées ont eté déterminées selon les normes de
I’Association Francaise de Normalisation (AFNOR) et 1’Organisation Internationale de
Standardisation (1SO).
3-1- Densité relative a 20°C

La densité relative d’une huile est le rapport entre la masse d’un volume de cette huile
a celle du méme volume d’cau distillée pris a 20°C. Elle a été déterminée selon la norme NF
T 75-111, 1982/1SO 279-1993 en se servant d’un pycnométre tarré et de 1’équation (1) pour le
calcul (M. Bourkhiss,2015)

d3) = ﬁ +0.0012 (1)

Avec : mg : masse du pycnometre a vide (g)
m; : masse du pycnomeétre rempli d’eau (g)

M, : masse du pycnometre rempli d’huile (g)

3-2- Indice de réfraction a 20°C

L'indice de réfraction est une grandeur physique sans dimension caractéristique d'un
milieu, décrivant le comportement de la lumiére dans celui-ci. Il dépend de la longueur d'onde
de mesure mais aussi des caractéristiques de I'environnement (notamment la pression et la
température).

L’indice de réfraction d’un milieu rapporté a 1’air est égal au rapport du sinus de
I’angle d’incidence d’un rayon lumineux dans 1’air au sinus de I’angle de réfraction dans le
milieu considéré (M. Bourkhiss,2015).

Les indices ont été déterminés selon la norme NF T 75-112, 1977/ISO 280-1976,
grace a un réfractometre de marque Mod.RMT S/N 280067

3-3- Indice d’acide

L’indice d’acide (IA) d’une huile représente le nombre de milligrammes d’hydroxyde
de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1 gramme de cette
huile (M. Bourkhiss,2015)

La neutralisation des acides libres se fait a I’aide d’une solution éthanoique
d’hydroxyde de potassium titrée. Il a été déterminé selon la norme NF T 75-103,

1982/1S01242-1982 et calculé a I’aide de I’équation (2) (M. Bourkhiss,2015)

16


https://fr.wikipedia.org/wiki/Grandeur_sans_dimension

Chapitre 2 — Matériels et Méthodes

56.1+xV*N
== (2)

Avec : V : volume de la solution de KOH utilisée lors du dosage (en ml)

1A

N : normalité de la solution de KOH

Pr : prise d’essai pour 1’huile (1 Q)

3-4- Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (IP) d’un corps gras représente le nombre de milliéquivalents
d’oxygene actif contenu dans 1 kg de produit et oxydant 1’iodure de potassium avec libération
d’iode et titration de celui-ci par le thiosulfate de sodium. Ce paramétre nous renseigne sur le
degré d’oxydation des huiles (M. Bourkhiss,2015).

L’indice de peroxyde est exprimé en milliéquivalent d’oxygene actif par kg d’huile

_ (V=Vp)=T
IP = BETEE 100 (3)

T : titre ou normalité de la solution de thiosulfate de sodium (Na,S,03)
Vo : volume de thiosulfate versé dans le blanc (en ml)

V : volume de thiosulfate vers¢ dans la prise d’essai (en ml)

PE : prise d’essai en grammes.

3-5- Indice de saponification

L’indice de saponification est la quantit¢é de potasse (KOH), exprimée en
milligrammes, nécessaire pour saponifier 1g de corps gras (M. Bourkhiss, 2015)

Le principe consiste a introduire dans une fiole une prise d’essai de 1g d’huile et 25 ml
de potasse alcoolique (0,5N). Cette derniére est portée a ébullition au bain-marie pendant une
heure. On y ajoute 3gouttes de phénolphtaléine, puis on effectue un titrage a chaud de 1’excés
de potasse a I’aide de I’acide chlorhydrique 0,5N jusqu’a décoloration. Un essai a blanc est
réalise dans les mémes conditions (ISO 3657 : 1977).

L’indice de saponification est calculé a I’aide de la relation suivante :

|S=W*56.1 (4)

Vo : Volume de la solution d’HCI versé lors du dosage a blanc.
V1 : Volume de la solution d’HCIl versé en présence de I’huile
N : Normalité de la solution de HCI.

P : Masse de I’échantillon d’huile (prise d’essai)
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3-6- Indice d’ester
L’indice d’ester (IE) représente le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium
nécessaire a la neutralisation des acides libérés par hydrolyse des esters contenus dans
lgramme d’échantillon d’huile.
Cet indice est déterminé selon la norme NF T75-128, 1984/1SO 7660-1983.
IE=IS-1A (5)

4- Extraction des métabolites secondaires

L’extraction des métabolites secondaires contenus dans les feuilles, les tiges du
lentisque, les sommités de lavande a été conduite selon trois méthodes : maceération, décoction
et extraction au soxhlet.

Pour les extractions par macération ou par décoction, nous avons adopté le protocole
décrit par Sqalli et al (2007). Le protocole consiste a mettre en contact 5g de matiere végétale
seche avec 50 ml de solvant durant 24h a 40°C pour la décoction et 48h a température
ambiante pour la macération. Parmi les solvants testés, nous avons opté pour : le méthanol,
I’éthanol, I’hexane, le diéthyléther et I’cau.

Une autre série d’extraction a été effectuée, en décoction et macération, en utilisant les
mélanges de solvant Méthanol/Eau et Ethanol/Eau a raison d’un rapport de 50%.

Le mélange est ensuite filtré sur du papier filtre. Le filtrat est transvasé dans un ballon
préalablement taré puis évaporé sous vide pour éliminer tout le solvant et obtenir un résidu
sec. La masse de résidu sec (Mysigu) est pesée et le rendement d’extraction est calculé a 1’aide
de I’équation (6).

Rendement (%) = m%sl'd“ x 100% (6)

Avec mi = 5¢
Pour I’extraction au soxhlet, la matiére végétale est broyée avant d’étre placée dans la
cartouche. Ceci dans le but d’assurer un bon contact entre le solvant et la matiére végeétale.

Le dispositif de soxhlet est représenté sur la figure 8
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Solvant

Solide
dans cartouche E
poreuse
B ballon chauffé
E extracteur
R réfrigérant
Solution /B
a ébullition

Figure 8- Dispositif Soxhlet utilisé lors de 1’extraction des métabolites secondaires

Les extraits obtenus sont ensuite utilisés pour les tests d’identification phytochimique
ou Screening phytochimique. Le screening phytochimique est une étude qualitative visant la
recherche des principaux groupes chimiques contenus dans les extraits: Alcaloides,
polyphénols, flavonoides, tanins, saponosides, composeés réducteurs.... (Bammou et al, 2015)

Les tests de caractérisation sont bases sur des réactions de précipitation et de
complexation avec formation de complexes insolubles et colorés. La coloration observée est
provoquée par 1’utilisation d'un réactif approprié et est due généralement a la formation d'une
conjugaison ou d'une instauration dans une molécule. Nous nous sommes servis des
techniques analytiques décrites dans les travaux de Bekro et al. (2007) ; Dohou et al.,
(2003) ; Longanga Otshudi et al., (2000) ; Tona et al., (1998) et Randerath et Nguyen,
(1971).

4-1-  Recherche d’alcaloides
Les alcaloides ont été caractérisés grace au réactif de Mayer : Dans un tube a essai,
verser 5 gouttes du réactif de Mayer sur 1 ml de 1’extrait. L’apparition d’un précipité blanc

jaunatre témoigne de la présence des alcaloides (Bammou et al,2015).

4-2-  Recherche des tanins catéchiques et des tanins galliques
L’identification de la présence des tanins catéchiques est effectuée a 1’aide du réactif

de Stiasny. 5ml d’extrait est évaporé a sec. Apres ajout de 15 ml du réactif de Stiasny au
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résidu, le mélange fut maintenu au bain-marie & 80°C pendant 30 min. L’apparition d’un
précipité en gros flocons caractérise les tanins catéchiques. (Bammou et al,2015)
Quant aux tanins galliques, la solution précédente a été filtrée et le filtrat recueilli est

saturé par une solution d’acétate de sodium. L’addition de 3 gouttes d’une solution de FeCl;
provoquerait 1’apparition d’une coloration bleu-noir intense, témoignant de la présence des tanins

galligues (Bammou et al,2015).

4-3- Dosage des polyphénols
4-3-1 Mise en évidence et dosage des polyphénols
La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) permet de caractériser les polyphénols.
4-3-2 Dosage des polyphénols totaux
Ajouter une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2%, a 2ml de chaque
extrait. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée est le

témoin de la présence des polyphénols (BERRANI Assia et al, 2019).

4-4-  Recherche de flavonoides

Quelques gouttes d’HCl concentré sont mises en contact avec Sml de ’extrait
méthanolique. Ensuite, 3 copeaux de magnésium sont ajoutés. La présence des flavonoides est
confirmee par la formation d’une couleur rouge pour les flavonols, orange pour les flavonnes
et violet pour les flavonones (MEGNOUNIF.1,2011)

4-5-  Recherche de composés réducteurs et dosage de I’activité anti oxydante

Pour la mise en évidence de la présence des composes réducteurs, 5 ml de décocté
aqueux a 10 % ont été introduits dans un bécher de 100 ml et évaporés a sec au bain marie.
Au résidu, fut ajouté 1 ml du réactif de Fehling et 1’obtention d’un précipité rouge-brique

indique la présence de composés réducteurs (Bammou et al,2015).

