Résumé

Les différents résultats publiés indiquent que les huiles essentielles extraites des plantes aromatiques
sont douées de plusieurs propriétés biologiques. Dans ce contexte, nous avons essayé d’évaluer in vitro les
activités antioxydante et antibactérienne de I’huile essentielle extraite des feuilles des plantes: Myrtus
communis et Pistacia lentiscus.

L’extraction a été réalisée par hydrodistillation, le rendement a été voisin de 0.15% pour I’huile
essentielle de Mytrus communis et de 0.05% pour les feuille de Pistacia lentiscus.

Concernant l'activité antiradicalaire, la CEs, obtenue est de 954.37 pg/ml pour le M. communis et de
976.82 pg/ml pour le P. lentiscus. Les huiles essentielles des deux plantes ont montré aussi une activité
antioxydante intéressante par la méthode de pouvoir réducteur (CRo.s=657.28 pg/ml pour M. communis et
570.75 pg/ml pour P. lentiscus).

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été estimée par la méthode d’aromatogramme. Les
CMI obtenues sont de 100pg/ml vis-a-vis d’Escherichia coli et de klebtiella pneumoniae avec I’huile
essentielle de Myrtus communis, et 1000pg/ml vis-a-vis d’Escherichia coli et 100pg/ml vis-a-vis de
klebtiella pneumoniae avec I’huile essentielle de Pistacia lentiscus.

Nos résultats suggerent aussi que I’huile essentielle de Pistacia lentiscus peut réduire la
toxicité induite par le plomb.

Mots clés: Huile essentielle, activité antioxydante, activité antibactérienne, Myrtus communis, Pistacia
lentiscus.

Abstract

The various results published have indicated that the essential oils extracted from the aromatic plants
are endowed with several biological properties. In this context, we tried to evaluate antioxidant and
antibacterial activities of essential oils extracted from Myrtus communis and Pistacia lentiscus.

The extraction was carried out by water distillation Clevenger’s type apparatus, the yield was 0.15%
for M. communis and 0.05 for P. lentiscus. Concerning antiradical activity, the EC50 obtained was 954.37
pg/ml for M. communis and 976.82 pg/ml for P. lentiscus. The M. communis and P. lentiscus essential oils
show also an interesting antioxidant activity (RCs=657.28 for M. communis and 570.75 for P. lentiscus
=81.74+ 3.92%) by the reducing power method.

Inhibiting minimal concentration (CMI) was estimated by the method of aromatogramme. The CMI
obtained are of 100pg/ml with both Escherichia coli and kilebtiella pneumoniae with the essential oil of
Myrtus communis, and 1000pg/ml with Escherichia coli and 100pg/ml for klebtiella pneumoniae with the
essential oil of Pistacia lentiscus.

With the rise of this study, we can conclude that the M. communis and P. lentiscus essential oil
could be regarded as antioxidant and antibacterial.

Our results suggest that essential oil of Pistacia lentiscus can reduce toxicity induced by
lead.

Keywords: Essential oil, biological activity, Myrtus communis, Pistacia lentiscus.
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Introduction

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I’homme. Un grand nombre de
plantes, aromatiques, médicinales, des plantes épices et autres, possédent des propriétés biologiques
trés intéressantes, qui trouvent applications dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie,
cosmétologie et I’agriculture. elles ont constitué la source majeure de médicament grice a leur
richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire (Fouché et al., 2000).

Les métabolites secondaires ont fait ’objet de nombreuses études, leur teneur dans les
différentes parties de la plante et son profil présentent une importante variabilité génétique (Les
hybridations, Les facteurs de mutation...). A celle-ci s’ajoute une variabilité due a I’environnement
(température, lumiére..) aux conditions de culture, de récolte (mois, journée), d’extraction et
d’analyse (Oussou et al., 2010).

Parmi les métabolites secondaires, les huiles essentielles qui ont fait I’objet de notre étude
sont douées de propriétés antimicrobiennes et antioxydantes a des degrés divers, suivant leur
richesse biochimique en terpénes, aldéhydes et alcool. Ces composés se trouvent dans toutes les
parties de la plante selon leurs roles défensifs (Oussou et al., 2010).

A cet effet, on s'est intéressé aux huiles essentielles de deux espéces appartenant a la famille
des Myrtacées et Anacardiacées: Myrtus communis et Pistacia lentiscus afin de rechercher de leurs

activités biologiques.

A cet effet, notre étude est divisée en deux parties:

» La premiére partie propose une revue bibliographique qui est articulée en trois chapitres. Le
premier chapitre aborde des généralités sur les huiles essentielles. Le deuxiéme chapitre traite
les activités biologiques des huiles essentielles et le troisi¢éme chapitre expose la monographie
des plantes étudiées. Cet apergu bibliographique a été un appui pour réaliser la partie
expérimentale et I’interprétation de nos résultats.

» La deuxiéme partie illustre le matériel et les méthodes mis en ceuvre pour I’évaluation des
activités biologiques de I’huile essentielle extraite a partir des feuilles des plantes étudiées:

- Activité antioxydante évaluée par deux méthodes différentes (piégeage du radical DPPH et
pouvoir réducteur)
- Activité antibactérienne évaluée par la méthode des disques vis a vie de deux souches
bactériennes (Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli).
- Evaluer I’effet protecteur contre I’intoxication des rats par I’acétate de plomb.
Les résultats obtenus seront confrontés aux études d'autres auteurs, afin de faire une
corrélation entre l'activité de l'huile essentielle de chaque plante et sa composition chimique. Le

travail sera cloturé par une conclusion.
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Chapitre 1 Généralités sur les huiles essentielles

1.1 Définition

Une huile essentielle (HE) est la fraction odorante volatile extraite des végétaux. C’est le
parfum concrétisé de la plante, un véritable concentré. Elle peut étre extraite de différentes parties
d’un végétale: les feuilles (ex: Eucalyptus), les fleures (ex: camomille), I’écorce (ex: la cannelle), le
bois (ex: le cédre), le zeste (ex: le citron) et bien d’autre encore: les graines, les baies, les fruits, le
bulbe...etc (Festy, 2007).

Selon Bruneton (1993), les huiles essentielles sont « des produits de composition
généralement assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et plus
ou moins modifiés au cours de la préparation ».

Selon la norme AFNOR NF T 75-006 (1987), une huile essentielle est un: « produit obtenu
a partir d'une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés
mécaniques a partir de I'épicarpe des Citrus, soit par distillation a sec. L'huile essentielle est ensuite
séparée de la phase aqueuse par des procédés physiquesy.

Et d’aprés Lubinic (2006), les huiles essentielles sont des substances végétales,

principalement des terpénes, apparentés a 1'éther, aux alcools et aux aldéhydes.

1.2 Propriétés physico-chimiques

» Les HE sont habituellement liquides a température ambiante, huileuses, odorantes et volatiles,
ce qui les différencie des huiles dites fixes (AFSSAPS, 2008).

» Leurs couleurs sont variées, beaucoup sont jaunatres ou incolores mais les couleurs peuvent
aller du jaune vert au brun rouge (Chabert, 2014).

» Leurs densité est en général inférieure a celle de I’eau (Chabert, 2014).

» Elles sont insolubles dans ’eau mais soluble dans l'alcool, dans 1'éther et dans les corps gras
(Rubin, 2004). Sauf exception comme I’HE de giroflier par exemple (Chabert, 2014).

» Elles sont composées de molécules a squelette carboné, le nombre d’atomes de carbone étant
compris entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15) (AFSSAPS, 2008).

> Leurs composition chimique est trés complexe et on les classes habituellement suivant leur
fonction principale qui peut étre éther, aldéhyde, phénol, acétone ou alcool (Rubin, 2004).

> On consiste dans la plupart des huiles essentielles la présence de terpeénes auxquels on attribue
leur trés grand pouvoir antimicrobien; elles sont par ailleurs digestives, antalgiques, stimulantes
et cardiotonique (Rubin, 2004).

> Elles sont trés altérables, sensibles a I’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a

la formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a I’abri de la lumiére et de

I’air (Bruneton, 1993).
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1.3 Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes, contenant de nombreuses espéces
chimiques appartenant au domaine de la chimie organique (Degryse et al., 2008).

On y trouve en plus des terpénes, des hydrocarbures, des esters, des lactones, des aldéhydes,
des alcools, des acides, des cétones, des phénols, des oxydes et autres (Chouitah, 2012).

Le nombre des molécules chimiquement différentes qui constituent une huile essentielle est
variable. La plupart sont poly-moléculaires, c'est-a-dire composées d’une grande diversité de
composés (jusqu’a 500 molécules différentes dans I’huile essentielle de Rose). A coté des composés
majoritaires (entre 2 et 6 généralement), on retrouve des composés minoritaires et un certain

nombre de constituants sous forme de traces (Pibiri, 2005).

L.3.1 les terpénoides

Les terpénoides renferment plus de 40 000 structures et forment la plus grande classe de
tous les métabolites connus. Ils répondent dans la plupart des cas a la formule générale (CsHs)a
(Chouitah, 2012; Fillatre, 2011).

Tous les terpénoides sont synthétisés par la condensation des unités d'isopréne (Cs) et sont
classifiées par le nombre d'unités de cing-carbone présent dans la structure de noyau (Téania et al,
2012). En raison de leurs activités biologiques et leurs propriétés physico-chimiques, les
terpénoides ont été exploitées par les humains sous forme de mélanges complexes ou sous forme de

composés plus ou moins purs depuis des périodes antiques (Bohlmann et Keeling, 2008).

L.3.1.1 les monoterpénes
Ce sont des hydrocarbures en C10. Plus de 900 monoterpénes connus se trouvent
principalement dans 3 catégories structurelles: les monoterpénes linéaires (acyclique), les

monoterpénes avec un cycle unique (monocycliques) et ceux avec deux cycles (bicycliques) (Aba
Toumnou, 2012).

1.3.1.2 Les sesquiterpénes
Ce sont des hydrocarbures en C15. Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes. Les
sesquiterpénes se divisent en plusieurs catégories structurelles, acyclique, monocyclique,

bicyclique, tricyclique, polycyclique (figure 1) (Aba Toumnou, 2012; Baser et Buchbuer, 2010).
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Fig.1: Principaux sesquiterpénes (Aba toumnou, 2012).

1.3.2 Les composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du
phénylpropane (Cs-C3), parmi lesquels se trouvent des aldéhydes (cinnamaldéhyde), des alcools
(alcool cinnamique), des phénols (chavicol, eugenol), des dérivés méthoxy (anethol, estragol) ou

methyléne dioxy (myristicine, safrol) (Fillatre, 2011).

1.3.3 Les composés d'origine diverses

Les huiles essentielles peuvent renfermer divers composés aliphatique, généralement de
faible masse moléculaire: carbure (linéaires et ramifiés, saturés ou non, rarement spécifique) acides
(Cs a Cyp), alcools, aldéhyde (octanal, décanal des citrus) ester acyclique (principalement dans les
fruits), lactones (*-décalactone).... Il n’est pas rare de trouver des produits de masses moléculaires

plus importantes: homologues des phénylpropanes, diterpénes, coumarines (Bruneton, 1993).

I.4 Facteurs de variabilité de la composition des huiles essentielles
Les huiles essentielles présentent une trés grande variabilité qui peut s’expliquer par
différents facteurs:

» L’origine géographique : par exemple on parle de HE d’origan, il s’agit-il de I’origan de Gréce
(origanum vulgare L), de I’origan d’Espagne (corydothymus capitatus L) ou I’origan de Turquie
(origanum onites L) (Bruneton, 1993).

» Influence de chimiotypes : les chimiotypes ou la race chimique permet de définir la ou les

molécules biologiquement actives présentes dans les HEs. Associée a la dénomination latine, la
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précision du chimiotype permet la compréhension précise du mode d’action des HE (Lahlou,
2004).

» L’influence du cycle végétative: pour une espéce donnée la proportion des différents
constituants d’une HE peut varier le long de son développement (Bruneton, 1993).

» L’influence des facteurs extrinséques: il s’agit 1a de [lincidence des facteurs de
’environnement et des pratiques culturales. La température, I’humidité relative, la durée totale
d’insolation, le régime hydrique et le régime des vents exercent une influence directe, surtout
chez les espéces qui possédent des structures histologiques de stockage superficielles. Lorsque
la localisation est plus profonde la qualit¢é des HE est beaucoup plus constante (Bruneton,
1993).

» L’influence du procédé d’obtention: la labilité des constituants des HE explique que la
composition du produit obtenu par hydrodistillation est le plus souvent différente de celle du
mélange de constituants initialement présent dans les organes sécréteur du végétale. Au cours
de I’hydrodistillation, I’eau, I’acidité et la température peuvent induire ’hydrolyse des esters

mais aussi des réarrangements, des isomérisations, des racémisations, des oxydations etc
(Bruneton, 1993).

