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Résumé 

Dans le cadre de la valorisation du patrimoine floral, nous nous sommes intéressés à 

l'étude phytochimique et aux activités biologiques des deux classes de familles chimiques qui 

sont les huiles essentielles et les flavonoïdes des deux plantes Schinus molle et Pistacia vera. 

- 	 Les résultats obtenus montrent que le rendement en huiles essentielles des feuilles de 

Schinus molle est de l'ordre de 1,11 %  et dans les fruits il est de l'ordre de 0,11%. Les feuilles 

de Pistacia vera quant à elles présentent un très faible rendement de l'ordre de 0,004%. 

La détermination de la composition chimique des huiles essentielles a été réalisée par 

CPG/SM. Trente et un composés représentant plus de 89,93% de la composition de l'huile ont 

été identifiés pour les feuilles de Schinus molle et 27 composés identifiés pour les fruits 

(88,60%). Les composés majoritaires sont: l'alpha-phellandrène (32,24%) et le béta-

phellandrène (23%) pour les feuilles et l'alpha-phellandrène (20,19%), le limonène (14,21%), 

le myrcène (13,6 1%) et le para-cymène (12,20%) pour les fruits. 

La teneur en composés phénoliques est plus importante dans les feuilles de Schinus 

molle par rapport à ses fruits et aux feuilles de Pistacia vera. 

L'identification des composés phénoliques, dans les fractions acétate d'éthyle et n-

butanol des flavonoïdes, par CCM nous a révélé la présence de l'acide gallique et de la 

catéchine dans les feuilles de Schinus molle et de la rutine dans les fruits. Deux composés 

phénoliques ont été identifiés dans l'espèce Pistacia vera: le résorcinol et l'acide 

paracoumarique. 

L'activité anti-oxydante des extraits bruts est plus importante que celle des huiles 

essentielles. Par ailleurs, les souches fongiques se sont révélées plus sensibles aux huiles 

essentielles par rapport aux bactéries. Par contre, les extraits bruts se sont montrés inactifs vis-

à-vis de tous les germes microbiens testés. 

Mots clés: Schinus molle, Pistacia vera, étude phytochimique, huiles essentielles, CPG/SM, 

composés phénoliques, flavonoïdes, activité anti-oxydante, activité antimicrobienne. 
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Abstract 

As part of the promotion 0f heritage flowers, we were interested to study 

phytochemical and biological activities of two classes of chemical groups that are essential 

oils and flavonoids ofboth plants Schinus molle and Pistacia vera. 

The resuits obtained show that the yield of essential oils of leaves of Schinus molle is 

about 1.11% and in fruits it is around 0.11%. The leaves of Pistacia vera in turn have a very 

Iow efficiency of around 0004%. 

The determination of the chemical composition of essential oils was performed by GC 

/ MS. Thirty-one compounds representing more than 89.93% of the composition of the ou 
were identified for Schinus molle leaves and identified 27 compounds for fruit (88.60%). The 

majority compounds are alpha-Phellandrene (32.24%) and beta-Phellandrene (23%) for sheets 

and alpha-Phellandrene (20.19%), limonene (14.21%) the myrcène (13.61%) and para-

cymene (12.20%) for fruit. 

The content of phenolic compounds is higher in the leaves of Schinus molle over its 

fruits and leaves of Pistacia vera. 

The identification of phenolic compounds in the fractions of ethyl acetate and n-

butanol flavonoids by TLC has shown the presence ofgallic acid and catechin in the leaves of 

Schinus molle and rutin in fruit. Two phenolic compounds were identified in the species 

Pistacia vera: the rsorcinol and paracoumaric acid. 

The antioxidant activity of crude extract is more important than the essential oils. 

Furthermore, fungal strains have been more sensitive to essential oils as compared to bacteria. 

As against the crude extract were inactive against ail tested microbial germs. 

Key words: Schinus molle, Pistacia vera, phytochemical study, essential oils, GC / MS, 

phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity, antimicrobiai activity. 
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Introduction 

Au travers les âges, l'homme a pu compter sur la nature pour subvenir à ses besoins de 

base : nourriture, abris, vêtements et également pour ses besoins médicaux. L'utilisation 

thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies 

de l'homme est très ancienne et évolue avec l'histoire de l'humanité. 