4-6-  Recherche de Stérols et de Triterpenes

La détection de la présence des Stérols et des Triterpénes a été réalisée sur 1’extrait
obtenu a partir de 1 g de poudre végétale et 20 ml d’Ether laissés en macération pendant 24
heures, puis filtrés et complétés a 20 ml avec de 1’éther. Aprés avoir évaporé a sec 10 ml de
I’extrait, le résidu a ét¢ dissout dans Iml d’ Anhydride Acétique, puis 1 ml de Chloroforme et

ensuite recueilli dans deux tubes a essai, dont 1’un sert de référence. A 1’aide d’une pipette, 1
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a 2 ml de H,SO,4 concentré ont été déposés au fond du tube a essai sans agitation. A la zone de
contact des deux liquides, il y a formation d’un anneau rouge brunatre ou violet ; la couche
surnageant devenant verte ou violette révele la présence des stérols et des triterpenes

(Bammou et al,2015)

4-7-  Recherche de coumarines et de saponines

Verser 3ml de NaOH a 10% dans ’extrait aqueux. La présence des coumarines est
détectée par I’apparition d’une couleur jaune (N. E.H DAIRA et al,2016)

Pour la recherche des saponines, 10 ml de I’extrait total aqueux est versé dans un tube a essai.
Le tube est agité pendantl5 s puis laissé au repos durant 15 min. Une hauteur de mousse persistante,

supérieure a 1 cm indique la présence des saponines (Bammou et al,2015)

5- Dosage des phénols totaux

Le dosage des principes actifs fait partie du contréle qualité des plantes médicinales.
Ils attestent du degré d'activité thérapeutique de la drogue et déterminent donc sa qualité
pharmaceutique (J. Chabrier,2010)

Le principe de dosage des phénols totaux repose sur les capacités réductrices des
complexes ioniques polymériques formés a partir des acides phosphomolybdiques et
phosphotungstique (réactif de Folin-Ciocalteu) par les composés phénoliques. Il en résulte la
formation d’un complexe bleu qui accompagne 1’oxydation des composés phénoliques et qui
est stabilisé par ’addition de carbonate de sodium (Na,CO3). Le dosage des phénols totaux est
effectué par la comparaison de I’absorbance observée a celle obtenue par un étalon d’acide
gallique de concentration connue (M. DIF et al, 2016).

Mode opératoire :

Un volume de 1ml de chaque extrait méthanolique obtenu par macération (des feuilles
et tiges du Lentisque ainsi que des sommités de lavande) a une concentration de 1mg/ml est
introduit dans des tubes a essais contenant 5ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué au dixiéme.
Aprés un repos de 3 min, 4ml d’une solution de carbonate de sodium Na,COjz; (1M) est
additionné. Les tubes sont agités et conservés pendant 15 min a une température ambiante et a
I’abri de la lumiére. L’absorbance est mesurée a 760 nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV
de marque SHIMADZU UV-1900l par rapport a I’acide gallique qui est un composé
polyphénolique de référence. (F. Pourmourad et al, 2006).

Au préalable, une courbe d’étalonnage a été établie dans les mémes conditions que

celles des extraits en utilisant des solutions diluées d’acide gallique a différentes
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concentrations (0.125, 0.25, 0.5 et 1 mg/ml) dans un mélange eau-méthanol (50/50 : v/v). Les

teneurs en phénols totaux sont exprimées en termes de masse en acide gallique équivalent,

6- Evaluation de I’activité antioxydante des extraits végétaux
6-1- Méthode de piégeage du DPPH

Le test au DPPH permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systeme modele (solvant organique, température ambiante). Il
mesure la capacité d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire le
radical chimique DPPH°® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogene. Le
DPPH?®, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale (Figure 9) Ferradji, A.
(2011).

La réduction du DPPH est facilement mesurée par UV-Visible a (515-518 nm) (Amax
du DPPH°®). La reaction sera plus ou moins rapide selon la nature de 1’antioxydant, et la

quantité de DPPH-H formée dépendra de la concentration en antioxydant.

VIOLET JAUNE

Figure 9 — Réaction du DDPH en présence d’un antioxydant AH

Mode opératoire :

Pour mesurer 1’activit¢ antioxydante, une prise d'essai d’1ml de chaque solution
méthanolique des extraits polyphénoliques a différentes concentrations (0,125 ; 0,25; 0,5et 1
mg/ml est mélangée avec 40ul d'une solution de DPPH (40ug/ml). Aprés une agitation
vigoureuse le mélange est laissé au repos pendant 60min & l'obscurité. L'absorbance est
mesurée a 517nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-Visible, en se référant a un témoin

(acide ascorbique) préparé dans les mémes conditions.
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L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition de radical DPPH, et

son calcul est effectué comme suit :

Inhibition(%) _ (Abs témoin—Abs échantillon) % 100% (7)

Abs témoin

Inhibition (%) : pourcentage d’inhibition des radicaux libres.
Abs témoin : absorbance du témoin.

Abs échantillon : absorbance de 1I’échantillon.

La concentration inhibitrice a 50% (IC50) est définie comme étant la concentration de
I’échantillon nécessaire pour réduire de 50% 1’activité du DPPH (S. Khoudali et al,2014). La
valeur de I’IC50 est déterminée graphiquement par la régression linéaire ou I’abscisse X est
représentée par la concentration de I’échantillon testé (mg/ml) et I’ordonnée Y par le
pourcentage d’inhibition (1%).

6-2- Méthode de réduction du fer

L'activité réductrice d'un extrait est évaluée par la réaction d’oxydoréduction entre
I'extrait et les ions métalliques de transition, notamment le fer (A. Khadhri et al,2012).

Le ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g ) fournit des ions Fe3* qui seront réduit en
Fe?* par les antioxydants présents dans I'extrait végétal (A. Khadhri et al,2012).

Le pouvoir réducteur est déterminé en se référant a une courbe d’étalonnage préparée
en utilisant 1’acide ascorbique dans les mémes conditions que celle des extraits.

Mode opératoire :

Un volume de 2,5ml de chaque dilution est mélangé avec 2,5ml d’une solution tampon
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de ferricyanure de potassium K3zFe(CN)g a
1%. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20min ensuite, 2,5ml d’acide
trichloracétique a 10% est ajoutés pour inhiber la réaction et les tubes sont centrifugés a 5000 tr/min
pendant 10min. Une aliquote (5ml) du surnageant est combinée avec Sml d’eau distillée et 1ml d’une
solution aqueuse de FeCl; a 0,1%.

La détermination de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant I’extrait par du méthanol qui permet de calibrer I’appareil UV -
Visible (R. E. K. DIBACTO et al,2021).

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, 1’acide
ascorbique dont 1’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. Une
augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (N. Bougandoura and N. Bendimerad,2012).
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7- Evaluation de P’activité antibactérienne des quatre huiles

L’activité antibactérienne de I’huile végétale du Lentisque et des huiles essentielles de
Lavandula stoechas, Thymus numidicus et Origanum glandulosum extraites a été évaluée par
la méthode de I’aromatogramme. Les tests ont été effectués au niveau du laboratoire
microbiologique de I’hopital Neddir Mohamed de Tizi-Ouzou ville.

Les souches bactériennes utilisées sont énumérées dans le tableau 2.

Tableau 2- Souches bactériennes utilisées

Bactérie Gram | Provenance
Escherichia coli Négatif | ECBU
Staphylococcus Aureus | Positif | PUS

La technique utilisée est celle de diffusion sur disque dite antibiogramme pour étudier
I’interaction entre les différentes huiles et les especes microbiennes en inhibant la croissance

de celles-ci.

7-1- Milieu de culture

Le milieu de culture choisi pour les souches bactériennes est la gélose Muller Hinton.
Un volume de 20ml correspondant a 4mm d’épaisseur ; sont versées dans des boites Pétri
stériles.

Les souches bactériennes choisies ont été revivifiées et repiquées dans la gélose
nutritive, puis incubées pendant 24h pour I’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 5 a 10 ml d’cau physiologique stérile. La densité optique de la
suspension bactérienne doit étre de 0,5 MC
7-2-Ensemencement

Cette opération passe par les étapes suivantes :

- Tromper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne déja préparée et I’essorer en le
pressant fermement sur la paroi interne du tube a essai afin de le décharger au maximum de
I’eau ;

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface de la gélose du haut vers le bas en stries
serrées. Refaire I’opération deux fois en tournant la boite de 60°. Terminer I’ensemencement
en passant 1I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

- Application des disques
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7-3-Test de I’antibiogramme

Les disques ont été préparés a partir de papier wattman, ils sont mis dans un tube a
essai, et stérilisés & l'autoclave pendant 20 min & 120°C. A 1’aide d’une pince stérilisée au bec
bunsen les disques sont déposés sur la surface gélosée MH. Un espace de 25mm centre a
centre de chaque disque doit étre respecté.

Dans chaque boite de pétri, quatre disques y sont déposés, en utilisant une pipette
pasteur. Le premier disque est imprégné d’une goutte d’huile végétale de lentisque, le second
d’une goutte de I’HE de lavande, le troisiéme d’une goutte de I’HE de Thym et le quatrieme
d’une goutte de I’HE d’Origan.