L.5 Répartition et localisation

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs, les plantes
capables d’élaborer les constituants qui composent ces huiles essentielles sont connues sous le nom
de plantes aromatiques, réparties dans un nombre limité de familles, ex: Myrtacées, Lauracées,
Rutacées, Lamiacées, Astéracées, Apiacées, Cupressacées, Poacées, Zingibéracées,
Pipéracées,...etc. (Bruneton, 1993).

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux: feuilles, fleurs,
écorces, bois, racines, des rhizomes, fruits et des graines. La synthése et 1’accumulation sont
généralement associées a la présence de structures histologiques spécialisées, souvent localisées a
proximité de la surface de la plante (Mohammedi, 2006).

Les HE s’accumulent dans les cellules a essences des Lauraceae ou des Zingiberaceae, poils
sécréteurs des Lamiaceae, poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae, canaux sécréteurs des

Apiaceae ou des Asteraceae (figure 2) (Bruneton, 1993).
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Fig.2: Quelques organes sécréteurs des huiles essentielles (Ngakegni-Imbili, 2012).

1.6 Les méthodes d'extraction et d'identification des huiles essentielles

L.6.1 Méthodes d'extraction
11 existe plusieurs techniques d’extraction des produits de haute valeur présents dans les
plantes. Ces techniques peuvent étre dites conventionnelles (utilisées depuis longtemps) et

nouvelles (développées plus récemment) (Penchev, 2010).

1.6.1.1 Distillation

C’est la méthode la plus courante et la plus efficace (Gawelik, 2011). La technique
d'extraction des huiles essentielles utilisant l'entrainement des substances aromatiques grace a la
vapeur d'eau. La méthode est basée sur l'existence d'un azéotrope de température d'ébullition
inférieure aux points d'ébullition des deux composés, l'huile essentielle et I'eau, pris séparément.
Ainsi, les composés volatils et I'eau distillent simultanément & une température inférieure a 100 °C
sous pression atmosphérique normale (figure 3). En conséquence, les produits aromatiques sont

entrainés par la vapeur d'eau sans subir d'altérations majeures (Franchomme et al, 1990 in

Piochon, 2008).
|

Fig.3: Schéma d’un montage de distillation (EI haib, 2011).
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*Hydrodistillation

L’hydrodistillation consiste & immerger la matiére premiére dans un bain d’eau. L’ensemble
est porté a ébullition et I’opération est généralement conduite a pression atmosphérique (EI
kalamouni, 2010). Le matériel végétal a distiller se trouve en contact direct avec I'eau bouillante. 11
peut flotter ou étre complétement immergé selon sa densité et la quantité de matiére manipulée.
L’évaporation de l'eau dans I'alambic peut étre réalisée par chauffage direct (alambic a feu nu) ou

par injection de vapeur surchauffée (Benjilali, sd).

*Distillation par I'entrainement a la vapeur d'eau

Dans ce type de distillation, le matériel végétal ne macére pas directement dans I'eau. Il est
placé sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d'eau. La vapeur endommage la
structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles qui sont ensuite entrainées vers
le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la qualité de l'huile essentielle en
minimisant les altérations hydrolytiques: le matériel végétal ne baignant pas directement dans l'eau

bouillante (Franchomme et al., 1990 in Piochon, 2008).

*Hydrodiffusion

Cette technique relativement récente est particuliére. Elle consiste a faire passer, du haut
vers le bas (per descendum) et a pression réduite, la vapeur d'eau au travers de la matrice végétale.
L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les composés
volatils. Cependant, I'huile essentielle obtenue avec ce procédé contient des composés non volatils

ce qui lui vaut une appellation spéciale: « essence de percolation » (Franchomme et al, 1990 in
Piochon, 2008).

1.6.1.2 Extraction par les corps gras .

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement des
parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont trés sensibles a l'action de la température.
Elle met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans les corps gras. Le
principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer en essence végétale.
Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un solvant qu'on élimine sous

pression réduite (Chouitah, 2012).
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e
1.6.1.3 Extraction par micro-ondes
L’extraction assistée par micro-ondes est également une alternative aux méthodes
d’extraction conventionnelles. Elle utilise de plus petites quantités de solvant, n’est pas couteuse et
est considérablement rapide. Cependant, la température opératoire de cette technique est
relativement haute (100 — 150 °C), ce qui pose des problémes quand il s’agit de I’extraction
d’antioxydants. Les autres inconvénients de cette technique sont d’une part le rendement faible
lorsque les solutés ou les solvants sont apolaires et d’autre part le besoin de 1’étape postérieure de

filtration ou de centrifugation pour éliminer le résidu solide de I’extrait (Penchev, 2010).

1.6.1.4 Extraction par pression a Froid

Ce procédé d'extraction des HE est réservé aux zestes tels que citron, orange, mandarine ou
pamplemousse. De nos jours, on utilise un procédé utilisant des éponges naturelles. Les zestes sont
pressés a froid et 'HE (qui n'en est en fait pas vraiment une) est récupérée par les éponges. I1 suffit

alors de presser les éponges pour récupérer I'HE en la séparant de l'eau qui lui est restée attachée et

en la filtrant (Pielquin, sd).

1.6.2 Méthodes d'identification

La séparation et I’identification des constituants volatils d’un extrait présente bien moins
d’alternatives que sa préparation. En effet, la chromatographie en phase gazeuse (CPG) est la
méthode de référence dans I’analyse des huiles essentielles et des composés organiques volatiles;
elle permet ’analyse de mélanges, qui peuvent étre trés complexes, de nature et de volatilité trés
variées (El kalamouni, 2010).

1.6.2.1 La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Est une méthode séparative parmi les plus employées car elle allie rapidité et efficacité de
séparation. Elle permet d’analyser des mélanges complexes de gaz ou des composés qui peuvent
étre volatilisés sans étre décomposé (Teissier et Madet, 2004).

Elle s’applique & des échantillons gazeux ou susceptibles d’étre volatilisés par élévation de
la température, aux molécules de bas poids moléculaires (PM < 500 g mol-1) et aux composés
stables avec la température (Jacob, 2010).

L’échantillon est vaporisé et injecté au sommet de la colonne. L’élution est assurée par un

flux de gaz inerte qui sert de phase mobile (Folco et al, 1999).
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1.6.2.2 Le couplage Chromatographie phase gazeuse/Spectrométrie de masse

Dans le secteur particulier des huiles essentielles, le couplage CPG/SM est, aujourd’hui, la
technique de référence. Il s’agit d’un mode d’ionisation plus doux que I’impact électronique dans
lequel il est recherché des réactions ions-molécules entre les molécules de I’échantillon en phase
gazeuse et les ions d’un plasma obtenus a partir d’'un gaz réactant. La réaction plasma/molécule
produit des ions positifs ou négatifs qui sont repérés sur des spectres de masse. L’ionisation peut se
faire par transfert de proton, réactions d’association ou formation d’adduits, perte ou abstraction
d’un hydrure ou échange de charge. La contribution a chacune de ces réactions d’ionisation dépend
de la nature de la substance a analyser et du gaz réactant. La faible quantité d’énergie transférée lors

de I’ionisation limite les fragmentations et permet ainsi une meilleure différenciation des isomeres
(Muselli, 2007).

1.7 Réle, utilisation et importance

L.7.1 Réle des huiles essentielles chez la plante

Les huiles essentielles jouent un role important dans la protection des plantes a cause de
leurs activités antibactériennes, antiviral, antifongique, insecticides et également contre des
herbivores. Elles peuvent également attirer quelques insectes pour favoriser la dispersion de pollen

et des graines, ou repousser autres indésirables (Bakkali ef al., 2008).

1.7.2 Utilisation et Importance
Outre I’emploi strictement médical des huiles essentielles, celle-ci sont utilisées dans de

nombreux domaines tels que la parfumerie, la cosmétologie, 1’agro-alimentaire et I’industrie
chimique (Chouitah, 2012).
Les huiles essentielles interviennent dans la fabrication:

= Des produits alimentaires: jus de fruits, crémes glacées, bonbons, etc.

= De tabac pour cigarette,

= Des produits d’hygiene et de beauté,

= Des parfums, la désinfection des locaux (elles sont antiseptiques),

= Des colles et vernis dans I’industrie chimique (Chouitah, 2012).
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1.7.2.1 Domaine pharmacologique

Les propriétés pharmacologiques des HE conférent une utilisation médicale (Couderc,
2001). Elles agissent surtout par l'intermédiaire de l'odorat ou du contact avec la peau et les
muqueuses par onction, application de compresses ou bains, mais certaines conviennent aussi a
l'usage interne.

Les huiles essentielles sont des: Anti-infectieuses, régulatrices du systéme nerveux,

Drainantes respiratoires, Cicatrisantes (Mayer, 2012) et Anti-inflammatoires (Piochon, 2008).

1.7.2.2 Domaine cosmétique
C'est le principal débouché des huiles essentielles. La cosmétologie et le secteur des produits
d'hygiéne sont aussi consommateurs, méme si le cout élevé des produits naturels conduit a
privilégier parfois les produits synthétiques. Elles sont intégrées dans des analgésiques pour la peau,
les produits solaires ainsi que de nombreux produit d'ambiance comme les liquides pour pots-
pourris (Couderc, 2001).
Les huiles essentielles appliquées directement sur la peau, elles fortifient les tissus,
maintiennent leur souplesse et éclairent le teint. Certaines huiles essentielles riches en antioxydants,

favorisent le renouvelement des cellules retardant ainsi le vieillissement cellulaire (Buronzo, 2008).

1.7.2.3 Domaine alimentaire

Les études faites a travers le monde, montrent que les huiles essentielles peuvent étre
ajoutées a peu pres a tous les aliments (Caillet et Lacroix, 2007). L’utilisation d’huiles essentielles
dans les préparations culinaires est plus anecdotique. Cependant, on constate que 1’on trouve depuis
de nombreuses années des produits alimentaires industriels contenant des huiles essentielles et que
de plus de livres de cuisine proposent de les utiliser, en faible quantité, pour relever certains plats:
assaisonnement a I’huile végétale additionnée d’huile essentielles (thym, basilic, romarin, origan,
...) et parfum de desserts (huile essentielle d’agrumes, vanille,...) (Degryse et al, 2008). Ainsi que
leur utilisation dans: les boissons non alcooliques, les confiseries, les produits laitiers ou carnés, les
soupes, les sauces, les snacks, les boulangeries, ainsi que la nutrition animale (Coudere, 2001). Les
huiles essentielles sont le plus souvent utilisées pour aromatiser les aliments (AFSSPS, 2008).

En cuisine, les huiles essentielles permettent de remplacer les herbes fraiches lorsqu’elles ne

sont pas disponibles tout en apportant aux recettes leurs vertus médicinales (Buronzo, 2008).
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1.8 La toxicité des huiles essentielles

Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles riches en
cinnamaldéhyde) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des furocoumarines. D'autres huiles
essentielles ont un effet neurotoxique. (Piochon, 2008).

En regle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigué faible ou tres faible par voie
orale: une DLso comprise entre 2 et 5 g/kg pour la majorité des huiles couramment utilisées (anis,
eucalyptus, girofle, etc.) ou le plus fréquemment supérieure a 5 g/kg (camomille, citronnelle,
lavande, marjolaine, vétiver, etc.); d'autres ont une DLs inférieure a 1g/kg: I'huile essentielle de
boldo (0.13 g/kg); l'essence de moutarde (0.34 g/kg); les essences d'origan et de la sarriette (1.37
g/kg); les huiles essentielles du basilic, de I'estragon et de I'hysope (1.5 ml/kg). Tandis que la

toxicité chronique est assez mal connue (Buckle, 2003).
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IL.1 Activité antioxydante
II.1.1 Espéces réactives de I'oxygéne (ERO)
I1.1.1.1 Définition

Les "espéces réactives de ’oxygeéne" (ROS, de I’anglais Reactive Oxygen Species) sont des
dérivés de I’oxygéne dont certains électrons se trouvent dans un état énergétique excité, donc tres
réactionnel, certains de ces dérivés portent un €lectron non apparié (radicaux libres) (Mercan,
2010).

I1.1.1.2 Les principales espéces réactives d’oxygéne

Les espéces réactives oxygénées (ERO) incluant les radicaux libres comme le radical
hydroxyl (OH), le radical superoxyde (O5) et sa forme protonnée (HO?), le radical peroxyl (ROO")
et les espéces non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H,0,), ’'oxygéne singulet (‘O,),
Acide hypochlorique HOCI et Peroxynitrite NOO (Tableau 1) (Baser et Buchbuer, 2010). Il ne
faut pas penser que tous les radicaux de l'oxygeéne sont extrémement réactifs, cette réactivité étant
trés variable selon la nature du radical (Favier, 2003).
Tableau 1: Principales espéces oxygénées réactives générées dans les systémes biologiques
(Baser et Buchbuer, 2010).

