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Introduction

La valorisation de la filiere des Plantes aromatiques et médicinales (PAM) est devenue
indispensable dans un pays regorgeant d’une richesse trés importante en flore.

Selon les statistiques de 2003 de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80% de
la population mondiale a recours aux médecines traditionnelles pour satisfaire des besoins en
soins de santé primaire. D’ailleurs la pharmacopée humaine est riche d’un répertoire de pas
moins de 20000 espéces dont 50% est utilisée en industrie pharmaceutique (Anonyme, 2011).
Les plantes renferment des composants chimiques qui se répartissent en des grands groupes:
les protides, les glucides, les lipides et les acides nucléiques, d'une part, les pigments, les
tanins, les polymeres, les hormones et les essences vegétales dites huiles essentielles d'autre
part. Les premiers sont les constituants du métabolisme primaire, il existe en permanence au
sein de la plante. Les autres proviennent du métabolisme secondaire et ne sont pas toujours
présents chez les végétaux (Bouamer et al., 2005).

Un grand nombre de plante aromatiques, médicinales, des plantes épices et autres,
possedent des propriétés biologiques tres intéressantes, qui trouvant applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture (Mohamedi,
2006).Les plantes sont dites médicinales lorsque 1’un de leurs organes possede des activités
pharmacologiques pouvant conduire & des emplois thérapeutiques. Actuellement, malgré le
progres de la pharmacologie, 1’'usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent
dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement, en 1’absence d’un
systéeme médical moderne (Benkhnigue et al.,2011).

Pistacia lentiscus occupe une place privilégiée dans la phytothérapie pour ses
propriétés médicinales. Par ailleurs, la maitrise des infections bactériennes devient complexe
du fait que de nombreux microorganismes ont développé une résistance a la plupart des
antibiotiques ce qui a constitué un probleme de santé important a 1’échelle mondiale.
Cependant, il y a une préoccupation concernant les effets indésirables des molécules
synthétiques destinées a la lutte contre le stress oxydant et les infections bactériennes et
fongiques. Il semble donc important de trouver une alternative a 1’utilisation des antioxydants
synthétiques et des antibiotiques classiques. Les remédes a base de plantes constituent une
alternative dans les systémes de soins primaires et donc, une voie prometteuse pour le
développement des médicaments traditionnellement améliorés (Benkhnigue et al.,2011).

C’est ainsi que nous nous sommes intéressés a entreprendre ce travail qui a pour
objectif d’évaluer les activités antioxydante et antifongique des extraits de la partie aérienne

dePistacia lentiscus, une plante largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie.

-



Introduction

Cette étude est subdivisée en deux parties essentielles, la premiére partie présente une
synthése bibliographique dans laquelle nous apportons un premier chapitre qui est consacré a
I’étude de Pistacia lentiscus, un second chapitre traite les différentes propriétés biologiques de
la plante, le troisieme chapitre qui consiste a étudier les huiles essentielles.

La deuxiéme partie, expérimentale, répartie en deux chapitres dans ce mémoire, le
premier chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisés (extraction des extraits et de I’huile
essentielle et évaluation de ’activité antioxydante et antifongique de la plante), le deuxiéme
chapitre expose I’ensemble des résultats obtenus et leur discussion. Et enfin, nous nous

finirons par une conclusion.

-



Chapitre 1 Géneralites sur la plante et les métabolites secondaires

1. Description botanique

Pistacia Lentiscus, Darou, appartenant a la famille de Anacardiaceae (Leprieur,1860),
est un arbrisseau au vivace (figurel) de trois métres de hauteur, ramifié, c'est parfois aussi un
arbuste ne dépassant pas six metres, a odeur de résine fortement acre.Pistacia lentiscus est

caractérisée par :

e Ecorce, Rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Quand on
incise I'écorce la plante laisse s"écouler une résine irritante non colorée a odeur forte.

e Branches tortueuses et pressées, forment une masse serrée.

o Feuilles, persistantes, composées, et possedent un nombre pair de folioles (4 a 10) d'un
vert sombre (figure 2), elliptiques, obtuses, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont le
pétiole est bordé d'une aile verte. On trouve des pieds males et femelles distincts (espéce
dioique) qui fleurissent en grappes denses en mois de Mai.

e Fleurs, unisexuées d’environ trois mm de large se présentent sous forme de grappe
(figure 2), Elles apparaissent au printemps et sont trés aromatiques, forment des racémes de
petite taille a l'aisselle des feuilles. On différencie les fleurs femelles des fleurs males grace a
leur couleur, vert jaunatre pour les femelles et rouge foncé pour les males.

Les fleurs males et femelles poussent sur des arbustes différents, les méles ont 5 petits sépales
dont émergent 5 étamines rougeatres reposant sur un disque nectarifere. Les femelles, a 3 ou
4sépales a un ovaire supére avec un style court a 3 stigmates. Floraison de Mars a Mai.

e Fruit, une baie globuleuse de 2 a 3 mm (figure 2), monosperme, remplie par nucléole
de la méme forme; d’abord rouge, il devient brundtre & sa maturité, qui est complete
I’automne.

e Mastic, si I'on incise le tronc de ce végétal, il s'en écoule un suc résineux nommé

mastic qui, une fois distillé, fournit une essence employée en parfumerie (Ait youssef, 2006).

Figure 01 : Arbuste de pistachier lentisque.
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Figure 02 : Feuille, fleur, graine du Pistacia lentiscus (Tela Botanica, 2011)

2. Classification

Régne : PLANTAE

Embranchement : TRACHEOBIONTA - plantes vasculaires
Super-division : SPERMATOPHYTA — Les plantes de la graine
Division : MAGNOLIOPHYTA - plantes fleuries

Classe : MAGNOLIOPSIDA

Sous-classe : ROSIDAE

Ordre : SAPINDALES

Famille : ANACARDIACEAE - La famille du sumac
Genre : PISTACIA L. — pistache

Espece : PISTACIA LENTISCUS L.

Nom vernaculaire
Arabe :Edhrou

Espagnol : Lentisco

Le pistachier lentisque se dénomme en dialecte local dans la région de Jijel (Algérie) :
trooutroo; et dans la kabylie (Algérie): amadagh, et le fruit se dénomme tidekt

(EI Hamrouni, 2001).

3. Répartition géographique

Le genre botanique Pistacia (les Pistachiers) regroupe 9 especes d'arbustes. Que I'on
trouve couramment en sites arides ; Asie et région méditerranéenne de 1’Europe et d'Afrique
(Figure 3), jusqu'aux Canaries (Bellakhdar, 2003).Pistacialentiscus pousse a I'état sauvage
dans la garrigue et sur les sols en friche. On le retrouve sur tout type du sol, dans I'Algérie
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subhumide et semi-aride (Smail-Saadoun, 2002), plus précisément dans le bassin du

Soummam en association avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege (Belhadj, 2000).