Afin d’évaluer I’effet synergique des différentes huiles sur leur activité antibactérienne
vis-a-vis des deux souches nous avons procédé a trois séries d’expériences mettant en jeu
I’association des quatre huiles deux a deux ensuite trois a trois tout en respectant 1’unité de
masse :

Série deux & deux HV + HE :
- Le premier disque imbibé d’un mélange HV de lentisque + HE de Lavande
- Le second imbibé d’un mélange HV de lentisque + HE de thym

- Le troisiéme imbibé d’un mélange HV de lentisque + HE d’Origan

Série trois a trois :
- Le premier disque imbibé d’un mélange HV de lentisque +HE Thym+ HE Lavande
- Le second disque imbibé d’un mélange HV de lentisque +HE Thym+ HE Origan
- Le troisieme imbibé d’un mélange HV de lentisque +HE Lavande+ HE Origan

- Le quatrieme imbibé d’un mélange des trois HEs Lavande+ Thym + Origan

En dernier, nous avons effectué une association des HEs deux a deux puis toutes les trois :
- Le premier disque imprégné d’un melange HEs lavande+origan
- Le second imbibé d’un mélange HEs lavande +thym
- Le troisi¢éme imbibé d’un mélange HES origan +thym

- Le quatrieme imbibé du mélange des trois HEs lavande +origan+thym

7-4-Incubation et lecture
Les boites pétris sont ensuite fermeées et incubées a 37°C pendant 24 heures.
La lecture est faite pour chaque disque par la mesure du diametre de la zone d’inhibition a

I"aide d un pied a coulisse.
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1- Matériel

Les huiles essentielles de Thymus numidicus (TN) ; Lavandula stoechas (LS) et
Origanum glandulosum (OG) sont obtenues par hydrodistillation lors des travaux de Master
effectués en 2019. Ces huiles ont été conservées a 4°C dans des flacons en verre ambré pour
éviter toute altération de leur composition chimique et de leurs propriétés physicochimiques.

L’huile végétale de Pistacia lentiscus (PL) a été fournie par un herboriste de la Wilaya
de Jijel. Elle a éte extraite par pression a froid a partir des fruits mdrs de Pistacia récoltés en
automne 2019.

Les parties aériennes (feuilles, tiges et sommités) des échantillons de Lavandula
stoechas et de Pistacia lentiscus récoltés 1’année 2019, ont été séchées a 1’air libre et
conservées dans des cartons en papier loin de I’humidité et de la lumiére.

Pour I’étude de I’activité antibactérienne des huiles 1’utilisation d’un antibiotique de
référence a été nécessaire afin d’évaluer quantitativement 1’effet antibactérien des quatre
huiles. Pour cela un disque d’antibiotique Amikacin 10 pg servira de témoin positif.

L’ Amikacin est un antibiotique de la classe des aminosides, utilisé pour le traitement
des infections bactériennes telles les infections des voies urinaires, intra-abdominales,
articulaires ou le traitement de la tuberculose multirésistante. La molécule est administrée
uniquement par injection intraveineuse ou intramusculaire. L’ Amikacin est le plus souvent
utilise pour traiter les infections graves gram négatives aerobies multirésistantes, en
particulier E. Coli, Klebsiella et Serratia. Les seules bactéries Gram positives fortement

sensibles a I’Amikacin sont les genres Staphylococcus et Nocardia

2- Méthodes

La composition chimique des huiles essentielles de Lavandula stoechas (LS), de
Thymus numidicus (TN) et d’Origanum glandulosum (OG) a été évaluée par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM) sur un équipement de type
Trace GC Ultra couplé a un spectromeétre de masse DSQ IlI. La séparation est effectuée sur
une colonne capillaire TR-5MS (30 m x 0.25 mm X 0.25 um)

Un microlitre d’échantillon d’huile essentielle est injecté en mode splitless a 200°C.
La température du four est fixée a 50°C pendant 5 minutes puis augmentée, a raison de
7°C/min, jusqu’a 330°C. L’hélium est utilis€ comme gaz vecteur réglé a un débit de
ImL/min.

Les chromatogrammes et les spectres de masses sont analysés avec le Logiciel

Xcalibur (Thermo, France). L’identification des composés correspondants aux pics
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chromatographiques se fait a la fois par comparaison des spectres de masse du

chromatogramme avec ceux présents dans la base de données NIST.

Les principaux composés chimiques détectés et annotés par 1’analyse GC/MS pour les
trois huiles essentielles de Lavandula Stoechas (LS), Thymus Numidicus (TN) et Origanum
Glandulosum (OG) sont regroupés dans le tableau 1.

Tableau 1- Composition chimique en % des principaux composeés détectés par
analyse GC/MS des huiles essentielles LS, TN et OG

HE HE HE
Composeés LS TN oG
% % %
B-Myrcene T 2,36 T
a-Pinéne T 5,56 T
Camphéne 0,42 0,13 T
B-Pinene T 5,31 T
B-Cyméne T 7,67 44,07
Eucalyptol 8,02 T T
y-Terpinéne T 94 16,13
Fenchone 21,54 T T
Camphor 22,29 T T
Linalol T 33,62 0,1
Thymol T 2,1 30,11
Carvacrol T 27,83 6,88
B-Caryophyléne T 1,48 0,96
B-Bisaboléne T 0,57 1,18

T : Traces

Les huiles essentielles de Thymus numidicus et d’Origanum glandulosum sont composées
principalement de monoterpénes et de sesquiterpenes :
- Monoterpénes oxygénees avec la fonction alcool : thymol, carvacrol(cymophénol) et
fenchone
- Monoterpénes aliphatiques, tels que B-cymeéne, et le y-terpinéne.

- Sesquiterpénes aliphatiques : B-bisaboléne, et le f-caryophylene.
Notons au préalable, que les trois huiles essentielles LS, TN et OG possédent une

densité de 0,863 ; 0,915 et 0,917 respectivement ainsi qu’une couleur et odeur caractéristiques

des composés majoritaires détectés par CG/SM.
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3- Evaluation des propriétés physicochimiques de I’huile végétale de Lentisque

Les proprietés physicochimiques étudiées ont eté déterminées selon les normes de
I’Association Francaise de Normalisation (AFNOR) et 1’Organisation Internationale de
Standardisation (1SO).
3-1- Densité relative a 20°C

La densité relative d’une huile est le rapport entre la masse d’un volume de cette huile
a celle du méme volume d’cau distillée pris a 20°C. Elle a été déterminée selon la norme NF
T 75-111, 1982/1SO 279-1993 en se servant d’un pycnométre tarré et de 1’équation (1) pour le
calcul (M. Bourkhiss,2015)

d3) = ﬁ +0.0012 (1)

Avec : mg : masse du pycnometre a vide (g)
m; : masse du pycnomeétre rempli d’eau (g)

M, : masse du pycnometre rempli d’huile (g)

3-2- Indice de réfraction a 20°C

L'indice de réfraction est une grandeur physique sans dimension caractéristique d'un
milieu, décrivant le comportement de la lumiére dans celui-ci. Il dépend de la longueur d'onde
de mesure mais aussi des caractéristiques de I'environnement (notamment la pression et la
température).

L’indice de réfraction d’un milieu rapporté a 1’air est égal au rapport du sinus de
I’angle d’incidence d’un rayon lumineux dans 1’air au sinus de I’angle de réfraction dans le
milieu considéré (M. Bourkhiss,2015).

Les indices ont été déterminés selon la norme NF T 75-112, 1977/ISO 280-1976,
grace a un réfractometre de marque Mod.RMT S/N 280067

3-3- Indice d’acide

L’indice d’acide (IA) d’une huile représente le nombre de milligrammes d’hydroxyde
de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1 gramme de cette
huile (M. Bourkhiss,2015)

La neutralisation des acides libres se fait a I’aide d’une solution éthanoique
d’hydroxyde de potassium titrée. Il a été déterminé selon la norme NF T 75-103,

1982/1S01242-1982 et calculé a I’aide de I’équation (2) (M. Bourkhiss,2015)
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56.1+xV*N
== (2)

Avec : V : volume de la solution de KOH utilisée lors du dosage (en ml)

1A

N : normalité de la solution de KOH

Pr : prise d’essai pour 1’huile (1 Q)

3-4- Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (IP) d’un corps gras représente le nombre de milliéquivalents
d’oxygene actif contenu dans 1 kg de produit et oxydant 1’iodure de potassium avec libération
d’iode et titration de celui-ci par le thiosulfate de sodium. Ce paramétre nous renseigne sur le
degré d’oxydation des huiles (M. Bourkhiss,2015).

L’indice de peroxyde est exprimé en milliéquivalent d’oxygene actif par kg d’huile

_ (V=Vp)=T
IP = BETEE 100 (3)

T : titre ou normalité de la solution de thiosulfate de sodium (Na,S,03)
Vo : volume de thiosulfate versé dans le blanc (en ml)

V : volume de thiosulfate vers¢ dans la prise d’essai (en ml)

PE : prise d’essai en grammes.

3-5- Indice de saponification

L’indice de saponification est la quantit¢é de potasse (KOH), exprimée en
milligrammes, nécessaire pour saponifier 1g de corps gras (M. Bourkhiss, 2015)

Le principe consiste a introduire dans une fiole une prise d’essai de 1g d’huile et 25 ml
de potasse alcoolique (0,5N). Cette derniére est portée a ébullition au bain-marie pendant une
heure. On y ajoute 3gouttes de phénolphtaléine, puis on effectue un titrage a chaud de 1’excés
de potasse a I’aide de I’acide chlorhydrique 0,5N jusqu’a décoloration. Un essai a blanc est
réalise dans les mémes conditions (ISO 3657 : 1977).

L’indice de saponification est calculé a I’aide de la relation suivante :

|S=W*56.1 (4)

Vo : Volume de la solution d’HCI versé lors du dosage a blanc.
V1 : Volume de la solution d’HCIl versé en présence de I’huile
N : Normalité de la solution de HCI.

P : Masse de I’échantillon d’huile (prise d’essai)
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3-6- Indice d’ester
L’indice d’ester (IE) représente le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium
nécessaire a la neutralisation des acides libérés par hydrolyse des esters contenus dans
lgramme d’échantillon d’huile.
Cet indice est déterminé selon la norme NF T75-128, 1984/1SO 7660-1983.
IE=IS-1A (5)

4- Extraction des métabolites secondaires

L’extraction des métabolites secondaires contenus dans les feuilles, les tiges du
lentisque, les sommités de lavande a été conduite selon trois méthodes : maceération, décoction
et extraction au soxhlet.