Nom Symbole
Especes radicalaires

Anion superoxyde Oy

Radical hydroxyle OH-

Monoxyde d’azote NO-

le radical peroxyl ROO-
Espéces non radicalaires

Peroxyde d’hydrogéne H,O,

Acide hypochlorique HO Cl

Oxygeéne singulier '0,

Peroxynitrite NOO
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I1.1.1.3 Les sources des ERO

Les ERO peuvent étre produites par toute réaction impliquant de 1'0,. Les sources

principales des ERO sont (tableau 2):

Tableau 2: Principales sources de production des radicaux libres (Pastre, 2005).

Sources endogénes e Production de radicaux libres lors des
respirations

e oxydatives (mitochondries)

e Cellules phagocytaires

e Meétabolisme de I’acide
arachidonique

e Systéme xanthine/Xanthine oxydase

Sources exogénes e Rayonnement électromagnétique
e Métaux de transition
e Pesticides

e Meédicaments...

I1.1.1.4 Conséquences des espéces réactives de I’oxygéne

La production excessive des especes réactives de 1’oxygeéne provoque des lésions directes de
molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides) (figure 5) (Wang et al,
2010) mais aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites
libérés notamment lors de l'oxydation des lipides (Favier, 2003; Pincemail et al., 1999).

L'organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux par production d'anticorps, qui
malheureusement peuvent aussi €tre des auto-anticorps créant une troisieme vague d'attaque
chimique (Favier, 2003).
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Fig.4 : Dégits des radicaux libres (Tacchini, sd).
I1.1.2 Le stress oxydant

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d'un déséquilibre entre
la production des espéces réactives de I’oxygene et la destruction par des systémes de défenses anti-
oxydantes. Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le
métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles: protéines, lipides et acides nucléiques.
Les radicaux libres sont une forme particuliére d'espéces chimiques (atomes ou molécules) qui
possédent un électron célibataire (ou non apparie) (Hamadi, 2010; Barouki ,2006; Defraigne et
Pincemail, 2007).

II .2 Le systéme antioxydant

IL.2.1 Définition
Les antioxydants sont des substances qui, lorsqu’elles sont présentes a une concentration

faible par rapport a un substrat oxydable, retardent de fagon significative ou empéchent 1’oxydation
du substrat (Mercan, 2010).



.

I1.2.2 Type des systéemes de défense antioxydant

Les cellules possédent des mécanismes de défense qui utilisent de nombreuses stratégies
anti-oxydantes et consomment beaucoup d’énergie pour contrdler leurs niveaux d’espéces réactives
de I'oxygéne (Figure 9) (Gill et Tuteja, 2010). Les défenses antioxydantes peuvent se diviser en
systémes enzymatiques et systémes non enzymatiques (Wang et al., 2010).

Stress abiotique

Cu*Y/Fe™?
Haber Weiss Cycle

OH"

A
F

% 0, + H,0 H,0 + GSSG

Fig.5: les ERO et le systéme antioxydant (Gill et Tuteja, 2010).
I1.2.2.1 Antioxydants enzymatiques

A- Superoxide dismutase (SOD)
Le superoxyde dismutase est l'enzyme antioxydante la plus importante dans la défense

contre le stress oxydatif; est une metalloenzyme qui dismute l'anion superoxyde en oxygene
moléculaire et peroxyde d'hydrogéne (Hamadi, 2010).
I1 existe trois différentes classes de SOD, catalysant toutes la méme réaction. La SOD a

cuivre et a zinc (Cu, Zn SOD), la SOD a fer (FeSOD), Et la SOD a manganése (MnSOD) (Zhiri,
2006).

B- Catalase

La catalase est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde d'’hydrogene
produit dans les conditions physiologiques.
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C’est un tétrameére dont chaque unité porte une molécule d'héme et une molécule de
NADPH. La fixation du NADPH sur la catalase augmente son efficacité et le protége contre
l'inactivation (Gill et Tuteja, 2010). Elle est principalement située dans les peroxysomes de tous les
types cellulaires de mammiféres ou H,O; est généré par les différentes oxydases. Cette enzyme est

présente dans les cellules de presque tous les organismes vivants, c'est-a-dire les bactéries, les champignons,

les plantes et les animaux (Haleng et al., 2007).

C- Glutathionne-S-transférase (GST)

Le glutathion S-transférase est une famille des enzymes multifactorielles présentes chez tous
les organismes. La glutathion-S-transférases (GST) est un systéme trés important dans la protection
de la cellule contre les especes réactives de l'oxygene, par sa capacité de conjuguer le glutathion

avec les composés électrophiles et la réduction des peroxydes (Gill et Tuteja, 2010).

I1.2.2.2 Antioxydants non enzymatiques

Certaines substances ont la propriété de piéger et de détruire les espéces réactives de
I’oxygeéne. Il s’agit de composés facilement oxydables présents dans le cytoplasme (glutathion,
acide ascorbique) ou dans les membranes cellulaires (alpha-tocophérol, caroténoides) (Haleng et
al., 2007).

A- Vitamine E

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols (a, B, 8, y). Le caractére
hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la membrane
cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un role protecteur en empéchant la propagation de la

peroxydation lipidique induite par un stress oxydant (Biihrer et al, 2011).

B- Vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C (acide ascorbique) n’est pas synthétisée par 1’organisme. Elle est
hydrosoluble a la concentration physiologique. Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique,
elle prend une forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un role essentiel dans la

régénération de la vitamine E oxydée (Blog, 2006).

C- Glutathion
Le Glutathion est le principal agent responsable de la bonne santé¢ du corps. Produite
naturellement dans le corps (Gutman, 2000).
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C’est un tripeptide, dont les propriétés réductrices et nucléophiles jouent un réle majeur dans
la protection contre les altérations oxydantes des lipides, des protéines et des acides nucléiques
(Hamadi, 2010).

En situation de stress oxydant, son role protecteur et détoxifiant réside principalement dans
sa fonction de co-substrat des glutathion peroxydases. Mais il fait aussi 1’objet d’interactions
synergiques avec d’autres composants du systéme de protection antioxydante tels que la vit C, la vit

E et les superoxydes dismutases ( Hamadi, 2010).
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oxygéne *1“2“"" acide urique, l it C, GSH
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fig.6: Especes réactives oxygénées et systémes de protection permettant de limiter leur effet toxique
(Pincemail et al, 1999).

D- Les composés phénoliques

L'appellation polyphénols ou composés phénoliques regroupe un vaste ensemble de plus de
8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point
commun: la présence dans leur structure d'au moins un cycle aromatique a 6 atome de carbone, lui-
méme porteur d'un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle ez al., 2004).

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans le régime alimentaire. Leurs
principales sources alimentaires sont les fruits, les légumes, les céréales, le chocolat, les boissons

d'origine végétale tels que les jus de fruits, le thé, le café et bien d’autres (Scalbert et al, 2005).

D- Oligoéléments

Les oligoéléments servent de cofacteurs aux enzymes antioxydantes, ont aussi des propriétés
antioxydantes. Des métaux tels que le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn) et dans certains
micro-organismes le nickel (Ni) et le fer (Fe), jouent un réle important en tant que catalyseur de la
SOD. De la méme fagon le sélénium (Se) et le fer (Fe) qui sont les éléments catalyseurs de la GPx

et la catalase, respectivement (De moffarts et al., 2005).
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E- Les huiles essentielles
Les composés chimiques retrouvés dans les huiles essentielles responsables de 1’odeur de
celles-ci sont des substances actives (terpénes, alcools, aldéhydes) dotées de propriétés

antioxydantes et antibactériennes (Nguemtchouin, 2012).

I1.2.3 Modes d’action des antioxydants

Dans I’organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydante dont les
mécanismes d’action sont différents (Tableau 3).

Tableau 3: Principaux modes d’action de quelques antioxydants (Pastre, 2005).

Nature Mode d’action

Défenses non Vitamine E

enzymatiques Vitamine C

Béta caroténe Fixation des métaux de transition

Ubiquinone,acide urique...

Défenses Superoxyde dismutase Catalyse la dismutation de
enzymatiques ’anion superoxyde
Catalase Métabolise H202

Action réductrice sur H202 et

Glutathion peroxydase hydroperoxydation

I1.2.4 Les principales sources d’antioxydants

A- Les médicaments
Certains médicaments (exemple du probucol (lurselle) fait diminuer le taux du cholestérol
dans le sang et, la N- acétylcystéine agit dans la régénération du glutathion en pénétrant les cellules.
Les propriétés de la glutathionne ont été reconnues lors d’études sur les phospholipides des
feuilles de certains végétaux. En effet les thiols sont beaucoup plus actifs que les hydrocarbures, les

alcools ou les phénols comme agents de capture radicalaire (Muanda, 2010).

B- Les vitamines
» La vitamine C: En régle générale, C est abondante dans les végétaux a chlorophylle et
caroténoides (légumes: chou-fleur, brocoli, poivron, pomme de terre et le persil, salades, et

fruits: groseilles, fraises, citron, oranges, kiwis) (Blog, 2006).
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» La vitamine E: 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
(Muanda, 2010).

» B-caroténe: Il est présent dans les légumes verts, la salade, les carottes, ’abricot, le melon, les

épinards, la papaye (Muanda, 2010).

C- Les antioxydants naturels
Ils sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce sont des composés
phénoliques et des huiles essentielles (Muanda, 2010). Ils constituent une source importante

d’antioxydants (Aouissa, 2002).
I1.2.5 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

I1.2.5.1 Réduction du DPPH (2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl)

Une méthode rapide, simple et peu colteuse pour mesurer la capacité antioxydante des
substances comporte 'utilisation du radical libre, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Prakash
et al., sd). Ce test, largement utilisé; il permet de comparer un grand nombre de composés. Les
résultats peuvent étre exprimés en pourcentage de réduction de DPPHe, pour une concentration en

antioxydant donnée et un temps donné (Portes, 2008).

O-N

1 HOR

1 1 -IDaphényl 2 -peacryvibhydensyvi CDPPHYD (DPPH H

violet jaune

Fig.7: Forme libre et réduite du DPPH (Prakash et al, sd ).

I1.2.5.2 Pouvoir réducteur

Cette technique a été développée pour mesurer la capacité du plasma a réduire le fer ferrique
(Fe*") en fer ferreux (Fe’"). En effet le Fe’* participe a la formation du radical hydroxyle par la
réaction de Fenton. Le Fe?* & un pH faible forme un complexe avec la 2, 4,6-tris (2-pyridyl)-1, 3,5-

s-triazine de couleur bleue qui a une absorption maximale & 700 nm. Ainsi, la formation de ce
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complexe indiquera un pouvoir réducteur et déterminera la capacité d’un composé a se comporter
comme un antioxydant.

Les valeurs sont obtenues par comparaison de I’absorbance a 700 nm du mélange
réactionnel contenant 1’échantillon a tester avec celle d’'un mélange réactionnel contenant une

concentration connue en Fe* (Pulido et al, 2000).

IL.3 Activité antibactérienne
Plusieurs études ont montré que les huiles essentielles sont capables de s’attaquer aux
microbes les plus puissants, comme le staphylocoque, le bacille de koch (tuberculose) ou le bacille

typhique (typhoide) (Buronzo, 2008).

I1.3.1 Définition d’un antibiotique

Un antibiotique est une substance antimicrobienne d’origine biologique, c'est-a-dire produite
par un microorganisme (champignon microscopique et bactérie) ou de synthése chimique et qui est
capable d’inhiber la multiplication ou de détruire d’autres microorganismes (Boulahbal, 1993;
Favet, 2014; Archambaud, 2009).

I1.3.2 Modes d’action antibactérienne des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédent plusieurs modes d’action sur les différentes souches de
bactéries, mais d’une maniére générale leur action se déroule en trois phases:
- attaque de la paroi bactérienne par I’huile essentielle, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires (Eberlin, 1994).
- acidification de Dintérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire et la
synthése des composants de structure.

- destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie (Caillet et Lacroix, 2007).
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Fig.8 : Structures de la membrane et de la paroi de peptidoglycane chez les bactéries Gram+/Gram-

(Malecky, 2007).

I1.3.3 Méthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne
La majorité des recherches se fait par 'une des trois méthodes suivantes: méthode de

I’aromatogramme, méthode de microatmospheres et la méthode de dilution.

I1.3.3.1 Méthode de ’aromatogramme

C’est la méthode utilisé dans notre travail (page 31). Elle consiste & mesurer in vitro le
pouvoir antibactérien des huiles essentielles. Différents types d’aromatogrammes, en milieu solide,
liquide ou gazeux, sont exploitables. Cependant, en pratique quotidienne, c’est le milieu solide qui
est le plus simple et le plus facilement reproductible (Zhiri, 2006).