Aujourd'hui encore, une majorité de la population mondiale, plus particulièrement 

dans les pays en voie de développement, se soigne uniquement avec des remèdes traditionnels 

à base de plantes. L'industrie pharmaceutique moderne elle-même s'appuie encore largement 

sur la diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux 

propriétés biologiques inédites. Cette source semble inépuisable puisque seule une petite 

partie des 400 000 espèces végétales connues ont été investiguées sur les plans phytochimique 

et pharmacologique, et que chaque espèce peut contenir jusqu'à plusieurs milliers de 

constituants différents (Hostettmann et al., 1998). 

Malgré les progrès réalisés en médecine, de nombreux traitements médicamenteux 

restent insuffisants face aux fléaux tels que cancer, Alzheimer, infections virales et 

bactériennes. A ceci, s'ajoute l'augmentation de l'incidence des infections fongiques, ainsi 

que l'apparition de souches de microorganismes de plus en plus résistantes aux traitements 

connus. Cependant, le développement de nouveaux agents thérapeutiques s'avère 

indispensable pour lutter contre ces fléaux. 

La recherche de nouvelles molécules pharmacologiques actives via le screening de 

sources naturelles a permis la découverte d'un grand nombre de médicaments utiles qui 

commencent à jouer un rôle majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines 

(Gurib-Fakim, 2006). 

Le présent travail s'inscrit dans le cadre de la recherche de nouveaux composés 

pouvant avoir une application thérapeutique. Pour cela, notre laboratoire et principalement 

notre équipe de recherches s'intéresse à la chimie et aux activités biologiques 

(antimicrobienne et antioxydante) des extraits végétaux des plantes soupçonnées médicinales 

dans le but d'élargir les perspectives de valorisation des produits naturels (Bendimerad et al., 

2005; Bendimerad et al., 2007; Bekhechi et aL, 2007; Belarbi et aL, 2007). Les plantes 

étudiées peuvent être une source de nouveaux produits possédant des activités biologiques 

intéressantes. 
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L'intérêt porté à la famille des anacardiacées nous a conduit à élargir nos recherches à 

deux espèces de l'ordre des térébjntales Schinus molle et Pistacia vera parce qu'elles sont 

susceptibles de contenir des molécules thérapeutiques proches de celles des autres espèces 

de cette famille telles que Pistacia atiantica et Pistacia lentiscus (Benhammou et al., 2007; 

Atik Bekkara et al., 2008; Benhammou et al., 2008). En outre, les deux espèces étudiées 

n'ont fait l'objet d'un aucun travail chimique en Algérie. Par contre, pour les huiles 

essentielles de ces deux espèces, des travaux ont été faits ailleurs (Rossini et al., 1996; 

Duru et al., 2003; Tsokou et al., 2007 ; Hayouni et aI,. 2008). 

Initialement, ces plantes ont été étudiées en raison des propriétés thérapeutiques que 

leur attribuait la médecine traditionnelle dans plusieurs pays (Taylor, 2005). 

Le présent travail apporte donc une contribution à la connaissance de ces deux espèces 

à travers leur étude phytochimique et la mise en évidence des propriétés antimicrobienne et 

anti-oxydante de leurs essences et leurs extraits phénoliques en vue de l'utilisation ultérieure 

dans l'industrie. 

Dans la première partie, nous aborderons, dans un premier chapitre, l'état des 

connaissances bibliographiques sur ces deux plantes et leur famille. Dans le second, chapitre, 

nous détaillerons ainsi deux classes chimiques : les flavonoides et les huiles essentielles. Nous 

développerons également, dans le dernier chapitre, l'utilisation de différentes techniques 

d'analyses chromatographiques pour l'identification de composés naturels tels que les huiles 

essentielles et les flavonoïdes. 

Dans la deuxième partie, nous appliquerons les méthodes utilisées pour: 

• 	la détermination des différentes classes de familles chimiques par criblage 

phytochimique. 

• 	La détermination des rendements et de la composition chimique des extraits 

(flavonoïdes et huiles essentielles) des deux plantes, avec application de deux techniques 

chromatographiques (CCM et CPG/SM) respectivement. 

• 	Dosage des phénols totaux et des flavonoïdes. 

• 	L'évaluation de l'activité anti-oxydante de ces deux métabolites secondaires. La 

capacité anti-oxydante des extraits a été évaluée par la méthode du piégeage du radical libre 

DPPH Avec la détermination des 1050 et ARP. 
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• 	L'évaluation de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits bruts 

vis-à-vis de cinq souches bactériennes et quatre souches fongiques. 