Pour les extractions par macération ou par décoction, nous avons adopté le protocole
décrit par Sqalli et al (2007). Le protocole consiste a mettre en contact 5g de matiere végétale
seche avec 50 ml de solvant durant 24h a 40°C pour la décoction et 48h a température
ambiante pour la macération. Parmi les solvants testés, nous avons opté pour : le méthanol,
I’éthanol, I’hexane, le diéthyléther et I’cau.

Une autre série d’extraction a été effectuée, en décoction et macération, en utilisant les
mélanges de solvant Méthanol/Eau et Ethanol/Eau a raison d’un rapport de 50%.

Le mélange est ensuite filtré sur du papier filtre. Le filtrat est transvasé dans un ballon
préalablement taré puis évaporé sous vide pour éliminer tout le solvant et obtenir un résidu
sec. La masse de résidu sec (Mysigu) est pesée et le rendement d’extraction est calculé a 1’aide
de I’équation (6).

Rendement (%) = m%sl'd“ x 100% (6)

Avec mi = 5¢
Pour I’extraction au soxhlet, la matiére végétale est broyée avant d’étre placée dans la
cartouche. Ceci dans le but d’assurer un bon contact entre le solvant et la matiére végeétale.

Le dispositif de soxhlet est représenté sur la figure 8
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Solvant

Solide
dans cartouche E
poreuse
B ballon chauffé
E extracteur
R réfrigérant
Solution /B
a ébullition

Figure 8- Dispositif Soxhlet utilisé lors de 1’extraction des métabolites secondaires

Les extraits obtenus sont ensuite utilisés pour les tests d’identification phytochimique
ou Screening phytochimique. Le screening phytochimique est une étude qualitative visant la
recherche des principaux groupes chimiques contenus dans les extraits: Alcaloides,
polyphénols, flavonoides, tanins, saponosides, composeés réducteurs.... (Bammou et al, 2015)

Les tests de caractérisation sont bases sur des réactions de précipitation et de
complexation avec formation de complexes insolubles et colorés. La coloration observée est
provoquée par 1’utilisation d'un réactif approprié et est due généralement a la formation d'une
conjugaison ou d'une instauration dans une molécule. Nous nous sommes servis des
techniques analytiques décrites dans les travaux de Bekro et al. (2007) ; Dohou et al.,
(2003) ; Longanga Otshudi et al., (2000) ; Tona et al., (1998) et Randerath et Nguyen,
(1971).

4-1-  Recherche d’alcaloides
Les alcaloides ont été caractérisés grace au réactif de Mayer : Dans un tube a essai,
verser 5 gouttes du réactif de Mayer sur 1 ml de 1’extrait. L’apparition d’un précipité blanc

jaunatre témoigne de la présence des alcaloides (Bammou et al,2015).

4-2-  Recherche des tanins catéchiques et des tanins galliques
L’identification de la présence des tanins catéchiques est effectuée a 1’aide du réactif

de Stiasny. 5ml d’extrait est évaporé a sec. Apres ajout de 15 ml du réactif de Stiasny au
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résidu, le mélange fut maintenu au bain-marie & 80°C pendant 30 min. L’apparition d’un
précipité en gros flocons caractérise les tanins catéchiques. (Bammou et al,2015)
Quant aux tanins galliques, la solution précédente a été filtrée et le filtrat recueilli est

saturé par une solution d’acétate de sodium. L’addition de 3 gouttes d’une solution de FeCl;
provoquerait 1’apparition d’une coloration bleu-noir intense, témoignant de la présence des tanins

galligues (Bammou et al,2015).

4-3- Dosage des polyphénols
4-3-1 Mise en évidence et dosage des polyphénols
La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) permet de caractériser les polyphénols.
4-3-2 Dosage des polyphénols totaux
Ajouter une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2%, a 2ml de chaque
extrait. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins foncée est le

témoin de la présence des polyphénols (BERRANI Assia et al, 2019).

4-4-  Recherche de flavonoides

Quelques gouttes d’HCl concentré sont mises en contact avec Sml de ’extrait
méthanolique. Ensuite, 3 copeaux de magnésium sont ajoutés. La présence des flavonoides est
confirmee par la formation d’une couleur rouge pour les flavonols, orange pour les flavonnes
et violet pour les flavonones (MEGNOUNIF.1,2011)

4-5-  Recherche de composés réducteurs et dosage de I’activité anti oxydante

Pour la mise en évidence de la présence des composes réducteurs, 5 ml de décocté
aqueux a 10 % ont été introduits dans un bécher de 100 ml et évaporés a sec au bain marie.
Au résidu, fut ajouté 1 ml du réactif de Fehling et 1’obtention d’un précipité rouge-brique

indique la présence de composés réducteurs (Bammou et al,2015).

4-6-  Recherche de Stérols et de Triterpenes

La détection de la présence des Stérols et des Triterpénes a été réalisée sur 1’extrait
obtenu a partir de 1 g de poudre végétale et 20 ml d’Ether laissés en macération pendant 24
heures, puis filtrés et complétés a 20 ml avec de 1’éther. Aprés avoir évaporé a sec 10 ml de
I’extrait, le résidu a ét¢ dissout dans Iml d’ Anhydride Acétique, puis 1 ml de Chloroforme et

ensuite recueilli dans deux tubes a essai, dont 1’un sert de référence. A 1’aide d’une pipette, 1
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a 2 ml de H,SO,4 concentré ont été déposés au fond du tube a essai sans agitation. A la zone de
contact des deux liquides, il y a formation d’un anneau rouge brunatre ou violet ; la couche
surnageant devenant verte ou violette révele la présence des stérols et des triterpenes

(Bammou et al,2015)

4-7-  Recherche de coumarines et de saponines

Verser 3ml de NaOH a 10% dans ’extrait aqueux. La présence des coumarines est
détectée par I’apparition d’une couleur jaune (N. E.H DAIRA et al,2016)

Pour la recherche des saponines, 10 ml de I’extrait total aqueux est versé dans un tube a essai.
Le tube est agité pendantl5 s puis laissé au repos durant 15 min. Une hauteur de mousse persistante,

supérieure a 1 cm indique la présence des saponines (Bammou et al,2015)

5- Dosage des phénols totaux

Le dosage des principes actifs fait partie du contréle qualité des plantes médicinales.
Ils attestent du degré d'activité thérapeutique de la drogue et déterminent donc sa qualité
pharmaceutique (J. Chabrier,2010)

Le principe de dosage des phénols totaux repose sur les capacités réductrices des
complexes ioniques polymériques formés a partir des acides phosphomolybdiques et
phosphotungstique (réactif de Folin-Ciocalteu) par les composés phénoliques. Il en résulte la
formation d’un complexe bleu qui accompagne 1’oxydation des composés phénoliques et qui
est stabilisé par ’addition de carbonate de sodium (Na,CO3). Le dosage des phénols totaux est
effectué par la comparaison de I’absorbance observée a celle obtenue par un étalon d’acide
gallique de concentration connue (M. DIF et al, 2016).

Mode opératoire :

Un volume de 1ml de chaque extrait méthanolique obtenu par macération (des feuilles
et tiges du Lentisque ainsi que des sommités de lavande) a une concentration de 1mg/ml est
introduit dans des tubes a essais contenant 5ml du réactif de Folin-Ciocalteu dilué au dixiéme.
Aprés un repos de 3 min, 4ml d’une solution de carbonate de sodium Na,COjz; (1M) est
additionné. Les tubes sont agités et conservés pendant 15 min a une température ambiante et a
I’abri de la lumiére. L’absorbance est mesurée a 760 nm a 1’aide d’un spectrophotometre UV
de marque SHIMADZU UV-1900l par rapport a I’acide gallique qui est un composé
polyphénolique de référence. (F. Pourmourad et al, 2006).

Au préalable, une courbe d’étalonnage a été établie dans les mémes conditions que

celles des extraits en utilisant des solutions diluées d’acide gallique a différentes
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concentrations (0.125, 0.25, 0.5 et 1 mg/ml) dans un mélange eau-méthanol (50/50 : v/v). Les

teneurs en phénols totaux sont exprimées en termes de masse en acide gallique équivalent,

6- Evaluation de I’activité antioxydante des extraits végétaux
6-1- Méthode de piégeage du DPPH

Le test au DPPH permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systeme modele (solvant organique, température ambiante). Il
mesure la capacité d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire le
radical chimique DPPH°® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogene. Le
DPPH?®, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale (Figure 9) Ferradji, A.
(2011).

La réduction du DPPH est facilement mesurée par UV-Visible a (515-518 nm) (Amax
du DPPH°®). La reaction sera plus ou moins rapide selon la nature de 1’antioxydant, et la

quantité de DPPH-H formée dépendra de la concentration en antioxydant.

VIOLET JAUNE

Figure 9 — Réaction du DDPH en présence d’un antioxydant AH

Mode opératoire :

Pour mesurer 1’activit¢ antioxydante, une prise d'essai d’1ml de chaque solution
méthanolique des extraits polyphénoliques a différentes concentrations (0,125 ; 0,25; 0,5et 1
mg/ml est mélangée avec 40ul d'une solution de DPPH (40ug/ml). Aprés une agitation
vigoureuse le mélange est laissé au repos pendant 60min & l'obscurité. L'absorbance est
mesurée a 517nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-Visible, en se référant a un témoin

(acide ascorbique) préparé dans les mémes conditions.
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L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition de radical DPPH, et

son calcul est effectué comme suit :

Inhibition(%) _ (Abs témoin—Abs échantillon) % 100% (7)

Abs témoin

Inhibition (%) : pourcentage d’inhibition des radicaux libres.
Abs témoin : absorbance du témoin.

Abs échantillon : absorbance de 1I’échantillon.