Figure 03: Distribution géographique de genre pistacia

(www.clarku.edu/departments/biology/biol110/Rachel/Shmook webpage.ht)

4. Métabolites secondaires

Le terme métabolite secondaire est utilisé pour décrire une large gamme de composes
chimiques dans les plantes (Amlanetjyotisna, 2010). Ils ont un rdéle important dans les
interactions de la plante avec son environnement tel que la protection contre les pathogenes,
herbivores, et le stress abiotique (Greathead, 2003). Les métabolites secondaires sont divises
principalement en trois grandes familles : les composés phénoliques (polysphénols), les

composés azotés (alcaloides) et les terpénoides (Lutge et al., 2002).
4.1. Les composes phénoliques

Les composés phénoliques présente une vaste classe de substance organique cyclique
qui dérive du phénol CsHsOH (Walton et Brown, 1999).Sont présents dans toutes les parties
des végétaux et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, ils sont largement utilisés en thérapeutiqgue comme vasoconstrictrice,

Anti-inflammatoire, inhibitrice enzymatiques, antioxydants et antimicrobiens (Djemai, 2008).



http://www.clarku.edu/departments/biology/biol110/Rachel/Shmook_webpage.ht
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a. Les acides phénoliques
IIs appartiennent & deux groupes, les acides hydroxy benzoiques, dérivés de I'acide
benzoique, ont une structure de base de type C6-C1 et les acides hydroxy cinnamiques dont la
structure de base (C6-C3) dérive de celle de I'acide cinnamique (Vermerris et al., 2006).
b. Les flavonoides
Sont des molécules considérées comme des pigments quasiment universels des
veégetauy, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.
(Djemai, 2008).1ls sont constitués d’un cycle benzoique présentant plusieurs groupements
hydroxyles (figure 4)et pour cette raison ils sont nommeés polyphénols. Ces groupements
hydroxyles sont responsables de la fonction antioxydante des polyphénols (Collin et Crouzet,
2011).

Figure 04 : Structure de base des flavonoides (Lugasi et al., 2003).

c. Lestanins
Sont dérivés en deux groupes principaux d’apres leurs structures et leurs propriétés:
e Les tanins hydrolysables, qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un
nombre variable d’acide phénol. Le sucre est généralement le D-glucose et ’acide
phénol est soit ’acide gallique dans le cas des gallotannins, ou ellagique (figure 5)

(Cowan, 1999).

B e

A (=]

Figure05: structure de I’acide gallique (A) et ellagique (B) (Cowan,1999).

e Les tanins condensés, appelés aussi proanthocyanidine, sont largement répandus
dans I’alimentation humaine. Ces tanins sont des oligomeéres ou polymeéres de
flavan-3ols qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud

par rupture de la liaison inter monomérique (figure 6) (Guigniard, 1995).
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Figure06: Structure des tanins condensés (Sarni et cheynier, 2006).

d. Lescoumarines
Sont des composés aromatiques naturels (figure 7), largement distribués- dans le regne

végétal, elles sont bénéfiques en cas d’affection cutanées (Gonzalez et al., 2008).
— o1
L - { -

Figure 07: Structure de base des coumarines (Igor, 2002).

e. Lesanthocyanes
Ce sont des pigments colorés responsables de la pigmentation des fleurs, des fruits et
des grains (Samouelianet al.,2003). Les anthocyanes possédent une structure de base, le 2-
phényl-1benzopyrilium (cation flavylium) constituée de trois cycles aromatiques, responsable
du pouvoir absorbant (chromophore). Cette structure porte plusieurs fonctions hydroxyles
dont I'une est glycosylée par des différents oses (glucose, galactose, rhamnose, arabinose),

omigosides ou hétérosides (figure 8) (Samouelianet al., 2009).
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Figure 08 : Structure de base des anthocyanes (Samouelianet al., 2009).

4.2. Les composes azotés (les alcaloides)
On distingue trois classes d’alcaloides.

e Alcaloides vrais, sont bio synthétiquement formés a partir d’un acide aminé et
comporte un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique, exemple hyoscyamine (figure 9).
e Pseudo-alcaloides, représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés, exemple : conine(figure 9).
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e Proto-alcaloides, sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans le

systeme hétérocyclique, exemple : cathionone (figure 9)(Bruneton, 1999).

N-/ /OH O - NH2
E f n R |
5 -' N

N -
) H CHs
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(-) Hyoscyamine (+) - Conine (+) - Cathionone

Figure 09 : Exemples des classes des alcaloides (Tadeusz, 2007).
4.3. Les terpéenoides (isoprénoides)

Sont des molécules de faible poids moléculaire, volatiles, dérivés de 1’isopréne
(CsHg)(figure 10), et entrant dans la composition des huiles essentielles (Yarnell, 2007).Leur
classification est illustrée dans le tableau I(Garvey et Croteau, 1995).
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Figure 10 : Structure de la molécule d’isopreéne (Loomis et Caroteau, 1980).

Tableau 01: Classification des terpénoides (Mc-Garvey et Croteau, 1995).

classes Formule brute Ne¢ d’isopréne
Monoterpénes CioHis 2
Sesquiterpeénes CsHyy 3
Diterpénes CyoHs 4
Sesterpénes C>:Hyo s
Tritérpénes CioHys 6
Tétratérpeénes CyoHgy 8
Polyterpeénes (CsHg), 45-30000

5. Principaux métabolites secondaires isolés de I’espéce pistacia lentiscus

La plante est connue pour contenir une huile essentielle et fixe (Grosjean, 2007), une

huile grasse (Charef et al., 2008), des tanins condensés et hydrolysables (Abbas, 2007), des
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glycosides flavonoiques (Vaya et Mahmood, 2006), des anthocyanes (Longo et al., 2007),
une résine « mastic dechio » (Leonti et al., 2001), et des triterpenes (Atmani et al., 2002).
De la résine extraite du tronc et des tiges de Pistacia lentiscus sont été isolé une huile
essentielle, riche en monoterpénes en quantité majoritaire, des monoterpénols et des
Sesquiterpénes en quantité moyenne, et des esters terpéniques en quantité mineure (Grosjean,
2007).

Des feuilles de Pistacia lentiscus sont été isolées des tanins proanthocyanidiques et
galliques, Des glycosides flavonoides et des anthocyanes, et des dérivés a noyau gallique et

quinique (Longo et al., 2007).
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1. Usage thérapeutique

Les especes du genre Pistacia occupent une place appréciable dans la médecine
traditionnelle et pharmaceutique depuis 1’antiquité. Elles attirent 1’attention des chercheurs
grace a ces potentiels antioxydants et ces activités antimicrobienne et anti-inflammatoire
(Benhammou et al., 2008).