La limite de ces tests est bien str celle de I’in vitro. L’aromatogramme représente cependant
un point de repére essentiel puisque cette technique est identique a celle utilisée pour mesurer
I’activité bactéricide des antibiotiques (Zhiri, 2006), généralement cette méthode est employée
comme contrdle préliminaire pour activité antibactérienne avant des études plus détaillées (Burt,

2004), Et repose sur le pouvoir migratoire des substances sur le milieu gélosé¢ (Ouelhadj et al, sd).

I1.3.3.2 Méthode de microatmosphéres

Cette méthode est rarement citée. C’est une technique d’étude en phase vapeur, son principe
est d’ensemencer une boite de Pétri avec les germes testées, tandis que 1’on dépose quelques gouttes
d’HE sur un papier filtre au fond et au centre du couvercle. La boite est incubée couvercle en bas. 11
se produit une évaporation des substances volatiles et on lit aprés incubation, la croissance des

germes ou I’inhibition de leur croissance (Rhayour, 2002).
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La différence entre cette méthode et I’aromatogramme réside principalement dans la
position du disque imprégne. Ce dernier est dépose au centre du couvercle de la boite Pétri,
renversée pendant la durée de ’expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le milieu gélose
(Boukhatem et al., 2014).

I1.3.3.3 Méthode de dilution :
La méthode par dilution & pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrices
(CMI). Elle consiste a déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire

pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Derwich et al, 2010).
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II1.1 Pistacia lentiscus
I11.1.1 Description

Pistacia lentiscus est un arbrisseau thermophile de 1 a 3 métres, appartenant a la famille des
Anacardiacées. Il est vivace, ramifié, a petites feuilles elliptiques et coriaces, a fleurs rougeatres
en grappes et a fruits ronds, lumineux et rouges qui noircissent en mirissant. Originaire du bassin
méditerranéen, le lentisque pousse a 1'état sauvage dans la garrigue et sur les sols en friche. On le
cultive pour sa résine a odeur forte, que I'on récolte, aprés incision de l'écorce, en été et en automne
(Benhammou et al, 2008; Gardeli et al., 2008; Longo et al., 2007; Palacio et al, 2005; Castola
et al., 1999; Delili, 2007).

I11.1.2 Classification

La classification qu'occupe Pistacia lentiscus dans la systématique est la suivante:

» Embranchement: Spermatophytes.

» Sous —embranchement: Angiospermes.

» Classe: Magnoliopsida-Dicotylédones.
» Ordre: Sapindales.

» Famille: Anacardiaceae.

» Genre: Pistacia.

» Espéce Pistacia lentiscus L.

Noms vernaculaire: ~ -Anglais: Chios mastic tree.

-Frangais: Lentisque.
-Arabe: skl

II1.1.3 Utilisation médicinale

Le Pistacia lentiscus a une longue tradition dans la médecine folklorique depuis les Grecs
anciens. La partie aérienne a été traditionnellement employée comme stimulant, pour ses propriétés
diurétiques, et pour traiter 1’hypertension, les toux, les gorges endolories, l'eczéma, les maux
d'estomac, les pierres de rein et pour soigner la diarrhée (Benhammou et al, 2008; Larousse,
2001; Delili, 2007). L’huile essentielle de Pistacia lentiscus est intensivement employée dans

I’industrie pharmaceutique (Longo et al., 2007).
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IIL.2 Myrtus communis

I11.2.1 Description

C’est un arbuste aromatique appartenant a la famille des Myrtacées de la région
méditerranéenne de 1 a 3 métres de haut a écorce rousse, des feuilles persistantes, vert foncé, ovale
et coriaces. Des fleurs odorantes, qui sont de couleur blanches, des fruits, ovoides et charnus, sont
noir bleuatre. Ce sont les feuilles qui ont un intérét thérapeutique. L’huile essentielle du Myrte est a
base d'alpha-pinéne, de cinéol et de myrténol (Larousse, 2001; Carlo et al., 2006; Ghasemi et al,
2011; Gardeli et al, 2008; Cakir, 2004; Aidi Wannes et al, 2010; Barboni et al, 2010;
Beloued, 2009; Girre, 2006; Ledru, 2001). Les fruits de la plante apparaissent a partir de
novembre a décembre (Barboni et al, 2010; Delili, 2007).

I11.2.2 Classification
La classification qu'occupe Myrtus communis dans la systématique est la suivante:
» Embranchement: Spermaphytes
» Sous —embranchement: Angiospermes
» Classe: Dicotylédones
» Ordre: Myrtales
» Famille: Myrtaceae
» Genre: Myrtus
» Espéce:
Noms vernaculaire:  -Anglais: Common Myrtle

-Frangais: Myrte commun

-Arabe: Olag

I11.2.3 Utilisation médicinale

Les feuilles de myrte sont astringentes, toniques et antiseptiques. Une infusion a partir des
feuilles sert, en usage externe, a guérir les blessures et les ulcéres ou, en usage interne, a soigner les
troubles digestifs et urinaires. L'huile essentielle de myrte est antiseptique, expectorante, et utilisée
en cas d'affections respiratoires (Larousse, 2001; Beloued, 2009; Girre, 2006). Il est
traditionnellement employé comme désinfectante et agent hypoglycémique (Gardeli et al., 2008).
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IV.1 Matériel végétal

IV.1.1 Echantillonnage

Les feuilles des deux plantes ont été récoltées dans la région de Chahna (Elkalaa) qui se

situe au sud de la wilaya de Jijel (figure 9 et 10). La récolte était entreprise manuellement, d’une

maniére aléatoire, au mois d’avril de I’année en cours.

WILAY A

DE
SKIKDA

“ WILAY A

WILAY A DE
DE MILA
BEJAIA SETIF

Fig.9: Carte géographique de la région de Chahna (www.google.com).

Communes limitrophes de Chahna

Ouadjana Taher, Chekfa Bordj Tahar
Quadjana ¢« Boucif Quled Askeur
Djimla Wilaya de Mila Boucif Ouled Askeur

Fig.10: Localités de la commune de Chahna (Wikipedia, 2012).

L’échantillonnage a été fait aprés la disparition de la rosée du matin, a une altitude indiquée
dans le tableau 4.

Tableau 4: Altitude de la région de récolte.

Espéce Altitude(m)
Myrtus communis 110
Pistacia lentiscus 112
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IV.1.2 Séchage et stockage
Les feuilles, fraichement récoltées, sont séchées a I’ombre pendant environ 8 jours.

Devenues séches, elles sont récupérées dans des sacs propres pour servir ultérieurement a

I’extraction de I’huile essentielle.

IV.1.3 Extraction de ’huile essentielle

» Description du dispositif d’extraction

L’appareil utilisé pour 1’hydrodistillation est de type Clevenger, il est constitué d’un chauffe
ballon qui permet la distribution homogéne de la chaleur dans le ballon, un ballon en verre pyrex
ou l’on place les feuilles séchées et I’eau distillée, une colonne de condensation de la vapeur
(réfrigérant) qui vient de I’échauffement du ballon, un collecteur en verre pyrex également qui

regoit les extraits de la distillation (figure 11).

Réfrigérateur

Entrée d’eau
Colonne

Sortie d’eau

Ballon contenant la
matiere végétale

Chauffe ballon

Fig.11: Dispositif d'extraction des huiles essentielles (Clévenger).

Laboratoire d’écotoxicologie université de Jijel

» Procédé d’extraction

100g de feuilles seches de chaque plantes, sont mis dans un ballon de 21 contenant 11 d’eau
distillé, I’ensemble est porté a ébullition pendant 02 heures. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle, en traversant le réfrigérant, se condensent et chutent dans une ampoule a décanter.

Apreés repos, ils se forment deux couches bien distinctes en fonction de leurs densités, la

couche supérieure représente la couche huileuse.
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IV.1.4 Détermination du rendement d’extraction

Selon la norme AFNOR (1987), le rendement en huile essentielle (RHE) est défini comme
étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue aprés I’extraction (M') et la masse de la
matiére végétale utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est donné par la

formule suivante:

(%)=M’M*100

RHE: rendement en huile essentielle des feuilles séches;
M': masse d’huile essentielle en gramme a partir des feuilles;

M: masse de la matiére végétale séche utilisée en gramme.
IV.1.5 Conservation des huiles essentielles obtenues

Les huiles essentielles obtenues sont mises dans des tubes en verre bien fermés a 1’obscurité
pour les préserver de I’air, et de la lumié¢re (agents de dégradation). L’ensemble est conservé dans

un réfrigérateur a 4°C.

IV.1.6 Analyse des huiles essentielles par chromatographie en phase gazeuse-CPG-

La chromatographie en phase gazeuse s'applique a des échantillons gazeux ou susceptibles
d'étres vaporisés sans la décomposition dans l'injecteur. La phase mobile est alors un gaz (hélium,
azote, argon ou hydrogéne), appelé gaz vecteur qui balaie en permanence la colonne. Cette derniére
placée dans un four thermo staté, est un tube de faible section enroulé sur lui-méme et contenant la
phase stationnaire. Un grand choix des détecteurs permet l'analyse sélective et parfois
l'identification de mélange trés complexe comme dans le cas des huiles essentielles.

Si la phase stationnaire est un liquide non ou peu volatil, possédant des propriétés de solvant
vis-a-vis des composés a séparer, on parle de chromatographie gaz-liquide ou chromatographie de
partage; si la phase stationnaire est un solide adsorbant (silice, alumine,...), c'est la
chromatographie gaz-solide ou chromatographie d'adsorption (Satrani et al., 2005).

L’analyse des HE obtenues est caractérisée par un chromatographe type GCMS d'un détecteur
relative et d'un injecteur split/splitless. La colonne utilisée est de type SE-30 de 25 cm long et de
0.25 mm de diamétre intérieur. La phase stationnaire a une granulométrie de 0.25 m. le gaz vecteur
est I'Hélium (He) avec un débit de 0.77 ml/min, vitesse linéaire de 35.0 cm/sec et une pression de
24.4 Kpa et avec le rapport fondu 20.0. Le temps de coupe dissolvant est 2.00 min et la vitesse de
balayage est 625.Les conditions d'analyse sont:

¢ Température de l'injecteur : 250.00°C
% Température de four de la colonne : 55.00°C
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% Température d'ion source : 200.00°C
¢ Température d'interface : 250.00°C
¢ Gradient de température : 55 & 120°C a 3°C/min et de 120 a 180°C a 5°C/min.

IV.1.7 Evaluation de activité antioxydante in vitro

L’activité antioxydante in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du
radical DPPHe et la méthode de pouvoir réducteur. Le pouvoir antioxydant de I’huile essentielle
testée a été estimé par comparaison avec un antioxydant naturel (a-tocophérol). Tous les tests ont

été réalisés avec 3 répétitions pour chaque concentration.

= Préparation des dilutions des huiles essentielles des deux espéces

En se basant sur des essais préalables, une gamme de dilutions de concentrations allant de
100pg/ml a 1000pg/ml a été préparée (figure 12).

4 )
100 mg de HE + 10 ml de méthanol

Solution A 10
mg/ml

Imi 0.8ml 0.6ml 0.4ml 0.2ml 0.1ml

9ml 9.2ml
L)
1000pug/ml 800pug/ml 600pg/ml 400ug/ml 200pg/ml 100pg/ml

. W

Fig.12: Préparation des dilutions de I’huile essentielle des deux espéces.

9.4ml 9.6ml 9.8ml 9.9ml

|

k| |
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IV.1.7.1. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH-

* Principe
La capacité de donation des €lectrons par les huiles essentielles est mise en évidence par une
méthode spectrophotométrique, en suivant la disparition de la couleur violette d’une solution

méthanolique contenant le radical libre DPPHe (1,1-Diphenyl-2-picryhydrazyl).

* Mode opératoire
L’activité antiradicalaire de I’huile essentielle des deux plantes a été¢ mesurée par la méthode
décrite par Chua et al, (2008). Cent microlitres (100ul) de différentes dilutions d’huiles
essentielles (200 pg/ml, 400 pg/ml, 800 pg/ml, 1000 pg/ml) ont été mélangés avec 2.9ml de la
solution méthanolique du DPPH« (0.004%) dans des tubes a essai secs. Apres 30min d'incubation a
une température ambiante et a I’obscurité, I'absorbance a été mesurée a 510nm.
Le controle négatif est composé de 100 pl de méthanol et de 2.9ml de la solution de DPPHe.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard (1’alpha tocophérol).

= Expression des résultats
L'activité antiradicalaire est exprimée par le pouvoir de réduction de la solution
méthanolique du DPPHe (Athamena et al., 2010; Mohammedi et Atik, 2011).

Le pouvoir de réduction est déterminé en appliquant la formule suivante:

PR: pouvoir de la réduction en %;

Ae: absorbance de la solution de DPPHe« en présence de I’huile essentielle ou de la vitamine E;

Ac: absorbance de la solution de DPPHe en absence de I’huile essentielle et de la vitamine E
(blanc).