La concentration inhibitrice a 50% (IC50) est définie comme étant la concentration de
I’échantillon nécessaire pour réduire de 50% 1’activité du DPPH (S. Khoudali et al,2014). La
valeur de I’IC50 est déterminée graphiquement par la régression linéaire ou I’abscisse X est
représentée par la concentration de I’échantillon testé (mg/ml) et I’ordonnée Y par le
pourcentage d’inhibition (1%).

6-2- Méthode de réduction du fer

L'activité réductrice d'un extrait est évaluée par la réaction d’oxydoréduction entre
I'extrait et les ions métalliques de transition, notamment le fer (A. Khadhri et al,2012).

Le ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g ) fournit des ions Fe3* qui seront réduit en
Fe?* par les antioxydants présents dans I'extrait végétal (A. Khadhri et al,2012).

Le pouvoir réducteur est déterminé en se référant a une courbe d’étalonnage préparée
en utilisant 1’acide ascorbique dans les mémes conditions que celle des extraits.

Mode opératoire :

Un volume de 2,5ml de chaque dilution est mélangé avec 2,5ml d’une solution tampon
phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5ml d’une solution de ferricyanure de potassium K3zFe(CN)g a
1%. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20min ensuite, 2,5ml d’acide
trichloracétique a 10% est ajoutés pour inhiber la réaction et les tubes sont centrifugés a 5000 tr/min
pendant 10min. Une aliquote (5ml) du surnageant est combinée avec Sml d’eau distillée et 1ml d’une
solution aqueuse de FeCl; a 0,1%.

La détermination de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplagant I’extrait par du méthanol qui permet de calibrer I’appareil UV -
Visible (R. E. K. DIBACTO et al,2021).

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, 1’acide
ascorbique dont 1’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. Une
augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (N. Bougandoura and N. Bendimerad,2012).

23



Chapitre 2 — Matériels et Méthodes

7- Evaluation de P’activité antibactérienne des quatre huiles

L’activité antibactérienne de I’huile végétale du Lentisque et des huiles essentielles de
Lavandula stoechas, Thymus numidicus et Origanum glandulosum extraites a été évaluée par
la méthode de I’aromatogramme. Les tests ont été effectués au niveau du laboratoire
microbiologique de I’hopital Neddir Mohamed de Tizi-Ouzou ville.

Les souches bactériennes utilisées sont énumérées dans le tableau 2.

Tableau 2- Souches bactériennes utilisées

Bactérie Gram | Provenance
Escherichia coli Négatif | ECBU
Staphylococcus Aureus | Positif | PUS

La technique utilisée est celle de diffusion sur disque dite antibiogramme pour étudier
I’interaction entre les différentes huiles et les especes microbiennes en inhibant la croissance

de celles-ci.

7-1- Milieu de culture

Le milieu de culture choisi pour les souches bactériennes est la gélose Muller Hinton.
Un volume de 20ml correspondant a 4mm d’épaisseur ; sont versées dans des boites Pétri
stériles.

Les souches bactériennes choisies ont été revivifiées et repiquées dans la gélose
nutritive, puis incubées pendant 24h pour I’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 5 a 10 ml d’cau physiologique stérile. La densité optique de la
suspension bactérienne doit étre de 0,5 MC
7-2-Ensemencement

Cette opération passe par les étapes suivantes :

- Tromper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne déja préparée et I’essorer en le
pressant fermement sur la paroi interne du tube a essai afin de le décharger au maximum de
I’eau ;

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface de la gélose du haut vers le bas en stries
serrées. Refaire I’opération deux fois en tournant la boite de 60°. Terminer I’ensemencement
en passant 1I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

- Application des disques
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7-3-Test de I’antibiogramme

Les disques ont été préparés a partir de papier wattman, ils sont mis dans un tube a
essai, et stérilisés & l'autoclave pendant 20 min & 120°C. A 1’aide d’une pince stérilisée au bec
bunsen les disques sont déposés sur la surface gélosée MH. Un espace de 25mm centre a
centre de chaque disque doit étre respecté.

Dans chaque boite de pétri, quatre disques y sont déposés, en utilisant une pipette
pasteur. Le premier disque est imprégné d’une goutte d’huile végétale de lentisque, le second
d’une goutte de I’HE de lavande, le troisiéme d’une goutte de I’HE de Thym et le quatrieme
d’une goutte de I’HE d’Origan.

Afin d’évaluer I’effet synergique des différentes huiles sur leur activité antibactérienne
vis-a-vis des deux souches nous avons procédé a trois séries d’expériences mettant en jeu
I’association des quatre huiles deux a deux ensuite trois a trois tout en respectant 1’unité de
masse :

Série deux & deux HV + HE :
- Le premier disque imbibé d’un mélange HV de lentisque + HE de Lavande
- Le second imbibé d’un mélange HV de lentisque + HE de thym

- Le troisiéme imbibé d’un mélange HV de lentisque + HE d’Origan

Série trois a trois :
- Le premier disque imbibé d’un mélange HV de lentisque +HE Thym+ HE Lavande
- Le second disque imbibé d’un mélange HV de lentisque +HE Thym+ HE Origan
- Le troisieme imbibé d’un mélange HV de lentisque +HE Lavande+ HE Origan

- Le quatrieme imbibé d’un mélange des trois HEs Lavande+ Thym + Origan

En dernier, nous avons effectué une association des HEs deux a deux puis toutes les trois :
- Le premier disque imprégné d’un melange HEs lavande+origan
- Le second imbibé d’un mélange HEs lavande +thym
- Le troisi¢éme imbibé d’un mélange HES origan +thym

- Le quatrieme imbibé du mélange des trois HEs lavande +origan+thym

7-4-Incubation et lecture
Les boites pétris sont ensuite fermeées et incubées a 37°C pendant 24 heures.
La lecture est faite pour chaque disque par la mesure du diametre de la zone d’inhibition a

I"aide d un pied a coulisse.
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Chapitre 3 — Résultats et Discussion

1- Propriétés physicochimiques de I’huile végétale de lentisque
Les données sur les principaux parametres physico-chimiques de I’huile végétale de

Pistacia lentiscus sont regroupees dans le Tableau 3.

Tableau 3-Parametres physico-chimiques de 1’huile végétale de Pistacia lentiscus

Parametre Résultat

Couleur Verte
Densité 0,917
Indice de réfraction 1,485
Indice d’acide (mgKOH/g d’huile) 34,37
Indice de peroxyde (meq O,/kg d’huile) 8,5

Indice de saponification (mg KOH/g d’huile) | 212,91
Indice d’ester (mg KOH/g d’huile) 171,68

La détermination de divers indices, largement exigée par les pharmacopées, est
intéressante en termes d’évaluation de la qualité des huiles végétales.

La densité ou masse volumique qui dépend de la température et de la composition
chimique de I’huile, nous renseigne sur la nature de la composition en acide gras, notamment
de la longueur de la chaine, de la présence d’insaturation et de fonctionnalité sur la chaine
carbonée (Boukeloua, 2009).

L'indice de réfraction dépend, comme la densité, de la composition chimique de I'huile
et de la température. Il croit avec l'insaturation et la présence sur les chaines grasses de
fonctions secondaires.

La densité de I’huile végétale du lentisque mesurée a la température ambiante (25°C)
est de 0,917. Nos résultats concordent de pres a ceux rapportés par Boukeloua (2009). En
revanche, elle présente un indice de réfraction compris entre 1,465 et 1,485

L’indice de saponification évalué est de 212,91mg KOH/g. Cette valeur est comparable
a celle rapportée par Bouteldj et Kadjoudj (2013).

Concernant 1’acidit¢é de I’huile végétale nous avons enregistré une valeur de
34,37mgKOH/g. En effet, une faible valeur d’acidité caractérise la pureté et la stabilité d’une
huile a température ambiante (Tchiégang-Meguéni, 2003).

L’indice de peroxyde de I’huile végétale est de 8,5 meqO,/kg. Cet indice tres utile nous
renseigne sur les conditions de conservation, et nous aide a apprécier les premiéres étapes

d’une détérioration oxydative de 1’huile (Tchiegang et al., 2004 ; Marmesat et al., 2009).

26



Chapitre 3 — Résultats et Discussion

3-Extraction des métabolites secondaires et screening phytochimique

3-1- Extraction des métabolites

Les rendements d’extraction, par macération et décoction, des metabolites secondaires

sont mentionnés dans les tableaux 4 et 5 respectivement pour les sommités de Lavandula

stoechas et les feuilles de Pistacia lentiscus

Tableau 4- Rendement d’extraction avec différents solvants, par décoction et macération, des

métabolites secondaires contenus dans les sommités de Lavandula stoechas

Décoction Macération
Solvant Aspect et Couleur Rendement Aspect et Couleur Rendement
de Pextrait (%) de Pextrait (%)
Meéthanol Poudre noir 13,97 Poudre vert-noiratre 06,73
Hexane Vert tres pateux 06,39 Vert trés pateux 02,01
Ethanol Poudre noir 08,83 Poudre vert-fonce 05,44
Eau Pateux marron 07,02 Pateux marron 06,03
Diéthyléther Vert tres pateux 00,76

En décoction, le méthanol

semble étre un meilleur solvant d’extraction des

métabolites secondaires contenus dans les sommités de lavande (13,97%) comparativement

aux autres solvants (Hexane, Ethanol, Eau). Le diéthyléther a été complétement évaporé

durant I’opération de décoction.

En macération, de faibles rendements ont été obtenus avec les différents solvants

utilisés. Des valeurs comprises entre 00,76% et 06,73% sont enregistrées.