P. lentiscus est connu pour ses propriétés médicinales. L’huile essentielle et la gomme
de cette plante ont été largement utilisées comme aliment et boissons additifs par les
médecines traditionnelles de la région méditerranéennes depuis les anciens temps comme les
Grecs et les Egyptiens, sans aucune toxicité rapportée chez I’humain (Ghalem etMohamed,
2009). L’usage de plantes, peut-étre percu comme une alternative aux médicaments
conventionnels (Boukeloua, 2009).Elle posséde de nombreuses propriétés biologiques, parmi

lesquelles on cite les plus importantes :

v des racines séchées sont efficaces contre 1I’inflammation intestinale et d’estomac ainsi
que dans le traitement de 1’ulcére (Ouelmouhoub, 2005).

v' La résine obtenue de Pistacia lentiscus est connue par son effet, analgésique,
antibactérien, antifongique et antioxydant. le mastic est souvent cité comme un
remede efficace contre certaines maladies telles que l'asthme, diarrhée, infections
bactériennes,ulcéres gastro-duodénaux et comme un agent antiseptique du systéeme
respiratoire.La résine a été traditionnellement considérée comme un agent anti
cancéreux, en particulier contre les tumeurs du sein, du foie, de I'estomac, de la rate,
et de I’'utérus (Assimopoulou et Papageorgiou, 2005).

v' La partie aérienne de Pistacia lentiscus est largement utilisée en médecine
traditionnelle dans le traitement de I’hypertension artérielle grace a ses propriétés
diurétiques (Baba Aissa. 2000).

v' La médecine traditionnelle algérienne utilise surtout I’huile grasse obtenue par
expression des fruits de lentisque dans le traitement des petites blessures, bralures

légeres et érythemes.

L’huile est aussi employée par voie orale contre les problémes respiratoires d’origine
allergique et les ulcéres de I’estomac. Ces usages sont surtout répandus a 1I’Est du pays
(régiond’El-Milia, Skikda, Guelma).En revanche, I’huile de lentisque est connue pour ses
vertus thérapeutiques en ce qui concerne les problémes lymphatiques et circulatoires. Des
travaux précédents sur les huiles essentielles de Pistacia lentiscus révelent la présence de

certaines activités antimicrobienne, antioxydante, anti-inflammatoire (Gardeli et al.,2008).

-
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2. Activités biologiques
2.1. Activite antibactérienne
Lorsque 1’on parle d’activité antibactérienne, on distingue deux sortes d’effets :

% Une activité létale (bactéricide) : c’est la propriété de tuer les bactéries dans des
conditions définies ;

% Une inhibition de la croissance (bactériostatique) : inhibition momentanée de la
multiplication d’une population (Hammer, 1999).

L’activité antimicrobienne d'huiles et des extraits de plantes forme la base de
beaucoup d'applications, y compris, la conservation des aliments (Sagdic et al., 2002). Les
propriétés antibactériennes des extraits et de I’huile essentielle de feuilles de lentisque ont été
évaluées in vitro par la méthode de diffusion sur gélose (ou méthode des disques) (Collins et
al., 2004).

L’huile essentielle obtenue par hydrodistillation de feuilles de Pistacia lentiscusa été

étudiée in vitro vis-a-vis de sept souches bactériennes :

e Gram + :Bacillus cereus, S. aureus ATCC 1894,
e Gram- :Enterobactercloacae, Pseudomonas aeruginosa, P. aeruginosa ATCC 1893,

Escherichia coli, Salmonella enteritidis.

Les différents extraits aqueux ont une activité inhibitrice sur la croissance in vitro des
souches bactériennes testées, 1’huile essentielle est inefficace contre Salmonella enteritidis et
Escherichia coli et peu actifs contre Pseudomonas aeruginosa. Les résultats montrent que
I’huile est dotée d’une activité antibactérienne intermédiaire vis-a-vis de Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus. Les bactéries Escherichia coli et Salmonella enteritidis sont
résistantes a I’action aussi bien des extraits aqueux que de I’huile (Benhammou et al., 2008).
La sensibilité des bactéries Gram + aux extraits aqueux est attribuée a leur membrane.
Pistachier lentisque a également montrée une activité antibactérienne contre Helicobacter

pylori (Huwez et al.,1998).

2.2. Activité antifongique

L’huile essentielle a montré une activité inhibitrice de la croissance de Rhizoctonia
solani , Fusarium sambucinum et Candida albicans et Fusarium plus importante que celle
des Penicillium (El Idrissi et al.,2016).
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2.3. Activité antioxydante
2.3.1. Le Stress Oxydatif et les Radicaux libres

Le « stress oxydatif métabolique » est defini comme un état tissulaire particulier qui
perturbe 1’homéostasie de nos cellules, qui se caractérise comme un déséquilibre entre les
tissus qui générent des radicaux libres dérivés de 1’oxygene et I’ensemble des réactions mises

en jeu pour rétablir 1’équilibre (Halliwell et al., 2007 ;BENARIBAet al., 2015).

Le stress oxydant est défini comme étant le résultat d’un déséquilibre entre la

production de composes pro-oxydants et leur élimination (Zerargui, 2015).

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés. De par sa structure particuliére il a tendance & attirer les électrons d’autres

atomes et molécules pour gagner sa stabilité (Bouhajra K, 2011)
a. Nature des radicaux libres
+ Especes réactives dérivées de I’oxygéne (ERO)

Les Especes Réactives de I'Oxygene peuvent étre produites dans n'importe quel type
cellulaire, et ce méme en conditions normales (Rutkowski etal., 2007). Les ERO peuvent étre
radicalaires (radicaux libres de 1’oxygeéne proprement dit) ou non-radicalaires (certains

dérivés oxygénés réactifs ne possédant pas d’électron célibataire) Tableau 02.

Les différentes especes réactives de 1’oxygene sont le radical superoxyde, perhydroxyle,

hydroxyle, peroxyle, alkoxyle (Gardes-Albert et al., 2003).

Tableau 02 : Les principales espéces réactives des 1I’oxygeéne (Migdal ; 2011)

Espéces Radicalaires l Espéces Non Radicalaires
Anion superoxyde O, Peroxyde d’hydrogéene H,O,
Radical hydroxyle HO Acide hypochloreux HOCI
Monoxyde d’azote ‘NO Peroxynitrite ONOO-
Grande instabilité : stabilisation par Eléments de décomposition pour la
reaction avec les constituants détoxification par les systémes de
cellulaires. défense enzymatique.

s Espeéces réactives dérivées de I’azote (ERA)

Les Espéces Réactives de 1’Azote (ERA) sont également possédant a la fois des

capacités oxydantes et nitrifiantes (Bertrand, 2008).
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Figure 11: Principales espéces réactives de I'oxygéne (Debydupont,G et al. 2002) .
b. Consequences biochimiques du stress oxydantif

Le stress oxydant est étroitement lié au vieillissement cellulaire et a de nombreuses
pathologies (Halliwell et Gutteridge, 1984).Les Espéces Réactives de 1’Oxygéne réagissent
avec de nombreuses molécules, ce qui entraine certaines modifications de ces dernieres. Elles
perdent alors leur activité au sein de la cellule et cela a un impact sur le fonctionnement

cellulaire physiologique (Guillouty, 2016).
2.3.2. Les antioxydants

Le radical libre arrache un électron a 1’antioxydant et non pas aux constituants de nos
cellules. Grace a cette réaction, le radical libre devient stable. C’est un déchet sans danger qui
sera éliminé naturellement par 1’organisme. L’antioxydant, auquel il manque un électron, a
I’avantage de ne pas se transformer en radical libre.IL est défini par Halliwell comme : « toute
substance, qui en faible concentration par apport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient

ou ralentit 1’oxydation de ce substrat » (Bouhadjra, 2011).