La dernière partie sera consacrée à la discussion des résultats de l'étude phytochimique, de 

l'identification des composés isolés et également de l'activjté antimicrobienne et anti-

oxydante. 
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I. Présentation des plantes sélectionnées 

I.!. Introduction 

Dans la classification botanique, la famille des anacardiacées appelée aussi 

térébinthacées, constitue une importante famille de plantes angiospermes dicotylédones. Elle 

regroupe approximativement 60 genres et 500 espèces, habitant les contrées chaudes et 

tempérées du globe (Gaston, 1990). 

La systématique des anacardiacées selon Quezel et santa (1963): 

Règne : Végétal 

Sous règne: Trachéobianta - plantes vasculaires 

Embranchement: Spermaphytes 

Sous embranchement: Angiospermes 

Classe: Eudicots 

Sous classe : Dialypétales ou Rosidées 

Ordre : Térébintales ou sapindales 

Famille: Anacardiacées ou térébinthacées. 

1.2. Espèce Schinus molle 

Genre : Schinus 

Espèce: Schinus molle L. 

Nom commun : Faux poivrier 

1.2.1. Description botanique 

Schinus molle est un arbre persistant à tronc de 5 â 10 m de hauteur, ramure arrondie, 

jeunes branches étalées ou pleureuses, jeunes rameaux lisses, à moelle abondante. 

Les feuilles sont vertes composées paripennées, aromatiques lorsquelles sont 

froissées, de 2 à 6 cm de longueur. 
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Les fleurs sont jaiines verdâtres en jnic.i1es 1ches. Les fruits pasc.iformes, roses 

abondants et très eirmmentawç mesurent envmm 8 mm & dmmàm
( 

1978; Becker et 

aL, 1982 ; SOmoa,, 1971 

1.2.2. Répartition géographique 

L'espèce Schinus molle L., est un arbre originaire d'Amérique du Sud, introduit dans la 

plupart des régions tropicales et subtropicales (Olafsson et aL, 1997), elle est très répandue en 

Équateur et au Pérou. 

Elle s'adapte à tous les climats, mais elle se plaît généralement bien sur le littoral 

méditerranéen (Taylor, 2005). 

L23. Propriétés lbérape*tiqcs 

Les effets thérapeutiques de cette plante sont dises. En Ewpe 1, cette espèce est 

répandue comme plante ornementale dans de nombreux domaines, Leurs fruits sont 

consommés comme épice et produisent une huile volatile qui a été utilisée comme un substitut 

de poivre noir et des produits pharmaceutiques. Elle est utilisée traditionnellement comme 

antihémorragique, antiseptique, laxatif (doux), astringent, cardiotonique, stimulant digestif, 

diurétique, stimulant menstruel, stimulant, tonifiant, et comme antidépresseur (Taylor, 2005). 

Les études pharmacologiques menées avec des extraits de Schinus molle ont montré 

que cette plante exerce plusieurs effets biologiques, tels que: un agent hypotenseur (Bello et 

al., 1996), analgésique (Barrachina et al., 1997), antispasmodique (Bello et aL. 1998), 

antitumoral (Ruffa et aL, 2002) et antifongique (Quiroga et aL, 2001; Schmourlo et aL, 

2005), 

ffke ëmk TI&eIUe a «if*uit a ah"mnt * imis tteflt€ wll'iflhilanimatojres, deux 

~HM dm cidies unànll et 	 (V 
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L2.4. Composition chimique des huiles essentielles - travaux antérieurs 

Les huiles essentielles de Schinus molle ont fait l'objet de plusieurs travaux décrivant 

leur composition chimique très variée. 

Les premiers travaux effectués par Rossini et aL (1996) rapportent que l'huile 

essentielle extraite des feuilles de Schmus molle p œvczant de l'Uruguay., analysée par 

CPGISM, ont révélé l'existence d'un seul composé majoitaïre qui cM k biclogermacrène 

Une élu& de Un coqupawbm rihiniiqp de flui& comrftm& dim illes et des fruits 

effectuée par Baser et al. (1997), révèle la présence d'un composé majoritaire l'alpha-

phellandrène (38,1% et 22,1%) suivi du béta-phellandrène (11,8% et 10,4%), le limonène 

(11,6% et 10,4%) et l'alpha-cadinol (7,2% et 5,6%). 