IV.1.7.2 Méthode de pouvoir réducteur

= Principe
Le pouvoir réducteur est basé sur la réduction des ions de fer ferrique [Fe (CN) 6] en ions
de fer ferreux [Fe (CN)s]* et qui est donné par I’absorbance de I’échantillon a une longueur d’ondes
de 700 nm (Oyaizu 1986).
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* Mode opératoire

1 ml de chaque solution de HE et de I’a tocophérol, a des concentrations de 200 ,400 ,800
,1000 pl/ml ont été introduits a I’aide d’une pipette dans des tubes a essai, suivis de ’addition de
1 ml d’une solution ferricyanure de potassium (Kj3Fe, 1%), 1 ml de solution tampon phosphate
(PH=6.6 C=0.2M). Les solutions ont été agit¢ immédiatement et bien mélangées, puis ils sont
maintenus dans un bain marie pendant 20 minutes a une température de 50 °C.

Ensuite, on ajoute 1 ml de I’acide trichloracétique (TCA 10%). 1.5 ml de chaque tube a été
prélevé et introduit dans d’autres tubes a essai et I’on ajoute 1.5 ml de I’eau distillé, 150ul de
solution de chlorure ferrique (FeCls, 0.1 %). L’évolution de I’activité antioxydante des HE est
comparée par rapport a ’a tocophérol (vitamine E) et cela en tragant une courbe d’étalonnage.

L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 700 nm contre un blanc.
IV.1.8 Evaluation de L’activité antibactérienne

1V.1.8.1 Méthode d’aromatogramme

L'évaluation de l'activité antibactérienne de I’huile essentielle des deux espéces est réalisée
d’abord par la méthode de diffusion des disques (méthode d’aromatogramme), en raison de sa
simplicité et son efficacité pour tester la sensibilité des bactéries (Boukhatem et al, 2014 et Burt,
2004).

* Choix des bactéries
Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries pathogénes a Gram
négatif Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae provenant de ’hdpital de Constantine.
¢ E. coli est un bacille a Gram négatif mobiles avec ciliature péritriche poussant sur des milieux
de culture ordinaires, aérobies-anaérobies facultatifs, fermentant le glucose avec ou sans
production de gaz, réduisant les nitrates en nitrites (Wikipidia, 2013). Elle appartient a la
famille des Enterobacteriaceae (Hart et Shears, 2002), hote normale du tube digestif de
I’homme et des animaux (Chakou et al., 2007), responsable des infections urinaires, septicémie
méningite du nourrisson, de plaies opératoires et gastro-entérites (Hart et Shears, 2002).
% Klebsiella pneumoniae genre de la famille des entérobactéries, elle est la plus fréquente des
bactéries a Gram négatif impliquée dans les cas de pneumonies nosocomiales (dont le taux de

mortalité atteint souvent environ 50 %) (Li et al., 2004).
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®* Choix des milieux de culture
Le milieu de culture utilisé pour étudier I’activité antibactérienne est 1’Agar de Muller

Hinton (AMH) parce que c’est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents

antibactériens.

* Enrichissement des bactéries
Une aliquote bactérienne (Escherichia Coli et Klebsiella pneumoniae) est mise en culture dans

des tubes a essais contenant 5 ml de boillon nutritif, ces derniers sont ensuite incubés a 1’étuve
pendants 24 h a 37° C.

*  Préparation des disques
Les disques sont fabriqués a partir du papier Wattman, avec un diameétre de 6 mm. A I'aide
d’un perforateur. Ensuite, ces disques sont placés dans un tube a essais et stérilisés a I’autoclave

pendant 20 minutes a 120C°, puis stockés a une température ambiante dans un tube a essai

hermétiquement fermé.

= Préparation des boites de Pétri
La gélose de Muller-Hinton stérile préte a I’usage a été coulée dans des boites de pétrie
stériles. L’épaisseur de la gélose est de 4-5 mm répartie uniformément dans les boites, ces derniers

sont placées a coté du bec bunsen jusqu’a la solidification de la gélose.

* Ensemencement des souches
L’ensemencement consiste a prélever quelques gouttes de suspension fraichement préparée

par une pipette pasteur stérile puis 1’étaler sur la totalité de la surface gélosée.

=  Dépot des disques
Dans des conditions aseptiques et a I’aide d’une pince stérile, des disques du papier
Wattman imbibé par 20 pl de I’huile essentielle de chaque plantes a différentes concentrations
(200pg/ml, 400pg/ml, 800ug/ml, 1000pg/ml et I’huile pur) sont déposés sur la gélose,
précédemment inoculé avec le microorganisme choisi. Les boites sont maintenues a 4C° pendant
1 heur pour assurer une bonne diffusion de I’extrait dans la gélose.
Le disque d’antibiotique, utilisé pour les essais de diffusion par disque est 1’amoxicilline qui

représente notre test positif. Aussi, la solubilisation des HE est effectuée dans du méthanol.
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* Incubation des boites

Les boites sont ensuite incubées a 1’étuve pendant 17-24h a 37C°.

= Lecture

La lecture des résultats s’effectuant par mesure des diameétres d’inhibitions autour des

disques.

* Détermination de CMI en milieu solide

Le paramétre le plus souvent utilisé pour évaluer I’effet d’un antibiotique est sans conteste la
concentration minimale inhibitrice ou CMI. Cette concentration correspond a la concentration
minimale d’antibiotique qui inhibe la croissance visible du germe. Cette valeur correspond:
-a une notion macroscopique, d’ou une lecture trés simple;
-a un germe particulier.

On ne saurait donc parler d’une seule CMI pour un antibiotique mais de toute une série de
CMI selon un panel de germes testés, choisis parmi les plus représentatifs. La CMI est un parametre
de I’effet bactériostatique de 1’antibiotique, puisque I’effet analysé concerne la croissance. Un

antibiotique est d’autant plus intéressant que sa CMI est basse (Eberlin, 1994).
IV.2 Evaluation de I’effet protecteur des HE contre la toxicité du Pb

IV.2.1 Matériel animal
L’étude expérimentale a été réalisée sur des rats femelles blancs (Albinos wistar). Ce sont

des mammiféres nocturnes de I’ordre de rongeurs fréquemment utilisés dans les recherches.

IV.2.2 Elevage des rats

Des rats provenant de I’institut Pasteur d’Alger avec un poids de 200+£10 g ont été utilisés.
Les animaux sont €élevés au sein de ’animalerie de I’université Mouhamed Saddik Benyahia- Jijel.
Ils ont été soumis a une période d’adaptation aux conditions de 1’animalerie, un mois environ a une
température de 22+1 °C, une photopériode de 12 h/24 h. Les rats sont logés dans des cages en
polyéthyléne, tapissés d’une litiére composée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyés et la

litiere changée une fois tous les trois jours.



Chapitre IV Matériel et Méthodes

IV.2.3 Traitement des rats

Apres la période d’adaptation (30 jours), les rats ont été répartis au hasard en six groupes de
deux rats chacun, les rats on été traités pendant 72 heurs comme suit:

-

% Lot 1 (T): le groupe témoin a regu I’eau distillée par gavage (per os).

< Lot 2 (Pb): les rats ont été traités par I’acétate de plomb dissout dans 1’eau distillée per os a
raison de 233.25 mg/kg du poids corporel (DLso orale=4665 mg/kg).

% Lot 3 (L): les rats ont été traités par I’huile essentielle du Lentisque dissout dans le DMSO
Iml per os a raison de 0.5 ml/kg du poids corporel.

% Lot 4 (M): les rats ont été traités par I’huile essentielle du Myrte dissout dans le DMSO

Iml per os a raison de 0.5 ml/kg du poids corporel.

e

*

Lot 5 (PbL): les rats ont été traités par ’acétate de plomb et I’Huile essentielle du Lentisque.

)
0.0

Lot 6 (PbM): les rats ont été traités par I’acétate de plomb et I’Huile essentielle du Myrte.

IV.2.4 Prélévement sanguin, sacrifice et prélévements des organes

IV.2.4.1 Prélévement sanguin
Les prélévements sanguins sont effectués directement par ponction au niveau du sinus recto-
orbital de I’ceil a I’aide de tubes capillaires a hématocrite. Les échantillons du sang, d'environ 3ml,

sont recueillis dans 2 tubes & EDTA utilisées pour I’examen des paramétres hématologiques et
biochimiques.

» Dosage des paramétres hématologiques
L'examen des paramétres hématologiques a été effectué au niveau du Laboratoire Centrale
de I'Hopital d’El Milia. La formule de numération sanguine est composée de GR (Globules rouges),
GB (Globules blancs), HGB (Hémoglobine), HCT (Hématocrite), VGM (Volume globulaire
moyen), TCMH (Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine), CCMH (Concentration

corpusculaire moyenne en hémoglobine).

» Dosage des paramétres biochimiques

Les analyses biochimiques ont été réalisées au niveau du Laboratoire Centrale de 1'Hopital
d’El Milia. Les paramétres dosés sont: glycémie, ’urée, la créatinine, I’acide urique, le cholestérol,
les triglycérides, TGO (aspartate aminotransférase), TGP (alanine aminotransférase), Phosphatase
Alcaline (PAL).
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IV.2.4.2 Sacrifices des animaux et prélévement de certains organes

A la fin de la période du traitement, les rats sont mis & jeun pendant une nuit. Ils sont
sacrifiés le matin, sous anesthésie par I'éther diéthylique. Le foie, les reins, le cceur, la rate, le
pancréas et les poumons ont été prélevés et débarrassés de leurs tissus adipeux puis pesés.

La figure 13 résume les différentes étapes du protocole expérimental:

s )

A

Période d'adaptation ]
1

4 4
( Lot 1 w i Lot2 Y Lot3 N Lot 4 . Lot5 W Lot 6 x
. Contaminé Contaminé
Témoin Contan}me Traité par Traité par par le Pb et par le Pb et
. p:re I a;gent:ge I'HE de P. I'HE de M. traité par traité par
(M (li’b) Lentiscus communis I'HE de I'HE de M.
@ M) P.lentiscus communis
(PbL) (PbM)
. l AN . AN FAN AN | y
I
Sacrifice aprés 72 h de
traitement.
I
| ]
Récupération du Extraction des
sang. organes.
[ [ I
/Dosage de certains\ / Dosage des \ f Détermination \
parameétres paramétres des paramétres
biochimiques hématologique: pondéraux
(Glycémie, Urée, (GR, GB, HGB, Poids des rats traité
Créatinine, HCT, VGM, et non traité, poids
Cholestérol, TCMH, CCMH). des organes (foie,
Triglycéride, ceceur, rate, reins,
Transaminases pancréas et les
(TGO et TGP), poumons).
Acide urique,

Chosphate alcalin) J K / K /

Fig. 13: Schéma récapitulatif du protocole expérimental.
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IV.3- Exploitation statistique des résultats
Les résultats ont été présentés par la moyenne avec son écart type. Les analyses de la
variance «KANOVA» ont été réalisées par le logiciel statistique Minitab Ver.13.31. Les différences

ont été considérées significatives a P < 0,05.
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Résultats etDlscusswns

V.1 Rendement en huile essentielle
Les huiles essentielles ont été extraites des feuiles de M.communis et de P.lentiscus par un
hydrodistillateur de type Clevenger, nous avons obtenu une huile de couleur jaune péle avec une

odeur aromatique. Nous n’avons pas pu récupérer une quantité huileuse importante, le rendement
est illustré dans le tableau 5 et la figure 14.

Tableau 5: Rendements obtenus en huile essentielles.

Plantes Masse végétale (g) | Masse d'HE Rendement
(&) (%)
Mpyrtus communis 400 0,603 0,15
Pistacia lentiscus 2400 1,208 0,05

0,16 »

0,14
0,12
0,10 -
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0,00 -

Myrtus communis Pistacia lentiscus

Rendement d'extraction (%)

Fig.14: Rendements en huiles essentielles des especes étudiées.

Les résultats obtenus montrent que le rendement en HE des feuilles de M.communis (0.15%)
est supérieur a celui des feuilles de P.lentiscus (0.05%) (Figure 14).

En comparant le rendement en huile essentielle de M. communis avec ceux donnés par la
littérature, on constate qu’il est inférieur a celui donné par Messaoud et al. (2011) (Algérie) qui est
0.44-0.52% et a celui donné par Ghasmi et al., 2011 (Iran) qui est 0.47% et il est supérieur de celui
donné par Barboni et al, (2010) (France) qui est 0.04 %.

Les résultats obtenus par Duru et al, (2002), Arab et al, (2014), Castola et al., (1999),
indiquent que les feuilles de Pistacia lentiscus provenant de la région de Tiirkiye, Algérie et France
présentent un rendement en HE respectivement de 0,3%, 0.253% et 0,1% et sont tous supérieurs a
notre résultat (0,05%).