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, 1’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydantes (Figurel2). On distingue deux sources d’antioxydants :
I’une est apportée par 1’alimentation sous forme de fruits et Iléegumes riches en vitamines C, E,
caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; 1’autre est endogéne et se
compose d’enzymes (superoxyde dismutase (SOD), glutathion peroxydase, catalase), de
protéines (ferritine, transferrine, ceruléoplasmine, albumine) et de systemes de réparation des

dommages oxydatifs comme les endonucléases (Halen et al., 2007).

&
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Figure 12 : Especes Réactives Oxygénées et systemes de protection antioxydant (Benbrinis, 2012).

2.3.3. Activité antioxydante de pistacia

Les polyphénols sont des molécules organiques hydrosolubles largement retrouvées
dans notre plante. Ils sont issus du métabolisme secondaire de la plante. lls sont
principalement synthétisés par la voie du shikimate. Cette voie metabolique est présente
uniquement chez les bactéries, champignons et les plantes. C’est pourquoi 1’alimentation

apporte des acides aminés essentiels non synthétisés par le corps humain (Hoffmann, 2003).

Ce sont d’excellents piégeurs des EOA et de trés bons chélateurs des métaux de transition

comme le fer et le cuivre (Guillouty, 2016).

Respectivement ces activités biologiques intéressantes peuvent expliquer que, depuis
2014, le Pistachier lentisque fait partie de la liste des plantes utilisables dans les compléments
alimentaires en France et au sein de la communauté européenne (Arrété du JORF du 24 juin
2014). Comme il constitue une matiére végétale naturelle, disponible a faible codt, il serait
des lors judicieux de tester son potentiel comme agent de conservation (Debbabi et al.,
2017).
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1. Définition

L'huile essentielle est le parfum des plantes aromatiques. Elle s'appelle aussi I'essence
ou I’huile volatile qui est un produit de composition généralement assez complexe renfermant
les principes volatiles contenus dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la

préparation (Bruneton, 1999).
2. Localisation et répartition

Les huiles essentielles se forment dans le cytosol des cellules ou, soient elles se
rassemblent en gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles, soit s'accumulent
dans les vacuoles des cellules épidermiques ou des cellules du mésophylle de nombreux
pétales (Gerhard, 1993).D'autres structures histologiques spécialisées souvent localisées sur
ou a proximité de la surface de la plante sont impliquées dans I'accumulation des huiles
volatiles. Ces structures regroupent les poils et les canaux secteurs et les poches sécrétrices
(Bruneton, 1999).

3. Fonction

Le rble des terpénoides des huiles essentielles demeure le plus souvent obscur.
Cependant, a l'appui des expérimentations, certains auteurs remarquent que certains d'entre
eux ont un role écologique soit dans le domaine des interactions végétales (agent
allélopathiques, notamment des inhibiteurs de germination) que dans celui des interactions
végétal-animal ; protection contre les prédateurs de la plante (insectes, champignons) et
attraction des pollinisateurs.

Pour quelques auteurs, ils pourraient constituer des supports a une « communication»
et ce d’autant mieux que leur variété structurale autorise le transfert de « messages

biologiques »Sélectifs (Bruneton, 1999).

4. Procédés d'extraction

L'extraction des huiles essentielles se fait par des procédés divers.
4.1. Par distillation a la vapeur d'eau(Hydro-distillation)

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

une surface froide et I'huile essentielle se sépare par différence de densité (Bruneton, 1999).
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4.2. Entrainement a la vapeur d'eau

Le matériel végétal n'est pas en contact avec l'eau, la vapeur d'eau est injectée au
travers de la masse vegétale disposée sur une grille perforée au-dessus de la base de I'alambic.
La vapeur pénétre les tissus de la plante et vaporise toutes les substances volatiles en
éclatantes cellules (Bdaiche, 1979).

4.3. Hydrodiffusion

Elle consiste a pulser de la vapeur d'eau a trés faible pression (< 0.1 Bar) a travers la masse
végétale, du haut vers le bas (Buchbauer, 2000 in Lahlou, 2004).

5. Composition chimique

Les constituants des huiles essentielles appartiennent a deux grands groupes, les
terpénoides d'une part et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane, beaucoup
moins fréquents d'autre part. Elles peuvent également renfermer divers produits issus de
processus dégradatifs mettant enjeu des constituants non volatils (Bruneton, 1999).

e Dérivés terpéniques
Les terpénes les plus volatils dont la masse moléculaire n'est pas trop élevée sont les mono-
etsesquiterpénes qui sont des hydrocarbures avec une formule générale (CsHg) (Svoboda et
al.,1999).

e Les monoterpénes (C 10) sont issus du couplage de deux unités « isopréniques», ils
peuvent étre acycliques (myrceéne, ocimeéne), monocycliques (a- et 7-terpinéne, pcymene)ou
bicycliques (pinéne, camphéne, sabinéne). lls constituent parfois plus de90% de I'huile
essentielle.

e Les sesquiterpénes (C 15) dont les variations structurales sont de méme nature que
lesmonoterpénes, carbures, alcools et cétones étant les plus fréquents.

L'allongement de la chaine farnésyldiphosphate (FPP) accroit le nombre des
cyclisationspossibles, d'ou la trés grande variété des structures connues (Bruneton, 1999).

e Composés aromatiques

Ces composes sont des dérivés du phénylpropane; il s'agit des noyaux aromatiques
couplés de chaines de 3 carbones (C3-C3) donnant naissance a de nombreux ses molécules
chimiques voisines les unes des autres (Anton et Wichtel, 1999).

On trouve également dans les huiles essentielles des composés en C6-Clcomme la

vanilline.
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Composés d'origines diverses

Il s'agit de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles
Composes issus de la dégradation d'acides gras;

Composés issus de la dégradation des terpénes;

Composés azotés ou soufrés (Bruneton, 1999).
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1. Materiel
1.1. Matériel végétal

La plante pistacia lentiscusa était récoltée le mois de Février 2017 de la région EL
M’hir, Wilaya de Bordj Bou Arreridj, Algérie.
2. Méthodologie

2.1. Séchage de la plante

Les feuilles de la plante ont été séchées a I’air libre, a I’abri de la chaleur et de la lumiére
pendant trois semaines (figure 13).

2.2. Broyage

Une fois séchée le matériel végeétal a été broyée dans un broyeur électrique jusqu’a I’obtention
d’une poudre (figure 14), puis conservé dans des flacons, en verre hermétiquement fermés a

I’abri de la lumiére, de I’humidité et de la chaleur jusqu’a son utilisation.

Figure 13: feuilles séches. Figure 14 : Poudre de plante.