Tableau 5- Rendement d’extraction avec différents solvants, par décoction et macération, des

métabolites secondaires contenus dans les feuilles de Pistacia lentiscus

Décoction Maceération
Solvant Aspect et Couleur Rendement | Aspect et Couleur Rendement
de Pextrait (%) de Pextrait (%)

Meéthanol Poudre vert foncé 24,46 Poudre vert tres 25,02
foncé

Hexane Vert pateux 25,69 Poudre Vert 02,62

Ethanol Poudre vert foncé 14,55 Poudre vert tres 18,98
foncé

Eau Pateux marron 18,53 Poudre marron 18,97
orangé

Diéthyléther Pateux vert foncé 02,71
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Avec les différents solvants utilisés, pour I’extraction par décoction des métabolites
secondaires contenus dans les feuilles de lentisque ; le méthanol et ’hexane donnent de
meilleurs rendements avec des valeurs de 24,46% et 25,69%.

Pour I’extraction par macération, le méthanol donne de bon rendement (25,02%) suivit
par 1’éthanol (18,98%) puis I’cau (18,97%). Tandis que les autres solvants (hexane et diethyl
éther) donnent de faibles rendements (02,62% et 02,71%).

Les rendements d’extraction des métabolites secondaires, par les techniques de
décoction au bain marie et au bain de sable ainsi que par macération, en utilisant un mélange
de deux solvants sont regroupés dans les tableaux 6 et 7 respectivement pour les feuilles de

Pistacia Lentiscus et les sommités de Lavandula stoechas.

Tableau 6- Rendement d’extraction avec un mélange de solvants, par décoction au bain marie
et bain de sable et par macération, des métabolites secondaires contenus dans les feuilles de

Pistacia lentiscus

Décoction au bain Décoction au bain de Macération pendant
Meélanae marie sable 48heures
g Aspect et | Rendement | Aspect et | Rendement | Aspect et | Rendement
Solvant
Couleur (%) Couleur (%) Couleur (%)
(50%0)
de de de
Pextrait Pextrait Pextrait
Méthanol Pateux 12,81 Pateux 27,07 Pateux 36,17
/Eau marron marron marron
Ethanol Pateux 17,92 Pateux 25,23 Pateux 34,10
/Eau marron marron marron

L’extraction des métabolites secondaires du lentisque, par décoction au bain marie et
bain de sable et par macération, en utilisant un mélange de solvants présente des rendements
significatifs.

L’extraction par macération durant 48h montrent de meilleurs rendements. En effet,
nous avons enregistré 36,17% et 34,10% respectivement pour les mélanges méthanol-eau et
éthanol-eau. Par la suite vient la décoction au bain de sable avec des rendements de 27,07% et
25,23% respectivement pour les mélanges meéthanol-eau et éthanol-eau. Enfin vient la

décoction au bain marie avec des rendements de 12,81% et 17,92%.
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L’extraction des métabolites secondaires des sommités de Lavandula stoechas selon

les trois méthodes (décoction au bain marie, au bain de sable et la macération pendant 48h) ne

présente pas de bons rendements, vu que les valeurs enregistrées sont de 04,15% et 08,94%.

L’extrait obtenu selon les différentes méthodes d’extraction (décoction au bain de

sable, au bain marie ainsi que la macération pendant 48h), pour les deux especes L.stoechas et

P. lentiscus était du méme aspect et couleur ; pateux marron.

Tableau 7- Rendement d’extraction avec un mélange de solvants, par décoction au bain marie

et bain de sable, des métabolites secondaires contenus dans les sommités de Lavandula

stoechas
Décoction au bain Décoction au bain de Macération pendant
Meélanae marie sable 48heures
g Aspect et | Rendement | Aspect et | Rendement | Aspect et | Rendement
Solvant
Couleur (%0) Couleur (%) Couleur (%0)
(50%0)
de de de
Pextrait Pextrait Pextrait
Méthanol Pateux 04,15 Pateux 06,02 Pateux 06,96
/Eau marron marron marron
Ethanol Pateux 08,94 Pateux 06,07 Pateux 07,65
/Eau marron marron marron

Les rendements d’extraction des métabolites secondaires, par la technique au soxhlet
en utilisant le méthanol et I’hexane comme solvants sont regroupés dans le tableau 8 pour les
feuilles et tiges de Pistacia lentiscus et dans le tableau 9 pour les sommités de Lavandula

stoechas

Tableau 8- Rendement d’extraction (en %) par soxhlet et avec deux solvants, des métabolites

secondaires contenus dans les feuilles et tiges de Pistacia lentiscus

Solvant | Feuilles de lentisque | Tiges de lentisque
Meéthanol 22,35% 24,00%
Hexane 01,50% 01,20%

L’extraction des métabolites secondaires contenus dans les feuilles et tiges du
lentisque en utilisant le méthanol comme solvant montre de meilleurs rendements (22,35% et
24,00%), comparativement a 1’hexane pour lequel nous avons enregistré des valeurs plus

faibles (01,50% et 01,20%).
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Tableau 9- Rendement d’extraction (en %) par soxhlet des métabolites secondaires contenus
dans les sommités de Lavandula stoechas
Solvant | Rendement (%o)
Méthanol 05,50
Hexane 01,00

L’extraction par Soxhlet des métabolites secondaires contenus dans les sommités de
lavande présente de faibles rendements, que ce soit pour le méthanol ou I’hexane. Le
rendement enregistré en utilisant 1’hexane est de 01% ; rendement tres faible. Une valeur de

05,50% est enregistrée avec le méthanol

Les résultats regroupés dans les tableaux 4 a 9 montrent que :
- Les feuilles de Pistacia Lentiscus renferment plus de métabolites secondaires
comparativement aux sommités de Lavandula stoechas quel qu’en soit la technique
d’extraction utilisée (Macération, décoction et soxhlet). Ceci peut étre lié au fait que les
feuilles de Pistacia lentiscus renferment plus de corps gras.
- Nous avons utilisé différents solvants d’extraction (hexane, méthanol, Ethanol, eau et le
diéthyléther). Le meilleur rendement d’extraction a été enregistré avec le méthanol (27,068%)
et le mélange hydro alcoolique méthanol-eau (36,17%). L’usage simultané de 1’eau et d’un
solvant organique peut faciliter I’extraction des substances chimiques qui sont solubles dans
I’eau et/ou dans les solvants organiques.
- Le solvant diéthyléther s’est complétement évaporé lors des opérations de décoction des
sommités de L. stoechas (pas d’extrait pas de rendement). Par contre en macération, nous
avons enregistré un rendement de (2,71%)
- Parmi les trois méthodes d’extraction des métabolites secondaires, la macération qui était

d’une durée de 48 heures a enregistré de meilleurs rendements.

3-2- Screening phytochimique

Le screening phytochimique effectué sur les extraits de macération obtenus avec les
feuilles et les tiges du Pistacia lentiscus a mis en évidence la présence de plusieurs composés
chimiques réputés pour leurs activités thérapeutiques. Il s’agit de substances polyphénoliques
dont les tanins catéchiques et galliques, les flavonoides, les stérols et triterpénes, les
saponines, les alcaloides et les composés réducteurs. Les principaux résultats sont regroupés

dans le tableau 10.

30



Chapitre 3 — Résultats et Discussion

Les tests phytochimiques effectués sur les extraits obtenus avec les sommités de
Lavande ont mis en évidence la présence de peu de composés chimiques (tanins, flavonoides
et coumarines) et 1’absence des stérols, des triterpenes, des saponosides, des alcaloides et des

composés réducteurs.

Tableau 10 - Résultats du Screening phytochimique sur les extraits de feuilles de Lentisque et

sommités de Lavande

Métabolites secondaires | Feuilles de lentisque | Sommités de lavande

Polyphénols +++ +++

Tanins Catéchiques ++ ++
Tanins Galliques +

Flavonoides + +
Les composes réducteurs + -
Coumarines - +
Saponines ++ —
Alcaloides + —
Stérols et Triterpenes + —

(-) : absence ; (+) : présence en faible quantité ; (++) : Présence en quantité moyenne.
(+++) : Présence en guantité importante

4-Dosage des polyphénols totaux
La teneur en polyphénols totaux des trois extraits a été déterminée par la méthode de
Folin-Ciocalteu.

La courbe d’étalonnage est présentée sur la figure 10
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3 -
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Figure 10- Courbe d'étalonnage de 1’absorbance des solutions d'acide gallique mesurée a
760nm
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Les teneurs en polyphénols des extraits des feuilles (lentisque F) et tiges (lentisque T)
de lentisque ainsi que des sommités de lavande (lavande S) sont représentées sur la figure 11.
La quantité de polyphénols est exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique

par gramme d’extrait (mg AGE/ g E).
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Figurell - Teneur en polyphénols des extraits des feuilles (lentisque F) et tiges (lentisque T)
de lentisque ainsi que des sommités de lavande (lavande S)

La figurell montre que les feuilles et tiges de Pistacia Lentiscus contiennent plus de
polyphénols que les sommités de Lavandula Stoechas. La teneur la plus élevée en composes
phénoliques revient aux tiges de lentisque avec une valeur de 0,7164mg AGE/g E, suivi des
feuilles de lentisque avec une teneur de 0,5242mg AGE/g E. La teneur la plus faible est notée
pour les sommités de lavande avec une valeur de 0,1037mg AGE/ g E. Des résultats similaires

ont éte signalés dans plusieurs travaux antérieurs (Ferradji, 2011 ; Dif et al. 2016).

5-Mesure de ’activité antioxydante
5-1- Test au DPPH
L’activité antioxydante des extraits methanolique polyphénoliques de lentisque
(feuilles et tiges) de lavande (sommités) et de I’acide ascorbique vis-a-vis du radical DPPH a
été évaluée avec un spectrophotometre UV-Visible en suivant le changement de couleur du
DPPH (violette) vers DPPH-H (jaune).
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Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite

par des substances antiradicalaires. Les résultats sont regroupés dans le tableau 11 et

représentés sur les figures 12, 13, 14 et 15. Les concentrations C1, C2, C3 et C4 mentionnées

dans le tableau 11 sont respectivement égales a 0,125 ; 0,25 ; 0,5 et 1 mg/ml.