En 2004, Marongiu et aL, ont pu identifier 26 composés représentant 98,9% de la 

composition totale de l'huile essentielle des feuilles de Schinus molle. Les deux composés 

majoritaires sont: l'alpha-phellandrène (26,1%) et le béta-phellandrène (21%). 

Em 2»4, Les 9mmmx ii 	jar Ik 	4.,, sur lFlhùlle umwniWIle des feuilles et 

41es fïriit de .unus ,m/k 1prnaIit de IllEgMoic, tuit møitfr iîitence de l'alpha- 

ûftuns lies deu'x paitIies de lia iplante avec des 

pourcentages respectifs 39,72% et 23,4%. 

Par ailleurs, en Pérou, iluaman et al. (2004) ont identifié 31 composés dans l'huile 

essentielle des fruits qui représentent un pourcentage variant entre 94,9 et 98,2 1/1 o. Ils avancent 

que les composants majoritaires sont: le myrcène (42%), l'alpha-phellandrène (25%), le 

limonène (19%) et le bêta-phellandrène (9,7%). 

En outre, l'huile essentielle des fruits de Schinus molle, poussant en Tunisie, est 

caractérisée par une prédominance des composés suivants : l'alpha phellandrène (35,86%), le 

béta phellandrène (29,3%) et le béta pinène (15,68%), (Illayouni et al. 2008). 

essentilIle de Sahmm mIk pwvœM i4r.ilgèiiie tWe ïiit it'objet d'aucun 
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Figure 1: Schinus molle (arbre) 	Figure 2 : Schinus molle (fruits) 

1.3. Espèce Pisiacia vera 

Genre: Pisracia 

Espèce : Pistacia vera L. 

Nom commun : Vrai pistachier 

1.3.1. Description botanique 

wm ai1 	t*ii1t 71 10 in '& aufiw, anwfuil1 caduques, fleurs 

F7 M  ~gAMMUMM)MICM =f17-411 

Les feuilles sont vertes caduques, composées et pennées, légèrement aromatiques. 

Elles sont couvertes de poils courts, elles possèdent de 3 à 5 folioles en général. Ces derniers 

peuvent dépasser 4 cm de largeur. 

II montre en mai et juin ses fleurs brunâtres, et fructifie à la fin de l'été. Les fruits ont 

environ la grosseur d'une olive, charnus, de couleur verdâtre et de saveur douce, logés dans 

une coque s 'ouvrant latéralement quand le fruit est mûr (Gaston, 1990). 

1.3.2. Répartition géographique 

L"Oe Pirwtw& 	œ, itr rnijnnni'.ee $, inuoduit à Rome et 

sr k,isin 	iii 	né cle ei mâ' 	em 	tn i»rient, l'iran est 

l'un des plus grands pays producteurs et exportateurs de pistache (Gaston, 1990). 

we 
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133. Propriétés thérapeutiques 

La plante est utilisée par la population turque pour traiter l'asthme, en mâchant les 

feuilles, les hémorroïdes (externe) ainsi que comme stomachique (en mâchant de la gomme) 

(Baytop, 1999). 

II existe tris peu Je travaux pœ 	ii•' bWefflœ & ptaadhier. Une seule 

a ck' fam par &t. t aL (SS) su r r' mitiniiiwlIiicnne des extraits 

11iuiïaes Je lio . Ofle e zwmue que ccs cj&m «W cime activité modérée 

sur quelques espèces bactériennes et fongiques. 

1.3.4. Composition chimique des huiles essentielles - travaux antérieurs 

Le genre Pistacia regroupe un grand nombre d'espèces et de variétés. La 

caractérisation des huiles essentielles du genre Fistacia a fait l'objet de plusieurs travaux 

(Barra et aL, 2007). Cependant, l'huile essentielle de Pistacia vera a fait l'objet de trois 

travaux. 