I.  Activité Antioxydante in vitro de la plante

1.1. Préparation de I’extrait brut

L’extrait méthanolique de la partic aérienne de pistacia lentiscus est préparé par
macération selon la méthode de Motamed et Naghibi (2010).100 g de poudre de plante a été
mise a macérer pendant 72h dans 250ml de méthanol absolu sous agitation magnétique
pendant 30 minutes, puis, a été filtré sur papier Wattman. L’extrait récuperé par filtration est
soumis a une évaporation du méthanol sous pression réduite a 40°C dans un rota vapeur. La
solution obtenue est séchée pour obtenir une poudre brun foncée. Le résidu sec pesé est
conservé a 4°C jusqu’a son utilisation (figurel5) (Falleh etal., 2008).
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100g de poudre /250 ml méthanol pendant 72H
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Figure 15: Protocole de préparation de I’extrait méthanolique de la plante pistacia lentiscus .
( Motamed et Naghibi ; 2010).

Le rendement est la quantité d’extraction obtenue a partir d’'une matiére végétale, en
extrait brut sec méthanolique est exprimé en % par rapport a la matiére séche initialement
utilisée (Bssaibiset al., 2009).Le rendement est calculé par la formule suivante :

Rdt (%) = M /Myx100 ou:
R (%) : Rendement exprimé en %.

M: Masse en gramme de I’extrait sec résultant.

Mo: Masse en gramme du matériel végétal a traiter.
1.2. Pouvoir antioxydant
Le pouvoir antioxydant de 1’extrait méthanolique a été évalué in vitro en utilisant deux
tests, le test du DPPH’, le test de réduction du Fer : FRAP.
1.2.1. Test du DPPH
A. Principe
Le DPPH est un radical libre stable de couleur violacée qui absorbe a 517 nm. En présence

des composés anti-radicalaires, le radical DPPH est réduit et change de couleur en virant au

jaune. Le DPPH réagit avec un antioxydant par arrachement d’un hydrogene, il se forme alors

le 2,2-diphénylhydrazine DPPH-H (figurel6).

e
QN \q:j/ NO, N \Q NO,
o, o,
diphaernyipicryihydrazyl (free radical) diphenylpicryihwdrazine (nonradical)

Figure 16 : Forme libre et réduite du DPPH (Brand-williams et al.,1995).
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B. Mode opératoire

La solution DPPH est préparée par solubilisation de 0.025 mg de DPPH dans 1 ml
dans du méthanol. Un volume de 1.5ml des solutions de I’extrait ou de standard (acide
ascorbique) de différentes concentrations (30-200 pg/ml pour I’extrait et 0.5-8 pg/ml pour
I’aide ascorbique) sont mélangés avec 50 ul de la solution méthanolique de DPPH. Apres 30
minutes d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante, 1’absorbance du milieu
réactionnel est mesurée a 517 nm.

Le controle négatif est réalisé en remplagant 1’échantillon par le méthanol, le blanc
contient le méthanol et 1’échantillon.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de DPPH", ce pourcentage est
calculé selon la formule suivante :

1%=((Ac-At)/Ac)*100
Ac : absorbance du contréle négatif.
At : absorbance de I’extrait testé.

La valeur IC50 est la concentration de 1’échantillon qui assure la réduction de 50% de

I’activité du DPPH a été déterminée graphiquement (Samarth et al.,2008).Elle a été exprimée

en ug/ml et comparée avec celui de I’acide ascorbique.

1.2.2. Test de réduction du Fer : FRAP (Ferricreducing antioxydant power)
A. Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. L’activité
réductrice du fer de notre extrait est déterminée selon la méthode décrite par Pan etal.,2008,
basée sur la réaction chimique de réduction du Fe™ présent dans le complexe KsFe(CN)s en
Fe*?. La réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe*?) en couleur
bleu-vert du fer ferreux (Fe*?). Cette capacité réductrice peut servir comme un indicateur
significatif de D’activité antioxydante potentielle d’un composé. L’absorbance du milieu

réactionnel est déterminée a 700nm. (figure 17), selon la réaction suivante :

Fe'3 —TPTZ + 1le” —» Fe*? — TPTZ
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Figure 17 : Réduction du complexe Fe+3-TPTZ en Fe+2-TPTZ par un antioxydant (Toure,
2015).

B. Mode opératoire

Un volume de Iml de I’échantillon a différentes concentrations (0.1-1mg/ml) est
mélangé avec 2.5 ml d’une solution tampon phosphate 0.2 M (pH = 6.6) et 2.5 ml d’une
solution de K3Fe(CN)s a 1%. Le tout est incubé a 50°C pendant 20 minutes, puis refroidi a la
température ambiante. Ensuite, 2.5 ml d’acide trichloracétique a 10 % sont ajoutés pour
arréter la réaction. Apres, centrifugation des tubes a 3000 rpm pendant 10 minutes, 2.5 ml du
surnageant sont ajoutés a 2.5 ml d’eau distillée et 500ul d’une solution de (FeCls, 6H,0) a
0.1%.La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm.

L’acide ascorbique est utilis¢é comme contrdles positifs dans les mémes conditions
expérimentales.

Pour explorer les résultats obtenus, on a tracé le graphe des absorbances obtenues en
fonction des différentes concentrations utilisées. L’augmentation de 1’absorbance correspond

a une augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées.
Il. Activité antifongique in vitro de la plante
2.1. Souche fongique

Le matériel fongique a éeté représenté par un isolat de Fusaruimoxysporumf.sp.ciceri
(FOC) ; agent responsable du flétrissement vasculaire du pois chiche. Cet isolat est originaire
de la région de Sidi Bel Abbes (Algérie), a été isolé a partir des tiges de pois chiche
présentant les symptomes de la maladie. La souche a été fournie gracieusement par le laboratoire

de phytopathologie, Université de Bordj Bou Arréridj.
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2.2. Extraction des huiles essentielles

Actuellement, il existe de nombreuses méthodes d'extraction des composés volatils
basées, les unes sur I'entrainement a la vapeur d’eau, les autres sur I'extraction par les solvants

organiques.

En effet, le choix de la méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la
matiere végétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques de I'essence a extraire, de

I'usage de I'extrait et I'aréme du départ au cours de I'extraction (Si moussa et al., 2009).

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydro-distillation selon le
protocole décrit par (Boukhatemet al.,2010),dans un appareil de type Clevenger, trois
distillations ont été réalisées par ébullition, pendant 3h, de 200 g de la matiere végétale avec
un litre de I’eau distillée dans un ballon de 2litre surmonté d’une colonne de 60 cm de
longueur reliée a un réfrigérant. L huile essentielle obtenue est conservée a 1’obscurité au
réfrigérateur a 4°C (Si moussa et al., 2009). A cause de leur évaporation rapide, leur
sensibilité a I’air et a la lumiére ; les huiles essentielles doivent étre conservées en flacons
opaques et étanche c'est-a-dire fermés hermétiquement (figure 18) (Afnor,2000).

Selon la norme AFNOR, (1986), le rendement en huile essentielle (RHE), est défini
comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres extraction et la
masse de la matiere végétale utilisée.

Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule suivante :
RHE (%) =2 x 100
mv
RHE = rendement en huile essentielle en %.