Ces variations peuvent étre dues a plusieurs facteurs notamment le degré de maturité des
feuilles, le moment de la récolte, les facteurs de ’environnent (type de climat, sol) et la méthode
d’extraction (Botton et al., 1990).
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V.2 Analyse chromatographique des huiles essentielles

Les huiles essentielles des deux plantes ont été analysées par la technique de
chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométric de masse. Les résultats de la
chromatographie sont représentés sous forme de graphes avec une série de pics, ou chaque pic
représente un composé chimique bien défini. Les chromatogrammes obtenus lors de ’analyse en
chromatographie en phase gazeuse de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus et Myrtus communis

sont illustrés en figure (15 et 16) et dont la composition est regroupée dans les tableaux (6 et 9).
V.2.1 Analyse chromatographique des huiles essentielles de Myrtus communis

Comme le montre la figure 15 et le tableau 6, I’analyse par CPG/SM nous a permis

d’identifier 60 composés de I’huile essentielle de M. communis.
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|
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Fig.15:Chromatogramme des huiles essentielles de M.communis.

Tableau 6: Chromatogramme des huiles essentielles de M.communis

N° de Pic Composés Taux (%)
1 2-methylpropyl 0.51
2 Thujone 0.60
3 Alpha-pinene 23.08
4 Camphene 0.22
5 beta-pinene 1.36
6 Beta-myrcene 0.30
7 Butanoic acid, 2-methyl-, 2-methylpropyl ester 0.58
8 Alpha-phellandrene 0.45
9 2-methylbutyl 0.82
10 NI 0.22
11 o-Cymene 1.34
12 Eucalyptol 21.15
13 D-limonene 12.53
14 (Z)-Ocimene 1.22
15 Terpinene 0.92
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16 2-Carene 1.17
17 Linalool 5.57
18 Isopenty] ester 0.09
19 Butanoic acid, 2-methyl-, 2-methylbutyl ester 2-Methylbutyl, Butyric acid 0.98
20 Campholenic aldehyde 0.06
21 Trans-pinocarveol 0.18
22 Cis-verbenol 0.13
23 Cis-3-hexenyl butyrate 0.09
24 Isoborneol 0.16
25 Terpinen-4-ol 0.54
26 alpha-Terpineol 4.34
27 Estragole 0.32
29 Carveol 0.10
30 Pulegone 0.11
31 Nerol 0.09
32 Cis-3-hexenyl isoovalerate 0.16
33 Geraniol 1.06
34 Linalyl acetate 0.74
35 6-Methyl-bicyclo[4.2.0]octan-7-o0l 0.06
36 exo-2-Hydroxycineole acetate 0.19
37 Valeric acid 0.07
38 Terpinyl acetate 1.18
39 Borneol 0.15
40 (Z)- Geranyl acetate 0.16
41 Butanoic acid, 3-methyl-, phenylmethyl ester 0.08
42 Geranyl acetate 6.26
43 Methyl eugenol 3.48
44 beta-Elemene, 0.16
45 Caryophyllene 2.11
46 Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-methylethenyl)-4-(1- 0.22
methylethylidene)-
47 alpha.-Caryophyllene 0.80
48 Durohydroquinone 1.02
49 2,4-Hexanedione, 5-methyl-3-(2-methyl-1-propenyl)- 0.24
50 1,5-Cyclodecadiene, 1,5-dimethyl-8-(1-methylethylidene)-, (E,E)- 0.65
51 Germacrene 0.08
52 Caryophyllene oxide 0.44
53 Caryophyllene oxide _ 0.10
54 Ketoisophorone 0.58
55 Cubenol 0.08
56 (-)-Camphanic acid 0.27
57 E,Z-5,7-Dodecadien-1-ol acetate 0.09
58 Juniper camphor 0.10
59 Spatulenol 0.08
60 (2-Isopropyl-5,5-dimethyl-cyclohexyl)-[ 1,2,4]triazol- 1-yl-methanone 0,12
100.00

NI : Non identifié
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Les principaux composés de I'huile essentielle de M.communis aprés 1'analyse par CPG/SM

sont présentés dans le tableau 7:

Tableau 7: Taux des composées majeurs des huiles essentielles de Myrtus communis.

Constituants Numéro de Pic Taux (%)
Alpha pinene 3 23,08
Eucalyptol 12 21,15
D-limonene 13 12,53
Linalool 17 e 4
alpha-Terpineol 26 4,34
Geranyl acetate 42 6,26
Methyl eugenol 43 3,48

Tableau 8: Comparaison entre la composition chimique de I’'HE de Myrtus Communis de Jijel, de

la France (Barboni et al., 2011) et de la Tunisie (Aidi Wannes et al., 2008)

Région Jijel France Tunisie
Composant (%)

Alpha-pinene 23.08 459 12.64
Eucalyptol 21.15 - -
D-limonene 12.53 - -
Linalool 5.57 i3 0.74
alpha-Terpineol 4.34 2.0 4.10
Geranyl acetate 6.26 2.1 20.54
Methyl eugenol 3.48 0.5 1.14
Camphene 0.22 0.1 -
Beta-Myrcene 0.3 - -
Trans-pinocarveol 0.18 0.3 -
beta-pinene 1.36 0.6 3.2
Alpha-phellandrene 0.45 0.5 -
(Z)-Ocimene 1.22 - -
Geraniol 1.06 0.04 0.68
Linalyl acetate 0.74 - 1.49
beta-Elemene 0.16 0.3 0.36
Caryophyllene oxide 0.44 0.3 0.78

L’HE de Myrtus communis récoltée a Jijel comporte des composés communs variables
quantitativement et d'autres constituants totalement absents dans I'HE de la méme espéce récoltée

dans différents pays.
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L’analyse du tableau montre que ’'HE de Myrtus de la région de Jijel d’ Algérie a permis de
caractériser 7 composants majoritaires dont 2 composants sont absents dans ’'HE de la méme
espéce récoltée en France et en Tunisie.

Beaucoup de constituants majeurs sont présentés dans plus d’un pays comme: 1’Alpha
pinéne dans la région de Jijel, en France et en Tunisie (23.08%, 45.9%, et 12.64%) d’autres
constituants comme le Camphene sont présents uniquement dans les deux pays : Algérie et France.

Les études réalisées sur M. communis cueillie en France et en Tunisie, montrent une
variation de la composition chimique de l'huile essentielle de M. communis comparée a nos

résultats.

V.2.2 Analyse chromatographique des huiles essentielles de Pistacia lentiscus

Comme le montre la figure 16 et le tableau 9, I’analyse par CPG/SM nous a permis

d’identifier 70 composés de I’huile essentielle de P. lentiscus.

Chromatogram

Fig.16: Chromatogramme des huiles essentielles de Pistacia lentiscus.

Tableau 9: Chromatogramme des huiles essentielles de P.lentiscus

N° de Pic Composés taux %
1 NI 0.20
2 Cyclohexene 0.27
3 Alpha-pinene 25.32
4 Camphene 1.36
5 Beta terpinene 0.35
6 beta-Pinene 9.51
7 Beta-Myrcene 0.34
8 4-Hexen-1-ol, acetate, (Z)- 0.23
9 a-thujiene 0.26
10 Isoterpinolene 0.18
11 p cymene 0.71




Chapitre V Résultats et Discussions

12 Beta-Phellandrene 231
13 D-limonene 3.67
14 Béta-cis-ocimene 0.20
15 y-Terpinen 0.52
16 (+)-4-Carene 0.55
17 Linalol 0.20
18 Hexyl octyl ether 0.24
19 Ethanone 0.13
20 Alpha Terpineol 0.71
21 Pulegone 2.94
22 Pulegone 0.20
23 Bomy] acetate 0.99
24 2-Undecanone 0.75
25 Sigma Terpinene 0.36
26 Neryl acetone 225
27 Isoeugenol methyl ether; 0.31
28 (+)-Epi-bicyclosesquiphellandrene 0.14
29 Cyclohexane 0.63
30 Caryophyllene 20.03
31 Isoamyl benzoate 0.18
32 Germacrene D 0.20
33 Gamma-Elemene 0.17
34 alpha.- Caryophyllene 2.71
35 Spatulenol 0.32
36 Bicyclo[4.4.0]dec-1-ene, 2-isopropyl-5-methyl-9-methylene 0.28
37 Beta cubebene 441
38 Eudesma-4(14),11diene 0.28
39 (+)-Epi-bicyclosesquiphellandrene 0.27
40 y-Gurjunene 0.47
41 Butanimidamide 0.05
42 alpha.-Muurolene 0.92
43 tetradecyl ester 0.11
44 Sigma Cadinene 0.36
45 L-calamenene 0.50
46 Beta Cadinene 2.94
47 Bicyclo[4.2.0]-3-heptene. 2-isopropenyl-5-isopropyl-7,7-dimethyl- 0.10
48 Gamma-Elemene 0.52
49 Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- 0.18
50 Allopregnane-3B 0.22
51 Caryophyllene oxide 1.54
52 Acroval 0.26
53 4'-Ethoxy-2'-hydroxyoctadecanophenone 0.16
54 Alpha Cedrene 0.69
55 NI 0.12
56 8-Cadinol 0.98
57 (-)-8-Cadinol 0.95
58 Benzylamine, .alpha.-carboxy-n-heptyl- 0.36
59 NI 0.30

60 alpha-Cadinol 0.90
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61 11-tridecatetrene 0.17
62 alpha-Bisabolol 0.45
63 8-Dimethylundecane 0.19
64 Tetrasiloxane 0.49
65 Cyclohexane, (1,2,2-trimethylbutyl)- 0.11
66 Urea, 1-methylcyclopropyl- 0.04
67 Phthalic acid 0.29
68 Hexasiloxane 0.45
69 Hexadecanoic acid, methyl ester 0.27
70 . Tetrasiloxane 0.22
100.00

NI : Non identifié

Les principaux composés de I'huile essentielle de M.communis aprés I'analyse par CPG/SM

sont présentés dans le tableau 10:

Tableau 10: Taux des composées majeurs des huiles essentielles de P.lentiscus.

Constituants Numéro de Pic Taux (%)
Alpha pinene 3 25.32
Caryophyllen 30 20,03
beta-Pinene 6 9,51
beta cubebene 37 441
D-Limonene 13 3.67
Pulegone 21 2,94
Beta Cadinene 46 2,94
alpha-caryophyllene 34 2.71

Tableau 11: Comparaison entre la composition chimique de I’'HE de P.lentiscus de Jijel, du Japon

(Duru et al., 2002) et de I’Espagne (Djenane et al, 2011).

Région
Composants (%) Jijel | Japon | Espagne
Caryophyllene 20.03 - 4.03
beta cubebene 4.41 - -
D-Limonene 3.67 - -
beta.-Myrcene 0.34 - 15.18
beta-Cadinene 2.94 - -
alpha pinene 25.32 4.2 5.54
beta-phellandrene 2.31 - -
alpha-cubebene - 0.6 -
alpha-Murolene 0.92 - -
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Pulegone 0.20 - -

Alpha-phyllendrene FaCH - 3.83
Camphene 1.36 1.0 3.15
beta- Pinene 9.51 1.9 5.10
Terpinen-4-01 - 29.9 6.41

Beaucoup de constituants majeurs sont présentés dans plus d’un pays (Jijel en Algérie,
Japon et I’Espagne), comme Alpha pinéne qui présente respectivement les pourcentages suivants
(25.32 %, 4.2 % et 5.54%). 1l ya aussi le beta- Pinene (jijel 9.51%, Japon 1.9% et Spain 5.10%).

I1 se trouve que le Pulegone est faible dans le lentisque de Jijel avec 0.2 % et absent dans
lentisque des autres pays. L’alpha pinene est élevé dans la station de Jijel (25.32%) et un taux faible
dans le lentisque de Japon (4.2%) et de I’Espagne.

Terpinen-4-01 représente un composé majoritaire dans le lentisque de Japon et de Spain
avec un taux de 29.9% et 6.41 et qui est absent chez le lentisque de Jijel.

Donc, la composition chimique des huiles essentielles présente un grand nombre de
composés majoritaires dont le taux change d’une région a une autre.

Les variations rencontrées dans la composition chimique des huiles essentielles, du point de
vue qualitatif et quantitatif, est dues a certains facteurs écologiques, 1’age de la plante, a la période
du cycle végétatif et au cortége floristique. Cette variation n’est que le reflet de la biodiversité

moléculaire rencontrée chez les deux especes.
V.3 Evaluation de P’activité antioxydante

V.3.1 Evaluation de P’activité anti radicalaire contre le radical libre DPPH-

L'activité antiradicalaire de ’huile essentielle de Myrtus communis et de Pistacia lentiscus
est évaluée par la méthode de DPPHe. Cette activité est déterminée par la diminution de
I’absorbance d’une solution alcoolique de DPPHe & 515 nm, qui est due a sa réduction a une forme
non radicalaire DPPH-H par les antioxydants donneurs d’hydrogene présent dans les HE. Cette

activité a été comparée a un standard (alpha tocophérol).