Une étude effectuée par Dura et aL (2003), montre que l'huile essentielle des feuilles 

de PÊixkacia veia pnsesifle un rendement très faible de I'OflJITe de L'analyse chimique 

par C]NJSM Je l'huile essentielle de cette plante réeoltée cri Toii, a ivélé l'existence 

OEum composè mjonitaniie,Falpkrnèue (29,2%) suivi du 11iiise ((1124%) et l'alpha 

terpinéol (9,6%). Les monoterpènes hydrocarbonés représentent 59,5% de la composition 

totale de l'huile essentielle et les monoterpènes oxygénés (22,6%). Cet auteur a effectué en 

parallèle l'analyse chimique de l'huile essentielle de deux autres espèces P jstacia terebinthus 

et P,s1aca Iejaacas, qui présenteit bxs ks deux une imeur kMeea *eipaaên-4-ol (33,7% 

et 29,9% Iespeetivement)L 

llakki Aima et aL (2004) avancent que le composé majoritaire présent dans l'huile 

essentielle defistacia vera est l'alpha-pinène (75,6%). 

Ts.k.. et »L (2t7) rg que îbile esseflLidc des 1feulles de Pstacia vera 

puumM Je k 	 CpS nwjømûans ..  Fha-iiai' e (30%) et le 
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C- 	 - 

Figure 3 Pistacia vera. 
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II. Quelques classes chimiques rencontrées chez les végétaux 

11.1. Introduction 

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. 

Aujourd'hui encore, une majorité de la population mondiale se soigne uniquement 

avec des remèdes traditionnels a base de plantes. Ces produits naturels présentent un grand 

intérêt comme matière première destinée à différents secteurs d'activité tels que la pharmacie, 

la cosmétique, la parfumerie et l'agroalimentaire. 

L'industrie pharmaceutique moderne elle-même s'appuie encore largement sur la 

diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux 

propriétés biologiques inédites. 

îiiI 

la 	L« t..:: Ce 	 npes 	nrhqjue 4YIrhlhle%. On distingue 

habituellement, chez les végétaux, deux groupes de tanins différents par leurs structures et par 

leur origine biogénétique (Scalbert, 1991 ; Bruneton, 1999). 

o Les tanins hydrolysables: ou pyrogalliques qui sont des polyesters de glucides 

et d'acides-phénol. Ils se divisent â leur tour en tanins galliques et tanins 

ellagjques. 

o Les tanins condensés: appelés aussi proanthocyanidols, différent 

fondamentalement des tanins galliques et ellagiques. Leur structure ressemble à 

celle des flavonoïdes. Ce sont des polymères flavaniques formés d'unités de 

Les tmm «« 4les piii'" 	 wmanqudWks. fflk fimmsc« la régénération 

du tlini M cm de blee svpaffmdk M de 	De ioa, lik cw M cffet antiseptique. 

lEnwu1, isjaev1t lie iû .d'wi hxit rLïp3es1, 

Les alcaloïdes: Ce sont des composes organiques d'origine naturelle (le plus souvent 

végétale), azotés existant à l'état de sels et biosynthétiquement formés à partir des acides 

12 
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aminés. Ce sont des substances intéressantes par leur activité pharmacologique dans des 

«kauaiues vmiés Br..etoa, 1999). 

Les sapoiosides: Les saponosides congduat œ Zwqm J h'*éres tms fréquents 

chez Les végétaux. Structurellement, ils peuvent être classés oe deux Smuffl selon la nature 

de letu génine: les saponosides à génine stérofdique et les saprmosides à génine 

triteqiémques. ils possèdent des propriétés an1îjnflammaoites, vasœiqrotectrices et 

veiiiques (Facino et aL, 1995). 

e 	L'amidon: L'amidon se comporte comme une substance de réserve principale des 

végétaux. Il existe sous forme d'une structure correspondant à un homopolymère de D-

glucose. En pharmacie, le principal usage des amidons est celui d'adjuvant dans la 

formulation des comprimés (Guignard, 1979). 

• 	Les composés réducteurs: Les glucides, appelés hydrates de carbone, ce sont des 

composés organiques carbonylés (aldéhydiques ou cétoniques), 

• 	Les stêmh et 	es :: Ce .1 des ciosès 1.iiqiues se pliSsentant sous forme 

J"alkui*il ilulbwewiu sous lîommc d'tns aswx= pwr lIe gla iiù" ai Louent, 1994). Ils 

ou1e1U wa ulle i ponttafltJims lIa queMe' «les giwsses et «les lluiiles((kznum et Dionisi, 2001). 