Mh =masse d'huiles essentielles récupérées en gramme (Q).

mv = masse d'essai du matériel végétal en gramme (g) (Selvakumar et al., 2012)

Figure 18: Dispositif d’extraction de type deClevenger,(1928) modifie.

1-Chauffe ballon. 2-Eau + biomasse végétale. 3-Colonne. 4-Thermometre.
5-Eau de refroidissement. 6-Réfrigérant. 7- Huiles essentielles 8 -Hydrolat.

E
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¢ Conservation d’extrait

Tres volatiles par nature, les HE peuvent rapidement perdre leurs propriétes tres vite
elles commencent a vieillir genéralement au bout de 6 mois, au mieux elles peuvent conserver
leurs propriétés thérapeutiques pendant environ trois ans. Pour cela, elles doivent étre
impérativement gardees a l'abri de la lumiére et de chaleur, et contenus dans des flacons en

verre (figure 19).

Figure 19: les flacons en verre teinté contenant des huiles essentielles.

2.3. Evaluation de I’activité antifongique
2.3.1. Méthode de contact direct
A. Principe

L’huile essentielle a tester est incorporée a des concentrations variables dans le milieu

de culture (PDA). Apres solidification, le milieu est ensemencé et incubé.

Les résultats donnent le CMI qui est définie comme étant la plus faible concentration
pour laquelle nous n’observons pas de croissance a I’eeil nu (Tantaoui et al., 1992 ;
fandohan,2004).

B. Mode opératoire

a. Préparation des milieux de culture contenant différentes concentrations d’huiles
essentielles
Compte tenu de non miscibilité des huiles a 1’eau et par conséquence au milieu de
culture, une mise en émulsion de ces huiles a été réalisee par le tween 80 (3%) (figure 20) afin
d’obtenir dans le milieu une réparation homogene des composés a 1’état dispersé (Belabidet
al.,2010).
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L’eaudistillé 97ml w’/  Agitation W/  Tween 3%

+ Tween 3ml
Etape 1 Etape 2

Figure 20 : La préparation de tween 3 % pour la dilution d’huile essentielle.

Les milieux de différentes concentrations de 0.01-1% en huile essentielle avec le
tween 80 (figure20), sont incorporés dans le milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar)
apres autoclavage a 121°C pendant 30 min.

Ces concentrations sont préparées de la facon suivante :

e Milieu 1 : (ttmoin) : 50ml PDA+ sans HE ;

e Milieu 2:48ml PDA+500 pul HE+1.5ml tween 80 ;

e Milieu 3: 48.250ml PDA+250 ul HE+1.5ml tween 80 ;
e Milieu 4: 48.375ml PDA+125 ul HE +1.5ml tween 80 ;
e Milieu 5:48.475mIPDA+25 ul HE+1.5ml tween 80 ;

e Milieu 6:48.495mIPDA+5 ul HE +1.5ml tween 80.

b. Ensemencement et incubation des boites de pétri
Le mélange de chague milieu, est coulé dans des boites de pétri de 90mm de diamétre
(figure 21).A I’aide d’un embout stérile, nous découpons un fragment de culture fongique
d’environ 0.6 cm de diamétre a partir d’un tapis mycélien agee de 7 jour, est dépose au centre
de la boite de pétri (figure)Nous opérons de la méme fagon pour chaque concentration d’huile
essentielle, les boites de pétri sont ensuite fermées hermétiqguement par le para film et
incubées a 25°C pendant 7 jours (figure21).Pour chaque concentration 4 répétitions sont

préparées, afin de minimiser I’erreur expérimentale(Belabid et al.,2010).

-
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I

PDA PDAsansHE C1 C2 C3 C4 C5

Incubation a 25 C°

Figure 21: protocole expérimental de 1’essai d’activité antifongique d’HS de FOC.
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C. Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne

Apres incubation a 25+ 2°C pendant 7 jours la croissance myceélienne a été estimee
quotidiennement aprés 48h en calculant la moyenne des deux diametres mesurés sur les deux
axes perpendiculaires tracés au revers des boites de culture en tenant compte de la croissance
de témoin. Les champignons qui ne se sont pas développés ont été cultivés sur milieu PDA
sans huile pendant deux semaines de but de vérifier si ’absence de développement est liée a
un effet fongistatique ou fongicide des huiles. Le pourcentage d’inhibition I (%) a été
déterminé par rapport au témoin et calculé selon la formule de (Leroux et Credet, 1978).

1(%) =[1- (Da/Db)] x 100

I (%) : Taux d’inhibition exprimé en pourcentage
Da: Croissance mycélienne moyenne dans le milieu en présence de 1’huile
Db: Croissance mycélienne moyenne dans le milieu sans huile (témoin).

L’huile essentielle est dite :

e Trés active lorsqu’elle posseéde une inhibition comprise entre 75 et 100 % ; la souche
fongique est dite trés sensible ;

e Active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 50 et 75 % ; la souche
fongique est dite sensible ;

e Moyennement active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 25 et 50 % ; la
souche fongique est dite limitée ;

e Pecu ou pas active lorsqu’elle possede une inhibition comprise entre 0 et 25 % ; la

souche fongique est dite peu sensible ou résistante ;

d. Evaluation de la croissance mycélienne
La croissance mycélienne a été évaluée toutes les 24 heures en mesurant la moyenne
de trois diameétres perpendiculaires passant par le milieu de la rondelle.
Cette lecture est toujours réalisée en comparaison avec les cultures témoins qu’ils sont
démarrés le méme jour et dans les mémes conditions.
Toute pousse méme légere de champignon sera considérée comme action négative
c’est a dire que I’huile essentielle en question n’est pas inhibitrice vis-a-vis de la croissance

fongique.

5
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e. Détermination de I’indice antifongique

Apres I’incubation en tenant compte de la croissance de témoin, on calcule ’indice
antifongique qui est déterminé par la formule.
IA = (1-Da/Db) x100 (CHANG et al.,1999)

Da: diamétre de la zone de croissance de 1’essai. (cm)

Db: diameétre de la zone de croissance du témoin. (cm)

e Analyse statistique des résultats
Les resultats ont été présentés sous forme des moyennes avec leur
ecart-type,(moyenne  + ecart-type), les moyennes sont comparées par un
test T de student gréace au logiciel Excel (version 2010).
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l. Activité Antioxydante in vitro de la plante
1. Rendement d’extraction
La premiere guantification a faire est celle du rendement de 1’extrait brut des feuilles
de Pistacia lentiscus préparé dans le méthanol obtenu par la technique de maceération.
Les résultats de rendement de I’extrait brut des feuilles a partir de 100 g de matiere
végétale de Pistacia lentiscus en utilisant la méthode de macération, a permis d’obtenir un
résidu sec brut de couleur verte foncée avec un rendement de 16.29 % (tableau 03)

Tableau 03: rendements, aspects et couleur de 1’extrait méthanolique.