Tableau 12: Pourcentage d’inhibition du DPPHe par I’a tocophérol, ’'HE de M.communis et de

P.lentiscus et 1Cs.

C (pg/ml) 200 400 800 1000 ICso

a tocophérol | 24.864 40351 57.169 79.068 503.61
M.communis | 11.071 24319 43.557 51.664 954.37
P. lentiscus 9.256 22.142 41.500 51 976.82




Chpitre A\ Résulta et Discussions

e g, tocophérol == Myrtus communis — Pistacia lentiscus
100 -
80 -
60 -

0 200 400 800 1000
Concentration (pg/ml)

' Pourcentage d'inhibition (%)

|
|
|
|
|
|
|
{

Fig.17: Activité antiradicalaire des deux plantes testées en comparaison avec 1’a tocophérol.

Les résultats montrent que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration soit pour I’a tocophérol ou pour I’huile essentielle de
M.communis et de P.lentiscus.

Le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I’huile essentielle de M.communis et de
P.lentiscus est inferieur a celui de ’a tocophérol pour toutes les concentrations utilisées.

L’HE de Myrtus communis a montré un pouvoir de piégeage du radical DPPHe
significativement plus élevé par rapport a ’HE de Pistacia lentiscus (tableaul en annexe), ceci est
démontré par I’allure des graphes qui trace une courbe en exponentielle (figure 19).

Les HE de Myrtus communis et de pistacia lentiscus ont présenté a des concentrations
élevées des pourcentages d’inhibition faibles, a une concentration de 1000 pg/ml les pourcentages
d’inhibitions sont de ’ordre respectivement 51.664 % et 51%, elles sont trés significativement

inferieur a celui de I’a tocophérol (79.068 %) (Tableau 2 en annexe).

» Calcul des Clsy

L’ICso est inversement lié a la capacité antioxydante d’un composé, car il exprime la
quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la
valeur de I’'ICsg est basse, plus I’activité antioxydante est grande.

Les valeurs ICso sont déterminées graphiquement, en utilisant les courbes représentant la
variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de I’a tocophérol et des HE de

M.communis et de P.lentiscus testées (figures 20, 21, 22).
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Fig.18: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPHe en fonction des différentes concentrations

utilisées de 1’alpha tocophérol.
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Fig.19: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH« en fonction des différentes concentrations

utilisées d'HE du Myrtus communis.
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Fig.20: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH* en fonction des différentes concentrations

utilisées dA'HE du Pistacia lentiscus.
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Parmi les deux HE de plantes étudiées, I’'HE de M.communis représente ’HE le plus actif
avec une ICsyp de l'ordre de 959.37ug/ml suivi par 'HE de P. lentiscus avec une ICsy de
976.82pg/ml. En comparaison avec 1’a tocophérol (ICso= 503.61pg/ml), 'HE de P.lentiscus et
M.communis sont moins actifs.

L’activité antiradicalaire des HE de M. commuins (ICsp = 600 pg/ml) obtenue par Aidi
Wannes et al., (2010) est plus importante que celle rapportée dans le présent travail (ICso =
954.37ug/ml).

Donc, le role des huiles essentielles comme réducteurs des radicaux libres est souligné dans
plusieurs travaux (Abid, 2009; Arab, 2014; Mohammedi et Atik, 2011; Laib, 2012).

V.3.2 Evaluation de pouvoir réducteur
Le pouvoir réducteur est basé sur la réduction de I'ion ferrique (Fe**) en ion ferreux (Fe*"”
par les composés antioxydants. Une augmentation de I’absorbance est indicatrice d’'un pouvoir

réducteur élevé.

Tableau 13: Pouvoir réducteur de I’o. tocophérol, de 'HE de M. communis et de P. lentiscus et

CRys.

C (ng/ml) 200 400 800 1000 CRes
a-tocophérol 0.709 0.776 0.899 1.003 121.33
M.communis 0.272 0.355 0.499 0.657 657.28
P. lentiscus 0.346 0.437 0.492 0.578 570.75

=== g, tocophérol Myrtus communis —— Pistacia lentiscus
1,2 -
2 1.0
g 0,8 -
< 0.6 1 _
802 |
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0 200 400 600 1000 ;
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Fig.21: Pouvoir réducteur des HE de Myrtus communis et Pistacia lentiscus en comparaison avec

I’alpha tocophérol.
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D’aprés la figure 21, on constate que plus la concentration des extraits est élevée, I’activité
réductrice est meilleure. L’HE de Myrtus communis a montré un pouvoir trés significativement
important par rapport a ’'HE de Pistacia lentiscus (Taleau3 en annexe).

On constate aussi, que la capacité a réduire le fer par I’a tocophérol est tres
significativement élevée par rapport au I'HE de Myrtus communis et Pistacia lentiscus (Tableau 4
en annexe). Une chélation maximale de 66 % du fer ferreux est obtenue avec une concentration de
1000pg/ml d’HE de Myrtus communis. L'HE de Pistacia lentiscus a 1000pg/ml exerce une
chélation maximale de 58 % tandis que ’a tocophérol donne une chélation maximale de 100 % a

une concentration de 1000pg/ml.

» Calcul des CRys

Afin de comparer Iactivité antioxydante des extraits, la CRgs a été calculé. Cette derniére
est définie comme la concentration du substrat qui donne une absorbance de 0,5 a 700 nm (c’est la
réduction de 50 % du fer). Elle est déduite a partir des équations représentées dans les figures 22, 23
et 24).

y = -0.93 exp(x/-162.12) + 0.94

R? = 0.97977
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Fig.22: Pouvoir réducteur en fonctions des concentrations de 1’alpha tocophérol
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Fig.23: Pouvoir réducteur en fonction des concentrations en HE de Myrtus communis.
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Fig.24: Pouvoir réducteur en fonction des concentrations en HE de Pistacia lentiscus.

L’a tocophérol est la substance la plus active par rapport aux HE de M. communis et P.
lentiscus avec une CRys égal a 121,33 pug/ml.

Les résultats de la CRys montrent que I’HE de P. lentiscus avec une CRys égal a 570,75
ng/ml est la plus active comparativement a I’HE de M. communis avec une CRysde 657,28 pg/ml.

V.4 Evaluation de P’activité antibactérienne des HEs de M. communis et de P. lentiscus
L'évaluation de l'activité antibactérienne des huiles essentielles de M. communis et de P.
lentiscus par l'estimation du diametre de la zone d'inhibition, exprimé en mm, a montré que les
huiles essentielles manifestent une activité qui varie en fonction de la sensibilité des souches testées
(tableau 14).
Le résultat peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis des

huiles essentielles selon le tableau donné par Ponce et al. (2003).
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Tableau 14: Evaluation de 'activité antibactérienne des HEs en fonction des diamétres d’inhibition
(Ponce et al., 2003).

Zone d'inhibition | Transcription Résultat

<8 mm - Non sensible ou résistante
9a14mm + Sensible

15419 mm ++ Tres sensible

20mm i a Extrémement sensible

Pour mieux expliquer, les résultats sont présentés sous forme d’une comparaison entre les

diameétres moyens obtenus, et les concentrations utilisées vis-a-vis des souches bactériennes testées.

> Pour la souche E. coli

Tableau 15: Diamétre des zones d'inhibition de la croissance des E. coli en présence de différentes

concentrations en huiles essentielles:

Concentration (pg/ml) | 200 | 400 800 1000 | HEB
M.communis 8 9 9,33 9,5 10
P.lentiscus 0 0 0 14,66 0
L'amoxicilline 7,07 | 7,33 | 7,67 8 0
Méthanol 0 0 0 0 0
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Fig. 25: Moyennes des diameétres des zones d’inhibition des huiles essentielles de M. communis et

P. lentiscus vis-a-vis de la souche E coli.

D’aprés le tableau 15 et la figure 25, le diamétre d’inhibition de I'HE de P. lentiscus a une
concentration de 1000pug/ml est significativement plus important que celui de M. communis (14,66

mm contre 8mm) (p<0,001) (tableau5 en annexe).



Toutefois, on constate qu’a des concentrations plus faibles, ’'HE de P. lenfiscus n’a

manifesté aucune activité contrairement a I’HE de M. communis qui a marqué un effet antibactérien
conte la souche E. coli avec un diametre de 8 mm a la concentration 200pg/ml.

En ce qui concerne ’HE brut, P. lentiscus n’a manifestée aucune activité contrairement a
I’HE brut de M. communis qui donne un diameétre de 10 mm.

Contrairement a notre étude, Bammo et ses collaborateurs (2014) travaillant sur I’activité
antibactérienne de I’HE de P. lentiscus contre la souche E. coli n’ont trouvé aucune activité. Ceci

est peut étre du a la composition chimique des HEs.

> Pour la souche Klebsiella pneumoniae

Les résultats de I’effet antibactérien des HE de M.communis et P.lentiscus contre la souche
Klebsiella pneumoniae sont représentés dans le tableaul7 et illustrés par la figure 28.

Le diamétre d’inhibition différe significativement entre les HE de M.communis et

P.lentiscus (p<0,05) (tableau6 en annexe).

Tableau 16: Diamétre des zones d'inhibition de la croissance de Klebsiella pneumoniae en présence

de différentes concentrations en huiles essentielles.

Concentration (pg/ml) 200 400 800 1000 | HEB
Myrtus communis 833 | 10,33 | 11,33 | 11,67 13
Pistacia lentiscus 7 7,33 10 7,67 0
Amoxicilline 15 1533 1 1567 27 /
Méthanol 0 0 0 0 /
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Fig. 26: Moyennes des diamétres des zones d’inhibition des huiles essentielles de M.communis et

P. lentiscus relatives de la souche Klebsiella pneumoniae.
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Les diametres les plus importants ont été enregistrés par les extraits en HE de M.communis
(13 mm) comparativement aux extraits de P.lentiscus (7.66 mm), mais restent inférieurs a ceux de
I’amoxicilline (27mm).

En outre, a une concentration inférieur a 400 pg /ml, la souche Klebsiella pneumoniae
présente une résistance (diamétre = 7.000mm) aux huiles essentielles des P. lentiscus.

On marque aussi I’absence de diamétre d’inhibition concernant ’'HEB de P. lentiscus qui
est peut étre du a la nature des composants trés volatils de cette espéce.

L’activité antibactérienne de 'HE de M. communis est plus importante que celle de
P.lentiscus, donc la sensibilité de Klebsiella pneumoniae est différente par rapport aux HEs des deux
especes étudiées. Ceci pourrait étre du a la présence de I’Eucalyptol (21.15%) qui est un constituant
majoritaire de I’'HE de M. communis.

Comme le cas d’E. coli, Bammo et ses collaborateurs (2014) n’ont trouvé aucune activité

de ’'HE de P. lentiscus vis-a-vis de la souche Klebsiella pneumoniae.

> Détermination de CMI

La concentration minimale inhibitrice de I'HE de Myrtus communis est inférieure a
200 pg/ml pour les deux souches bactériennes (E coli et K. pneumoniae) par contre la CMI de
l'huile essentielle de Pistacia lentiscus est inferieur a 200pg/ml pour E coli et égale a 800pg/ml
pour K. pneumoniae.

D’apreés les résultats obtenus dans la présente étude, la souche Escherichia coli est la souche
la plus résistance vis a vis des HE des deux plantes testées, essentiellement ’'HE de Pistacia
lentiscus qui ne présente aucune inhibition jusqu’a la concentration 1000 pg /ml.

Ceci peut étre expliqué par la capacité de cette bactérie a synthétiser et a sécréter des
agrégats structurés, appelés biofilms ou matrice composée de polysaccharides. Ces biofilms forment
une barriére physique contre l'entrée d’HE, et elle secréte aussi un complexe enzymatique

extracellulaire qui peut dégrader les HE (Scalbert ef al., 2005).

IV.5 Evaluation de P’effet protecteur des HEs contre la toxicité aigué du Pb

L’intoxication par le plomb est un probléme d’une importance considérable et qui n’est pas
encore résolu. Il exerce des effets indésirables méme a faible niveau d’exposition. Notre objectif est

de tester les effets protecteurs des huiles essentielles vis-a-vis de I’intoxication aigu€ par ce métal.



» Remarque

A la fin de la période d’expérimentation (a 72 heurs), nous avons signalé une mortalité chez
les rats du groupe PbM ( intoxiqué par le plomb et traité par 'HE de M. communis). A part cette
remarque, tous les animaux des six groupes expérimentaux (Pb, L, M, PbL et PbM) et témoin (T)

ont été cliniquement et physiologiquement normaux pendant la période expérimentale.
V.5.1 Effets sur les paramétres pondéraux

» Effets sur le poids corporel

Le changement du poids corporel est utilis¢é comme un indicateur des effets indésirables des
composés chimiques (Hilaly et al., 2004).