Tableau 11- Pourcentage d'inhibition des différents extraits polyphénoliques

Acide Extraits des feuilles | Extraits des tiges de Extraits des
ascorbique de Lentisque Lentisque sommités de Lavande
C1 90 % 22 % 84 % 18 %
Cc2 92 % 36 % 84.7 % 31%
C3 94.6 % 58 % 85 % 48 %
C4 99.7 % 90.9 % 86 % 85 %
102
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Figure 12 - Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH° en fonction de la concentration

en acide ascorbique
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Figurel3 - Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH® en fonction de la concentration en

extrait des feuilles de lentisque
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Figure 14 - Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH® en fonction de la concentration

des extraits des tiges de lentisque
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Figurel5 - Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH® en fonction de la concentration de

P’extrait des sommités de lavande

L’IC50 est inversement proportionnelle a la capacité antioxydante d’un composé car
elle exprime la quantité d’antioxydants requise pour diminuer de 50% la concentration du
radical libre. Plus la valeur de 1’IC50 est faible plus I’activité antioxydante du composé est
élevée Djeddi et al. 2015. Les valeurs d’IC50 des extraits polyphénoliques des feuilles et
tiges de lentisque ; des sommités de lavande ainsi que de 1’acide ascorbique sont représentées

sur la figure 16.
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Figurel6 - Valeur de I'lC 50 de I'acide ascorbique et des extraits polyphénoliques des feuilles

et tiges de lentisque ainsi que des sommités de lavande
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L’extrait polyphénolique issu des feuilles de lentisque présente un effet inhibiteur le
plus puissant sur le radical DPPH avec une IC50 de 0,446mg/ml comparativement a 1’acide
ascorbique utilisé comme antioxydant de référence. Vient ensuite I’extrait des sommités de
lavande avec une IC50 de 0,528mg/ml puis celui des tiges de lentisque. Nous remarquons que
la valeur de I’IC50 de I’extrait des tiges de lentisque (IC50=3,578mg/ml) est proche de celle
du compose de référence, acide ascorbique (IC50=3,605mg/ml). Des résultats similaires ont
été mentionnes dans plusieurs travaux antérieurs (Ferradji et al. 2011 ; Khadhri et al. 2012 ;

Djeddi et al. 2015).

5-2- Test de la réduction du fer (FRAP)

Les résultats sont représentés sur la figure 17.
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Figurel7 — Evolution de 1’absorbance de ’acide ascorbique et des extraits des feuilles et tiges

de lentisque et des sommités en fonction de la concentration

Les données de la figurel7 montrent que les absorbances des extraits polyphénoliques
augmentent avec la concentration de ceux-ci. L’augmentation de 1’absorbance indique une
augmentation du pouvoir réducteur, cela peut s’expliquer par une concentration importante en
composés polyphénoliques présents dans les extraits analysés. C’est le cas de 1’extrait des
feuilles de lentisque qui présente une capacité réductrice du fer plus importante que celle de la

substance de référence, en occurrence I’acide ascorbique.
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Les valeurs de I’absorbance des extraits des sommités de lavande sont assez proches
de celles de 1’acide ascorbique ce qui se traduit par une capacité réductrice équivalente. Par
contre les valeurs d’absorbance des extraits des tiges de lentisque sont moins importantes
comparativement a celle de I’acide ascorbique. Toutefois, des résultats similaires sont
rapportés dans plusieurs travaux antérieurs (Basli et al. 2012 ; Khadhri et al. 2012 ; Djeddi
et al. 2015).

6-Activité antibactérienne des différentes huiles
6-1- Activité antibactérienne des quatre huiles prises séparément
Les résultats de mesure des diametres des zones d’inhibitions enregistrées avec les
trois huiles essentielles et (Thym, lavande et Origan) et I’huile végétale de lentisque vis-a-vis

des deux souches bactériennes sont présentés sur la figure 18 et regroupés dans le tableau 12.

Figure 18 - Activité antibactérienne des trois huiles essentielles et I’huile végétale vis-a-vis

des deux souches bactériennes A : S. aureus ; B : E. coli

Tableau 12- Diamétre d’inhibition (en mm) des quatre huiles et du témoin (antibiotique) vis-

a-vis de la croissance des bactéries E. coli et S. aureus

Diamétres d’inhibition (mm)

Souche bactérienne — - . ——
L.stoechas | T.numidicus | O.glandulosum | L.pistachier | Témoin

E. coli 7 11,5 17 - 5
S. aureus 9 16 18,5 - 9

Les résultats sont exprimés en termes de diamétre de la zone d’inhibition qui peut étre
symbolisé par des signes selon la sensibilité des souches vis-a-vis des huiles essentielles
(Touhami 2017) :
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- Non sensible (=) ou résistante (R) : diamétre < 5mm
- Sensible (+) : diametre compris entre 7 et 14 mm
- Treés sensible (++) : diamétre compris entre 15 et 19 mm

- Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm

D’aprés les résultats présentés sur la figure 18 et le tableau 12, I’huile végétale du
Pistacia lentiscus ne présente aucune inhibition vis-a-vis des souches testées. En revanche, les
huiles essentielles (L. Stoechas, T. Numidicus et O. Glandulosum) présentent un certain
pouvoir inhibiteur vis a vis des deux souches bactériennes E. coli et S. aureus.

L’huile essentielle d’Origanum Glandulosum présente une meilleure inhibition vis-a-
vis des souches testées. En effet, les diamétres observés pour E. coli et S. aureus sont
respectivement de 17 et 18.5 mm

Quant a I’huile essentielle du Thymus Numidicus, une action inhibitrice remarquable
est enregistrée vis-a-vis de la croissance des bactéries & Gram+ vu que le diametre de la zone
d’inhibition est de 16mm. Cependant, elle présente une sensibilité vis-a-vis de la bactérie a
Gram- avec un diamétre d’inhibition de 11,5mm.

L’huile essentielle de Lavandula stoechas montre une action inhibitrice modérée vis-a-
vis de la croissance des bactéries & Gram— et a Gram+ vu que les diamétres enregistrés étaient
respectivement de 7 et 9mm.

L’antibiotique Amikacin 10ug utilisé comme témoin positif a enregistré une zone
d’inhibition de 9 mmet 5 mm vis-a-vis respectivement de S. aureus et E. coli.
Comparativement a ceux enregistrées pour les deux HEs Thymus et Origanum, nous pouvons
conclure que ces deux derniéres possédent un pouvoir anti bactérien tres puissant vis-a-vis de

la croissance des deux souches S. aureus et E. coli.

6-2- Activité antibactérienne des mélanges HE/huile végétale

Les résultats de mesure du diametre des zones d’inhibitions enregistrées avec les
mélanges huile végetale de lentiscus Pistacia avec chacune des trois huiles essentielles
(Thymus numidicus, lavandula Stoechas et Origanum glandulosum) vis-a-vis des deux

souches bactériennes sont présentés sur la figure 19 et regroupés dans le tableau 13.
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Figure 19 - Activité antibactérienne de I’association de chaque huile essentielle avec I’huile

végétale vis-a-vis des deux souches bactériennes A : E. coli ; B : S. aureus

Tableau 13 - Diameétres des zones d’inhibition enregistrés avec les mélanges huile végétale

de lentisque et chacune des trois les HEs vis a vis des deux souches bactériennes

Souche Diameétres d’inhibition (mm)
bactérienne | Hv+HEL.Stoechas | Hv+HET.Numidicus | Hv+HEOriganum | Témoin
E. coli 9 6 10 6
S. aureus 5 15 13 6

D’aprés les résultats présentés dans le tableau 13, nous constatons que le mélange
huile végétale de Pistacia lentiscus + HE du Thymus numidicus présente une sensibilité
remarquable vis-a-vis de la bactérie Gram+ S. aureus avec un zone d’inhibition de 15mm.
Cependant le pouvoir inhibiteur exercé vis-a-vis de la bactérie E. coli est équivalent a celui de

I’antibiotique Amikacin 10ug vu que le diamétre d’inhibition enregistré est le méme (6mm).

En revanche, une sensibilité a la bactérie S. aureus est enregistrée lors de 1’association
de I’huile végétale du Pistacia lentiscus avec I’huile essentielle d’Origanum glandulosum
avec un diameétre d’inhibition de 13mm. Cependant vis-a-vis de la bactérie E. coli, nous avons

enregistré une action inhibitrice modérée (diametre d’inhibition de 10mm).

Une résistance de la bactérie a Gram+ est enregistrée avec un diametre inférieur a
6mm dans le cas de 1’association de I’huile végétale du Pistacia lentiscus avec 1’huile
essentielle de Lavandula stoechas. Cependant ce mélange enregistre une faible activité

inhibitrice vis-a-vis de la bactérie a Gram — vu que le diametre est de 9mm.
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D’aprés les résultats présentés par la figure 19 et enregistrés dans le tableau 13,
I’association de 1’huile végétale du Pistacia lentiscus avec chacune des trois huiles

essentielles abaisse 1’activité anti bactérienne de ces derniéres.

6-3- Activité antibactérienne des mélanges entre huiles essentielles

Les résultats de 1’activité antibactérienne enregistrés avec le mélange a la fois des trois
huiles essentielles (Thymus numidicus, Lavandula stoechas et Origanum glandulosum) et de
celui de leur association deux a deux vis-a-vis des deux souches bactériennes sont présentés
sur la figure 20 et regroupés dans le tableau 14.