Extrait MeOH Rendement Aspect Couleur

Feuilles 16.29% pateux vert foncé

Le rendement obtenu (16.29%) est supérieur a celui trouvé par ( Benrokia et Aouar,
2015) qui a eté estimé & 12.5%.Le rendement d’extraction n’est que relatif, il semble étre lié a
différents facteurs intrinséques tel que les propriétés génétiques des plants et extrinseques tels
que I’origine géographique, les conditions et la durée de stockage du matériel végétal et aux
conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée (Debbabi et al., 2017)
2. Pouvoir antioxydant

2.1. Piégeage du radical DPPH

L’inhibition de radical DPPH est exprimée en IC50. Ce paramétre est défini comme
étant la concentration efficace de I’extrait capable de piéger 50 % des radicaux DPPH dans le
mélange réactionnel, ou I’activité la plus forte correspond a I’IC50 la plus faible.

L’activité anti-radicalaire de 1’extrait méthanolique obtenu a partir des feuilles de

P.lentiscus (figure 22) a été faite en comparaison avec celle de 1’acide ascorbique (figure 23)
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Figure 22: Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de différentes concentrationsde
I’extrait méthanolique de P.lentiscus. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais +

écart-type.
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Figure 23: Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de différentes concentrations de

I’acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais * écart-type.

L’activité anti-radicale des feuilles de Pistacia est importante ; pour 1’inhibition de 37
% du radical DPPH nécessite 30 pug/ml et 130 pg/ml pour inhiber 96 % des radicaux libre de

DPPH,On a déterminé I’IC50 a partir des courbes tracées .
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Selon les résultats enregistrés, ’extrait méthanolique des feuilles de P.lentiscus
exerce un pouvoir antioxydant moins important avec IC50 de 51.40ug/ml en comparaison
avec le pouvoir antioxydant de standard (IC50 de 4.25ug/ml) (figure 24).

60 -
50 A

IC50 %

40 -
30 A
20 A

01 7

0 + . ¢
A.ASC EBF
Extrait

Figure 24 : IC50 de I’acide ascorbique et I’extrait méthanolique des feuilles de P.lentiscus.

IC50 est relativement faible que celle d’acide ascorbique. Il a été démontré que les
molécules antioxydants telles que 1’acide ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins
réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder
I’hydrogene(Bougandouraet al.,2012).Ce pouvoir antioxydant est probablement di aux
composés phénoliques présents dans les feuilles de Pistacia lentiscus, et qui sont connus
comme substances antioxydants ayant la capacité de piéger les especes radicalaires et les

formes réactives de 1’oxygéne(Kelly et al., 2002).

2.2. Pouvoir réducteur (test FRAP)
Le pouvoir réducteur de I’extrait brut des feuilles de Pistacia lentiscus est mesuré par
la réduction directe de (Fe**-TPTZ) en une forme ferreuse (Fe*2-TPTZ) qui est déterminée par

la détection spéctrophotométrique a 700 nm.

Les résultats montent que I’extrait méthanolique de Pistacia lentiscus possede un
pouvoir réducteur remarquable, concentration-dépendante, tandis que 1’acide ascorbique

montre une activité réductrice maximale a 50 ug/ml (figure 25).
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Figure 25: Pouvoir réducteur de 1’acide ascorbique. Chaque valeur représente la moyenne de
3 essais + écart-type.

Le pouvoir réducteur de I’extrait de la plante augmente avec I’augmentation de la
concentration (figure 25).

L’activité plus ou moins importante de I’extrait méthanolique des feuilles de Pistacia
due a la présence de composés chélateurs dans 1’extrait. En effet, les tanins présents dans les
feuilles de Pistacia lentiscus sont caractérisés par leur action chélatrice, ces composés ont
déja prouves leurs pouvoir chélateur envers les métaux, et leurs effets protecteurs contre la
peroxydation est lié a la capacité de fixer le fer.

D’autre part, le pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique est peut étre di a la
présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme

donneur d’électron (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

|
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Figure 26: Pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique de P.lentiscus. Chaque valeur

représente la moyenne de 3 essais + écart-type.

. Activite Antifongique in vitro de la plante

1. Détermination du rendement d’extraction

La premiére quantification a faire est celle du rendement en huile essentielle obtenue
par la technique d’hydrodistillation normé pour 1’extraction des huiles essentielles (Marie,
2005).

Le rendement en huile essentielle de la plante, a été calculé en fonction de la matiére
végeétale séche de la partie aérienne de la plante. La plante pistacia lentiscus a fourni un taux
d’environ 0.45 %, les résultats obtenus de nos HES sont en accord avec ceux de Klibet et al.
(2015), et supérieurs a ceux trouvés a Ghazaouet par Panizzi et al. (1993), qui ont été estimé
a 0.07 %.

Divers facteurs tels que I’espece, la période de récolte, 1’age de la plante, la partie
soumise a la distillation et la technique d’extraction peuvent influencer le rendement (Zrira et
Benjilali, 1991; Zrira et Benjilali, 1992).

Les paramétres organoleptiques de notre huile essentielle obtenue sont résumés dans le

tableau suivant :
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Tableau 04 : Caractéristiques organoleptiques d’huile essentielle de pistactia lentiscus.

Origine de I’huile couleur odeur aspect rendement
essentielle
Feuilles dePistacia Jaune foncé | Forte odeur | liquide 0.45 %
lentiscus

2. Activites antifongiques

2.1. Evaluation de la croissance mycélienne

Face aux problémes d’altération des légumes par les moisissures, beaucoup des
travaux ont été menés sur le pouvoir antifongique des produits naturels extraits des plantes.
Lors de cette étude, I’activité antifongique des HES de pistacia lentiscus vis-a-vis la souche
fongique Fusariumoxysporumf.sp cicerispar la méthode de contact direct a été recherchée in
vitro. Trois répétitions ont été effectuées a des temps différents. En absence des HES les
résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum est variée
entre0 et 8 cm, Par contre en présence des HES, leur effet sur la croissance mycélienne des
deux souches est dose dépendant.

A différentes concentrations de( 0.01 % a 1 % ) des HES la croissance mycélienne de
la souche étudiée a été inhibée et le maximum d’inhibition (100 %) a été obtenu avec la

concentration 1 % (figure 27).
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Figure 27: L’effet des HES de pistacia lentiscus sur la croissance mycélienne de F.

oxysporum en fonction du temps (jours). Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais £

écart-type.
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2.2. Vitesse de la croissance mycélienne
Les résultats montrent que la vitesse de la croissance mycélienne décroite par

I’augmentation de la concentration d’huile essentielle du pistacia lentiscus.

La plus haute vitesse de croissance mycélienne est enregistrée a 0.01% avec une
vitesse de 1.2 cm/h puis la vitesse décroite jusqu’a I’inhibition totale (Ocm/h) pour la

concentration 1% d’huile essentielle (figure 28).
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Figure 28: L’effet des HES de pistacia lentiscus sur la vitesse de croissance mycélienne de F.
oxysporum en fonction du temps ,Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais + écart-
type.

2.3. Indice antifongique (1A)

D’apres nos résultats, on remarque que toutes les concentrations des huiles essentielles
de pistacia lentiscus appliquées, ont empéché partiellement (0.01 % a 0.5 %) ou
complétement (1 %), la croissance de la souche fongique testée (tableau 06).