@ Poids initial |
uPoids final |

Pb L M PbL PbM
i lots experémenteaux

| |

|
|
|

T: Témoins, Pb: Contaminés par I’acétate de plomb, L: Traités par I’'HE de Pistacia lentiscus, M: Traités par I’'HE de Myrtus
communis , PbL: Contaminés par I’acétate de plomb et traités par ’'HE de Pistacia lentiscus, PbM: Contaminés par I’acétate de
plomb et traités par I'HE de Myrtus communis.

Figure 27: Changement du poids corporel des rats témoins et les rats traités.

La figure 27 représente les résultats obtenus de la variation du poids corporel des rats. On
constate que ce dernier n’a pas été affecté par I’acétate de plomb, I’'HEs de Pistacia lentiscus ou
I’EHs de Myrtus communis par rapport a celle des rats témoins (P>0,05) (tableau7 en annexe). Le

régime n'a pas changé et les rats ont maintenu un appétit normal, ce qui a retenu leur croissance.



» Effets sur le poids des organes

D’apres la figure 28 et la figure 29, nous avons constaté une augmentation significative du
poids des reins et du cceur (P<0,05), et hautement significative du foie, du pancréas et de la rate
(P<0,01) chez les rats traités par 1’acétate de plomb, tandis que nous n’avons enregistré aucune
différence significative pour le poids des poumons (p>0,05) (tableau8 en annexe).

Contrairement au poids, la taille et la forme des différents organes prélevés in situ sont
normales. Ces résultats suggérent que le traitement par I’'HE et I’acétate de plomb a des effets sur
les organes.

Généralement, le changement du poids des organes internes est un indice de toxicité aprés
l'exposition a une substance toxique (Raza ef al., 2002; Teo ef al., 2002).

L'augmentation du poids du foie peut étre liée a une congestion par réservation du sang dans
le foie (Rasekh et al., 2008).
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Fig. 28: Poids du foie, du cceur et des reins des rats témoins et les rats traités.
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T: Témoins, Pb: Contaminés par 1’acétate de plomb, L: Traités par I'HE de Pistacia lentiscus, M: Traités par 'HE de Myrtus
communis , PbL: Contaminés par I’acétate de plomb et traités par I'HE de Pistacia lentiscus, PbM: Contaminés par I’acétate de
plomb et traités par I'HE de Myrtus communis.

Fig. 29: Poids de la rate, des poumons et du pancréas.
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V.5.2 Effets sur les paramétres hématologiques

Au cours de I’expérience, les échantillons du sang prélevés des rats contaminés par 1’acétate
de plomb et traités par I’HE de Pistacia lentiscus (PbL) ont été coagulés ce qui explique le manque
de données concernant ce groupe (figure 30 et 31).

Les résultats hématologiques obtenus illustrés dans la figure 32 et la figure 33, révélent les
observations ci-apres:

» une augmentation du nombre des globules blanc du groupe Pb et du groupe M par rapport a
celui du groupe témoin (T) ce qui peut étre expliqué par une réponse immunitaire
(amplification des cellules immunitaires) contre les érythrocystes modifiés par le plomb: le
cas d’altération membranaire (Passow, 1980). Mais cette augmentation reste non

significative (p>0,05) (Tableau9 en annexe).

» une diminution du nombre des globules rouges chez le groupe Pb et du groupe L par
rapport au groupe T. Donc, le plomb peut conduire a un effet hémolytique car sa fixation
sur la membrane des globules rouges provoque le blocage des groupements SH de la pompe
a potassium et entraine une hémolyse et une diminution de la durée de survie des

érythrocytes (Raghavan et al., 1981).

» Une diminution trés hautement significative du taux d’hémoglobine (p<0,001) (Tableau9
en annexe)) chez le groupe Pb par rapport a celui du groupe T, conséquence de I’action du
Pb sur les enzymes de la biosynthése de 1’héme, surtout au niveau de I’enzyme I’héme
synthétase (ferrochélatase) qui subit soit une inhibition importante lors de I’intoxication au
plomb soit I’anabolisme de I’héme par une inhibition sévére de I’ALAD (Baloh, 1974;
Kisser, 1977).

» Les résultats exposés dans la figure 34 ont montrés qu’il n’y a pas d’importantes
modifications sur les indicateurs hématologiques qui restent (Hématocrite, VGM, TGMH et
CCHM) (p>0,05) (tableau9 en annexe).
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Fig. 30: Nombre des globules blancs, globules rouges et le taux d’hémoglobine.
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Fig.31: le taux d’hématocrite, VGM, TGMH et CCHM.
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V.5.3 Effets sur les paramétres biochimiques

Les figures (32, 33 et 34) représentent les principaux résultats de I’analyse biochimiques

des rats.
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Fig.32: Concentration du glucose, de I'urée, de la créatinine, et de I’acide urique.
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Fig.33: concentration du cholestérol total et des triglycérides.
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Les résultats illustrés dans la figure 32 montrent bien qu’il n’y a pas d’importantes
modifications sur le glucose et les indicateurs rénales (I’'urée, la créatinine, et 1’acide urique)
(p>0,05) (tableaul0 en annexe).

En ce qui concerne les résultats relatifs au cholestérol et aux triglycérides représenté dans la
figure 35, on note une augmentation hautement significative (p<0,01) pour le cholestérol chez les
groupes Pb, L,M et PbM par rapport aux témoins et une augmentation trés hautement significative
pour les triglycérides (p<0,001) cher les groupes Pb, PbM, par rapport aux témoins.

Aussi, ces résultats montrent une diminution du taux de cholestérol chez les rats du groupe
PbL par apport aux témoins et tous les autres groupes ce qui indique un effet protecteur de I’huile
essentielle de P. lentiscus. De méme pour les triglycérides ol on a enregistré une diminution chez
les rats PbL par rapport aux rats intoxiqués par le plomb ce qui indique toujours un effet protecteur
de I'huile essentielle du P. lentiscus. En revanche, le traitement des rats par I’huile essentielle de
M. communis a une dose de 0,5 mI/Kg a montré une augmentation de la concentration du

cholestérol et des triglycérides par rapport au groupe témoin.
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Fig. 34: Concentration sérique de la TGO, la TGP et de ’ALP.
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Le dosage TGO (ASAT), TGP (ALAT) et PAL consiste a évaluer 1’effet hépato protecteur
des huiles essentielles chez les rats Wistar intoxiqués par 1’acétate de plomb.

Les résultats illustrés par la figure 34 ont montré une augmentation significative de la TGO
de la TGP et des ALP dans les groupes Pb (intoxiqués par le Pb), M (traités avec 'HE de M.
communis) et PbM (intoxiqués par le Pb et traités par I'HE de M. communis) par rapport au groupe
témoin. En revanche, le traitement des rats par ’'HE de M. communis a la dose de 0,5 ml/Kg a
montré une augmentation des paramétres hépatiques, ce qui indique une toxicité des rats par le M.
communis. En effet, le traitement avec ’huile de M. communis a la dose de 0.5ml/Kg (PbM) n’a
montré aucun effet hépato protecteur comme en témoignent les paramétres hépatiques élevés. Donc
le plomb et I'HE de M. communis ont induit une augmentation des activités enzymatiques
hépatiques

En revanche, le traitement des rats intoxiqués par I’HE de P. lentiscus a la dose de 0,5ml/Kg
a montré une diminution de la TGO, la TGP et des ALP par rapport au groupe des rats intoxiqués
par le plomb, en effet, on observe une stabilisation des paramétres hépatiques pres de la normale.
Donc on peut dire que ’'HE de P. lentiscus posséde un effet hépato protecteur vis-a-vis du Pb.

Le foie est un organe vital, qui joue un rdle majeur dans le métabolisme des xénobiotiques
de I'organisme. Les lésions hépatiques ou le dysfonctionnement du foie est un probléme de santé
majeur qui interpelle non seulement les professionnelles de la santé mais aussi 1’industrie
pharmaceutique et les organismes de réglementation des médicaments (Ramkanth et al., 2010).

Nous pouvons conclure qu’une dose de 0,5 ml/Kg d’une HE de P. lentiscus de la région de

Chahna-Jijel- peut étre recommandée dans la prévention des maladies du foie.



Conclusion




Les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :

Le rendement en huiles essentielles des feuilles de M.communis (0.15%) est nettement
supérieur a celui des feuilles de P.lentiscus (0.05%). L’analyse chromatographique par la technique
de chromatographie en phase gazeuse couplée a une spectrométrie de masse a permis d’identifier 60
composés de I'huile essentielle de M. communis dont les composés majoritaires sont: a-pinene
(23,08%), Eucalyptol (21,15%) et D-limonene (12,53%), et 70 composés de I’ huile essentielle de
Pistacia lentiscus dont les composés majoritaires sont: a-pinene (25.32%), Caryophyllen (20.03%)
et B-Pinene (9.51%),.

L’activité antioxydante des I’huiles essentielles de M. communis et P. lentiscus est faible
par rapport a celle des composés de référence. Mais les valeurs trouvées présentent un intérét pour
I'utilisation de ces huiles a des fins thérapeutiques. Les résultats ont montré que 1’huile essentielle
de Myrtus communis a un pouvoir de piégeage du radical DPPHe plus élevé par rapport a I’huile
essentielle de Pistacia lentiscus avec des ICsy de I'ordre de 959.37ug/ml et 976.82pg/ml
comparativement a I’a tocophérol (ICsp= 503.61pg/ml). Un pouvoir réducteur de I'HE de Pistacia
lentiscus plus important par rapport au pouvoir réducteur de ’'HE de Myrtus communis avec des
CRys égal a 570,75pug/ml et 657,28ug/ml mais qui restent moins important que celle de I’a-
tocophérol (CRy s égal a 121,33 pg/ml).

La méthode de I’aromatogramme nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien de I’huile essentielle des feuilles du Myrtus communis et pistacia lentiscus vis-a-vis
des deux souches bactériennes. Ce pouvoir est relativement élevé pour I’huile essentielle de M.
communis et moins important pour ’huile essentielle de P. lentiscus.

L’huile essentielle des feuilles de M. communis inhibe la croissance de K. pneumoniae, les
CMI sont < a 200 pg/ml (100 pg/ml). L’inhibition est plus faible pour E. coli, les CMI obtenues
sont de ordre de 100 et 800ug/ml respectivement pour M. communis et P. lentiscus. L’huile
essentielle brute de P. lentiscus n’a manifesté aucune activité vis-a-vis d’E. coli et de K. peumoniae.
Contrairement a I’huile essentielle brute de M. communis qui donne un diamétre de 10mm et 13mm
pour les deux souches respectivement.

En effet, les diametres d’inhibition, générés par les huiles essentielles, sont inférieurs a ceux
produits par I’amoxiciline et variables selon I’huile utilisée. L’activité antibactérienne des HE qui
sont des mélanges complexe de molécules, généralement inférieure a celle exercée par les
molécules antibiotiques, isolés des microorganismes. Elles sont aussi considérées comme actives si
elles produisent des diamétres d’inhibition supérieurs ou égaux a 14mm. Avec des diameétres
d’inhibitions compris entre 9 mm a 15 mm, les huiles essentielles de M. communis et P. lentiscus

sont considérées comme peu actives.



D’autre part, I’intoxication au plomb est un probléme d’une importance considérable et qui

n’est pas encore résolu. Il exerce des effets indésirables méme a faibles niveau d’exposition.

L’objectif est de tester les effets protecteurs des huiles essentielles de 1’intoxication par ce
métal. En effet, I’intoxication aigue par le plomb des jeunes rats Wistar sous forme d’acétate de
plomb par voie orale pendant 72 heurs conduit a un ensemble de perturbation qui sont :

- ’augmentation des poids des organes.

- Ialtération de la fonction hématologique

- I’altération de la fonction hépatique (1’augmentation du cholestérol, des triglycérides et
I’activité enzymatique des enzymes ASAT, ALAT, PAL).

La supplémentation de I’huile essentielle de M. communis ne semble pas avoir diminué ou
neutralisé la toxicité du Pb.

Tendis que la supplémentation de I’huile essentielle de P. lentiscus a restauré la fonction
hépatique, et hématologique et le profil lipidique. Nos résultats suggérent que I’huile essentielle de
P. lentiscus peut réduire la toxicité induite par le plomb. Les supplémentassions de I’huile
essentielle de P. lentiscus pourrait étre une méthode simple, peu coiiteuse et utile pour protéger

quiconque exposé au Pb de ses effets toxiques.

Comme perspective de recherche, on propose :

. Déterminer le niveau des métaux lourds au niveau des organes

. Dosage des biomarqueurs de stress (GST, GSH, GSPx, catalase....)

. Utiliser différentes doses pour déterminer le DL50 de ces huiles essentielles
. Etaler I’étude sur d’autre éléments traces métalliques

. Etaler I’étude phytochimique sur d’autres parties de cette plante.
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