Figure 20 - Activité antibactérienne du mélange des trois huiles essentielles et de leur

association deux a deux vis-a-vis des deux souches bactériennes

Les huiles essentielles L. stoechas, T. numidicus et O. glandulosum, associées,
exercent une excellente inhibition vis-a-vis de la bactérie & Gram+ vu que le diametre
d’inhibition enregistré est de 25mm. Cependant une action inhibitrice trés sensible vis-a-vis

de la bactérie E. coli avec un diameétre de la zone d’inhibition de 17mm.
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Tableau 14 - Diamétres des zones d’inhibition enregistrés avec le mélange des différentes

HEs vis a vis des deux souches bactériennes

Diametres d’inhibition (mm)
Souche HEs HEs HEs HEs Témoin
bactérienne Lavande + Lavande + Origan + Lavande +
Origan Thym Thym Thym+ Origan
E. coli 15 10 16 17 6
S. aureus 20 16,5 19,5 25 7

L’association des deux huiles essentielles Origanum glandulosum et Thymus
numidicus a montré une action inhibitrice importante vis-a-vis des deux souches bactériennes.
En effet les diametres mesurés pour E. coli et S. aureus sont respectivement de 16 et 19,5mm

Une faible inhibition vis-a-vis la croissance de la bactérie a Gram— est enregistrée dans
le cas de I’association huiles essentielles de Lavandula stoechas et Thymus numidicus.
Cependant ce mélange présente une bonne sensibilité vis-a-vis de la bactérie S. aureus vu que
le diametre de la zone d’inhibition est de 16,5mm.

L’association des huiles essentielles de Lavandula stoechas et Origanum glandulosum
montre une action inhibitrice remarquable vis-a-vis des souches testées dont le diametre
d’inhibition est de 15 et 20 mm respectivement pour E. coli et S. aureus

Comparativement a I’antibiotique Amikacin 10ug, pour lequel nous avons enregistré
un diamétre d’inhibition de 6 et 7mm respectivement avec E. coli et S. aureus, nous pouvons
confirmer la bonne synergie entre les trois HEs lors de leur association dans le mélange ainsi

que leur tres puissante activité anti bactérienne.

6-4- Activité antibactérienne du mélange de deux huiles essentielles avec I’huile végétale
Les résultats de I’activité antibactérienne enregistrés avec le mélange a la fois de deux
huiles essentielles et de I’huile végétale du Pistacia lentiscus sont présentés sur la figure 21 et

regroupeés dans le tableau 15.
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Figure 21 - Activité antibactérienne du mélange des deux huiles essentielles avec 1’huile

végétale vis-a-vis des deux souches bactériennes

Tableau 15 - Diameétres des zones d’inhibition enregistrés avec le mélange de deux HEs avec

I’huile végétale du Pistacia lentiscus vis a vis des deux souches bactériennes

Souche bactérienne Diamétre d’inhibition (mm)
Hv+O.G+T.N | HV+L.S+T.N | HV+L.S+0O.G | Témoin
E. coli 29 11 10 6
S. aureus 24 13,5 19,5 8

Les résultats obtenus lors de I’association de I’huile végétale du Pistacia lentiscus
avec les huiles essentielles deux a deux nous ont permis de dresser les constats suivants :

- Le meélange HEs Origan + Thymus avec I’huile végétale du Pistacia lentiscus
exerce une action inhibitrice intense vis-a-vis des souches testées. En effet les
diameétres d’inhibition mesurés avec E. coli et S. aureus sont respectivement de 29
et 24mm.

- En revanche, une sensibilité remarquable des deux bactéries est enregistrée dont
dans le cas de I’association de 1’huile végétale du Pistacia lentiscus avec les deux
huiles essentielles L. stoechas et T. numidicus.

- L’association des huiles essentielles de lavande et origan avec 1’huile végétale du
Pistacia lentiscus a engendré une inhibition remarquable et intense vis-a-vis de la
bactérie S. aureus mais tres faible devant la bactérie E. coli.

Les huiles essentielles (T. numidicus, L. stoechas et O. glandulosum), exercent une
action inhibitrice modérée vis a vis de la croissance des bactéries a gram (-). Cependant, elles

montrent une sensibilité remarquable vis-a-vis des bactéries a gram (+).
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Chapitre 3 — Résultats et Discussion

En effet, les bactéries & Gram + sont plus sensibles a 1’action des huiles essentielles
que celle a Gram—. Par ailleurs, la paroi des bactéries a Gram+ est riche en protéines tandis

que celle des souches Gram—est assemblée en polysaccharides (LPS). Ainsi la membrane

extérieure de ces derniéres constitue une barriere de perméabilité efficace (Basli et al. 2012).
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Conclusion générale




Conclusion

L'objectif de ce présent travail a porté en premier lieu sur la caractérisation
phytochimique des métabolites extraits des parties aériennes séchées de Pistacia lentiscus et
Lavandula Stoechas obtenus par macération ou décoction.

En second lieu, sur 1’évaluation du taux en polyphénols des différents macéras obtenus
ainsi que leur activité antioxydante évaluée par les méthodes au DPPH et et réduction du fer
(FRAP). En dernier lieu, I’évaluation de 1’activité antibactérienne de I’huile végétale de
Lentisque et des huiles essentielles de Thymus numidicus, Lavandula Stoechas et Origanum

Glandulosum, vis-a-vis de deux souches bactériennes.

L’extraction des métabolites secondaires a enregistré de meilleurs rendements avec la
macération comparativement & la deécoction ou a I’extraction par soxhlet. Les feuilles de
Pistacia lentiscus renferment plus de metabolites secondaires comparativement aux sommités
de Lavandula stoechas quel qu’en soit la technique d’extraction utilisée. Par ailleurs, le
meilleur rendement d’extraction a été enregistré avec le méthanol (27,068%) et le mélange
hydro alcoolique méthanol-eau (36,17%). L’usage simultané de 1’cau et d’un solvant
organique peut faciliter ’extraction des substances chimiques qui sont solubles dans 1’eau

et/ou dans les solvants organiques.

Les résultats des tests phytochimiques ont révélé que les extraits des feuilles et des
tiges de Pistacia lentiscus sont les plus riches en composés actifs (tanins catéchiques et
galliques, les flavonoides, les stérols et triterpenes, les saponines, les alcaloides et les
composés réducteurs). Alors que les extraits des sommités de Lavandula Stoechas en sont

moins riches (tanins, flavonoides et coumarines).

L’extrait polyphénolique issu des feuilles de lentisque présente un effet inhibiteur
remarquable sur le radical DPPH avec une IC50 de 0,446mg/ml comparativement a 1’acide
ascorbique utilisé comme antioxydant de référence. Suivi de I’extrait des sommités de lavande

avec une IC50 de 0,528mg/ml puis celui des tiges de lentisque (IC50 de 3,578mg/ml).
L’activité antibactérienne de 1’huile végétale de lentisque et des trois huiles

essentielles de Lavandula, Origanum et Thymus a été évaluée par la méthode de diffusion sur
disque vis-a-vis des bactéries E. coli et S. aureus.
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Conclusion

Les résultats obtenus ont montré que les huiles essentielles de Thymus numidicus,
Lavandula stoechas et Origanum glandulosum ont présenté une activité antibactérienne
significative comparativement a I’antibiotique pris comme témoin. En revanche I’huile
végeétale de Pistacia lentiscus na présenté aucune activité antibactérienne vis-a-vis des deux
bactéries S. aureus, E. coli.

Par ailleurs, I’association de 1’huile végétale du Pistacia lentiscus avec chacune des
trois huiles essentielles abaisse significativement I’activité anti bactérienne de ces derniéres.

L’association entre les trois huiles essentielles (L. stoechas, T. numidicus et O.
glandulosum) exerce un effet synergique et augmente leur activité antibactérienne vis-a-vis

des deux souches testées S. aureus et E. coli

Le travail présenté dans ce modeste mémoire ne constitue qu'une simple contribution
a D’évaluation du pouvoir thérapeutique des extraits des quatre plantes médicinales :
Lavandula stoechas ; Thymus numidicus ; Origanum glandulosum et Pistacia lentiscus. Il
serait judicieux de poursuivre le travail en exploitant d’autres activités thérapeutiques telles
que I’activité anti-inflammatoire, cicatrisante ; anti tumorale, antifongique...etc. Puis effectuer
une étude toxicologique afin d’évaluer le seuil de toxicité pour chacune des huiles et extraits

étudiés dans le contexte de ce mémoire.
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Annexes




Réactifs de caractérisation
Réactif de Mayer

Chlorure de mercure ...1.36¢g

Iodure de potassium...5g

Eau distillée ...qsp 100ml

Dissoudre 1.36g de HgCl2 dans 60ml d’eau distillée.

Dissoudre 5g de KI dans I’eau distillée.

Mélanger les deux solutions puis ajuster le volume jusqu'a 100ml d’eau. Annexe

Solutions a préparer pour le test du pouvoir réducteur FRAP
o FeCl3a0.1% : peser 0.1 g de FeCl3 et ajuster a 100 ml avec de I’eau
distillée.
e Ferricyanure de potassium a 1% : peser 1g de Ferricyanure de
potassium et ajuster a 100 ml avec de I’eau distillée.

e TCAal1l0% : peser 10 g de TCA et ajuster a 100 ml avec de I’eau
distillée.

e Tampon phosphate : pour préparer une solution tampon phosphate
pH=6.6, on introduit 250ml de solution de phosphate monopotassique
0.2M dans une fiole jaugée de 1000ml, ajouter un volume de 222.5ml
de NaOH puis compléter jusqu'a 1000ml avec de I’eau distill¢e.

Mesure de I'activité antioxydante des extraits polyphénoliques des feuilles, tiges et sommité.



Test au DPPH
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