L’indice antifongique est directement proportionnel avec I’augmentation de la
concentration des HES, elle est stable a la concentration 1 % avec un pourcentage d’inhibition
de 100 % et entre 100 % et 81.25 % pour la concentration 0.5 %. La diminution de I’IA est
remarquable a la concentration 0.01% avec un pourcentage d’inhibition de 16 % jusqu’a
6.25% apres 168H.
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Tableau 05:L’indice antifongique des différentes concentrations des HES vis-a-vis le

F. oxysporum.

1A % 48 H 96H 168H
1% 100% 100% 100%
0.5% 100% 88.57% 81.25%
0.25% 76% 34.28% 25%
0.05% 34% 30% 20%
0.01% 16% 22.85% 6.25%

L’huile essentielle de pistacia a exercé une importante activité inhibitrice vis-a-vis la
moisissure Fusarium oxysporum, les diamétres, la vitesse et ’indice antifongique de la
croissance de mycélium dépende de la concentration d’huile essentielle avec CMI de 1%.

L’huile essentielles peuvent étre utiles en tant qu’agents antifongiques parce qu’elles
affectent plusieurs cibles simultanément et il n’y a aucun rapport de résistance ou d’adaptation
des microorganismes a cause de la diversité des composés chimiques (Bakkali et al., 2008).
L’activité antifongique est due probablement au type et a la structure moléculaire des
composants actifs présents dans les HES, tel que les terpénes qui affectent non seulement la
perméabilité mais aussi d’autres fonctions dans les membranes cellulaires (Omidbeygi et al.
2007).

L’activit¢ antifongique des huiles essentielles, peut étre expliquée par I’effet
synergique entre leurs différents composés. En effet, les composés majoritaires sont souvent
responsables de 1’activité antifongique de cette huile essentielle (Giordani et al., 2008).

Les concentrations des huiles essentielles de pistacia lentiscus appliquées, ont
empéché partiellement (0.01 % a 0.5 %) ou complétement (1 %), la croissance de la souche
fongique testée. Ces résultats sont comparables a ceux d’Uribe et al. (1985), qui ont montré
que les faibles concentrations en huile essentielle de certains citrus ont un effet inhibiteur
partiel du fait que la respiration est inhibée et la perméabilité des cellules altérée tandis que
des fortes concentrations en huile essentielle provoquent des dommages membranaires

séveres et une perte d’homéostasie d’ou la mort cellulaire ou I’inhibition totale.




Conclusion

Beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes médicinales pour leur richesse en
antioxydants naturels a savoir les polyphénols, les flavonoides, les tannins, etc. qui possedent
des activités antioxydantes et antimicrobiennes De ce fait plusieurs recherches ont été

focalisés sur les huiles essentielles extraites des plantes aromatiques.

I1 s’agit d’extraits bruts contenant un grand nombre de composés différents. Il est donc
trés probable qu’ils contiennent des composés qui, une fois purifiés, peuvent présenter une
activité comparable a celle de la I’acide ascorbique. . Cependant, cette activité est différente
selon le degré de solubilité des composés secondaires de Pistacia lentiscus Des recherches
complémentaires sont nécessaires pour déja identifier, isoler et purifier ces constituants. Pour
comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires de ces effets. Ces études doivent étre
aussi orientées vers la détermination des composés actifs de Pistacia lentiscus et 1’évaluation
leurs I’effet sur les de signalisations impliqués dans le processus inflammatoire, ainsi que les
enzymes impliquées dans la production des espéces oxygenées reactives et aqueux ont une

activité antioxydante vis-a-vis le radical DPPH.

Nous avons constaté que La méthode de contact direct nous a permis de mettre en
évidence le pouvoir antifongique d’huile essentielle du Pistacia lentiscus vis-a-vis de la
souche Fusaruim oxysporumf.sp.ciceri (phytopathogéne) Nos résultats indiquent que 1’huile
essentielle du pistacia lentiscus montre une bonne activités antifongiques. Il n'en demeure
pas moins que cette étude doit étre reconduite sur plusieurs années afin de vérifier les
caractéres phénotypiques des différentes populations du pistachier d'une part et d'autre part,

confirmé les propriétés de I'activité antimicrobienne de ces huiles.
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Annexe

Annexe 01 : Annexe 02 :

Autoclave Autoclavage des milieux de culture

Annexe 03 : Annexe 04 :

Des boites pétries incubées dans 1’étuve Etuve

Annexe 05 : Annexe 06 :

Balance analytique Bain marie



Annexe

Annexe 07 :

Plaque chauffante

Annexe 08 :

Meéthods de préparation de milieu e culture PDA :

= 200 g pomme de terre (PDT).
= 500 ml eau distillé.

= 20 gd’agar agar.

= 20 gde glucose.

* Laver le 200g de PDT et poser dans un bicher ;
* Ajouter I’eau distillée (500 ml) et faire bouillir sur une plaque chauffante ;
* Filtre le ’eau apres 20 min de bouillir et poser ure un agitateur ;

* Ajouter I’agar et le glucose et I’eau distillé jusqu’a litre et Lecce le bien bouillir.
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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la flore algérienne et méditerranéenne, on s’est
intéressé a I’étude d’une espece, pistacia lentiscus. Le but de cette étude est d'évaluer I’activité antioxydante et
antifongique des extraits issus de 1’espéce Pistacia lentiscus, la méthode de la réduction du fer et celle du
piégeage du radical libre DPPH a montré que I’extrait méthanolique posséde une activité antioxydante modeérée.
Cet extrait pourra donc constituer une alternative a certains additifs synthétiques. Cette activité reste néanmoins

nettement inférieure a celle de I’acide ascorbique.

L'extraction d’huile essentielle de la partie aérienne de pistacia lentiscus, a été réalisée par la méthode
d’hydro distillation. Le test d’activité antifongique Les résultats montrent que I’huile essentielle du pistacia
lentiscus posséde une forte activité antifongique avec un indice d’inhibition de 100 % pour une concentration de
1% qui représente le CMI.

Mots clés: Pistacia lentiscus, DPPH, huile essentielle, activité antifongique, activité antioxydant.

Summary

Investigation of the species pistacia lentiscus was conducted within the general framework of valorization
of the medicinal plants of the Algerian and Mediterranean flora. The aim of this study is to evaluate the
antioxidant activity and antifungal activity of the extracts from the species Pistacia lentiscus the method of the
reduction of iron and that of the trapping of the free radical DPPH showed that the methanol extract has a
moderate antioxidant activity. This extract may therefore constitute an alternative to certain synthetic additives.
This activity is nevertheless clearly lower than that of ascorbic acid.
The extraction of essential oil from the aerial part of pistacia lentiscus was carried out by the hydro distillation
method. The antifungal activity test (Fusarium oxysporum.sp.ciceri) The results show that the essential oil of
pistacia lentiscus has a strong antifungal activity that it reach a 100% inhibition index with the concentration of
1% that represents the MIC.

Key words: Pistacia lentiscus, DPPH, Essential oil, antifungal activity, antioxidant activity.