Ils demeurent indispensables pour couvrir les besoins de l'industrie pharmaceutique en 

médicaments stérordiques. Ils ont aussi une potentialité thérapeutique dans les domaines les 

plus divers: antiviraux, insecticides et analgésiques (Connolly et Hill, 1991; John Goad, 

• 	 lie tnne m**t3= deiigne tute inib'itance nonsable de la 

coloesùou des fleurs et des fruits, ils sont issus du métabolisme des flanoides. Ces pigments 

exïeut sous fa forme d'hétàosides (Les anihocyanosides) et Leurs génines (les 

atdhoçjauidols). Comme beaucoup d'autres composes $ liqoes. les pigments 

heyaacs se ctt conne «les aegerns de r3iitnnx tiilaws. IL"uit&êt majeur des 

leur jp»rr colkrrnt ( 	et_ 1m). 

• 	Les anthracénosides et émodols: Cette classe regroupe tous les composés 

phénoliques, hétérosidiques, dérivés de l'anthracène de degré d'oxydation variable. De plus 

les émodols sont des dérivés hydroxy-anthracéniques. Ce sont des laxatifs stimulants et ils 

agissent sur la motilité intestinale (Larousse, 2001). 

13 
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• 	Les coumarines: Ce sont des dérivés de la benzo-a-pyrone, leurs propriétés 

chimiques sont principalement dues à la fonction lactone. Leur spectre UV est caractéristique 

et sert à leur identification (Houit et Paya, 1996; Namba et aL, 1988). L'intérêt 

pharmacologique des coumarines est limité. Certaines sont présentées comme veinotoniques 

et vamà3pmtomïm (rueleL 1999) 

Ces classes damsqecs sont rées acties mais idâs aaitiialièrement, les 

flavonoïdes et les huiles essentielles sont reconnus pour leur grande activité biologique, ils 

occupent une très grande place dans le domaine de la pharmacologie, d'où notre intérêt envers 

ces classes. 

11.2. Les flavonoïdes 

11.2.1. Introduction 

L'oxydoréduction est un processus nécessaire pour la vie en aérobie et pour notre 

organisme, où l'oxygène est l'accepteur ultime d'électrons au niveau de la chaîne respiratoire 

pour former de l'énergie. 

Cependant, dans le cas où il y a transfert d'un nombre d'électrons impair, nous 

assistons à la formation d'espèces toxiques ayant des électrons non appariés (célibataires), 

appelées radicaux libres (Vansant, 2004). 

Ces radicaux centrés sur l'oxygène (appelés ainsi parce que J'éleewm célibataire est 

poilé par l'atonie d'oxygene) sont reconnus par leur grande réactivité et font partie des 

espèces oxygénées réactives (ROS : Reaciive Oxygen Species, selon la terminologie anglo-

saxonne) (Favier, 2003). 11 a été démontré que les ROS oxydent les lipides, les protéines, les 

enzymes et l'ADN. 

Ces dommages oxydatitTs sont considérés comme la cause principale de nombreuses 

maladies dégénératives telles que les maladies cardiovasculaires et le cancer (Gutteridge, 

1993). 

Pour Lutter contre les radicaux libres nocifs, notre organisme pGssèxde des systèmes de 

défense antioxydants. Certains sont endogènes, alors que d'aunes sont obtenus à partir de 

molécules apportées par l'alimentation (exogènes). 

14 
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A cause des agents externes comme les polluants de l'air, les radiations UV et l'alcool, 

Les radicaux libres peuvent être produits en excès. De ce fut, notre système endogène de 

défense se trouve incapable de réduire toutes ces espèces réactives. Pour diminuer ces 

dommages oxydatifs, notre organisme a alors besoin d'une alimentation riche en antioxydants 

exogènes. Parmi ces antioxydants, on trouve les vitamines C, E et A, ainsi que les 

flavonoïdes. 

fiL D 

la âmane des pol1hls. Ils fact Inme des composés les phn néwm&s et les plus 

nilaeux laas la cui* lr*alité des p4anes (Bvues, I99). Ce sœt des pigments 

p,niabks 41e la ciralin des flmm 4es lirvits et des fcudks. De œ bà, âh jouent un rôle 

important dans les interactions avec les insectes (attraction et rôle dans la pollinisation 

entomophile et la dispersion des graines). Ils sont également présents dans les épices et les 

herbes aromatiques (Marfak, 2003). 

1F 	 --• 	'T' 

Les flao' 	t unphquis &m ks ùtis p&wars 	nismes dans les 

comme 4Ls les bi,ses uLes 4es I e). ils ;agissent dans les 

systèmes de défense des cellules végétales en réponse à certains stress tels que les radiations 

ultraviolettes. Ce sont également des inhibiteurs d'enzymes, des agents chélatants des métaux 

nocifs aux plantes. De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation et les transferts 

d'énergie, la morphogenèse et la détermination sexuelle, la photosynthèse et la régulation des 

hormones de croissance des plantes (Di Carlo et aL, 1999; Pietta, 2000). 

dm 1hw..si4s 

basés sur un squeime ; 15 cabrie , 	ieaa le çAars vànpk, casie en deux cycles 

phényles, les cycles A et B, connectés par un pont à trois carbones (structure en C6-C3-C6).  Le 

pont en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le cycle C 

(Bru.eton, 1999) 
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3 ,  

2° 	4 

8 

Otiir.  
A 	

C 

5 	4 

Figure 4: Structure de base des flavonoïdes 

ffit dw«9es &sses de ffiha»aiks ddRmm ce fœchm de lia dhIîon et du degré 

t dexydatm da cdc C alm que les conçasm ïihw2s au sein d'une 

b sitntnœdes cdes A ye a Pï les mambmmses classes de 

prmcçaks :: a1yanes, flavanols, 

flavones, flavanones, isoflavones et proanthocyanidols (Ilarborne, 1988). 

Les flavonoïdes sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3', 4' et/ou 5'. Un ou 

Pluâms de ces groupes hydroxyles sont fréqureznment inélhylès. 	prénylés ou 

ilfi Dans les 4anks, les flaodes sont wuvem w&nts so 	wine C- ou O- 

.g.s; les formes libres, sm ses auachs, sont aekes .ncs Les O-glycosides, 

de loin les plus fréquents, portent leurs substituants sur les groupements hydroxyles de la 

génine, alors que pour les C-glycosides, la liaison se fait directement avec un carbone de la 

gniae les C-6 chou C-& En eflt, la formation de la (ou ) s) lterosidique(s) est 

mm la dJpeflflCe (le trans%rases tris spécifiques qwM au sÙir ch à la position 

dolion (RrP.etoL 1999). 
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Figure 5: Diverses classes de flavonoïdes (Bruneton, 1999). 
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1U3 	 des ftauwdes 

les flavonodes possèdent tous le mime élément s niwail de bue car ils dérivent 

d'une mqPw biosyatkétsne comniwe. Le cycle A est fofine ài paut1ir de tinwits molécules de 

mknlkCenzyi A (mk*y1-CoA). isss du mtabo1isine dm gbuesnz. les cycles B et C 

proviennent eux aussi du métabolisme du glucose mais par la voie du shikimate via la 

phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA (Figure 6). 

Le p-coumaioyl-CoA et les 3 malonyls-00A se condensent en une seule étape 

enzymatique pour former une cIlcone, ta 4, 2, 4, 6' ahydmxychalcone (réaction 

catalysée par la chalcone synihétase). Le cycle C se tonne par cyclisalion de la chalcone, 

ralysée par ladulconàsoinàase qui inds me fe eomoqmifique du cycle 

œmâuwm î eane seide 24,lq4bvaume la nanagénim. Ce cde sdkt1te mmte pour former 

les «liiffJnes dasses de Ibo&es (Ik&r d Fe.t*, 13). 

Les thmemuks vamgwmcm unIgrœMIt 	 ___ 

Il, 	 I 	4jj 	 Ff 

des ffilaomdes cg tenr caratàe anboxydM. A œ litre, 1h agmag hie1Jrs niveaux: 

Inhibition d'enzymes ou chélation des éléments traces impliqués dans la 

formation de radicaux : suppression de la formation de dérivés réactifs de l'oxygène 

(ROS) (Pietta, 2000) 

Les flavonoïdes inhibent la xanthine oxydase, source biologique importante du radical 

qpeoy&. lh aiut e»àmm onnu& jpaur nâdbm d7nW1es cmzyffmf, iimJ!iliqUéeS dans la 

IROS itdfles «pie les 	dvxj'., es 	yéaases, ou les 

k psxy& 0fl z0bi* "ne ((mi ipice de fer) pour 

dunner pai' Jïsinutatïon,. «hs mdkmm ldkmyles cncne pIas Umâqacs,. Cest cette réaction, 

açpl iaction de Fciim, e lie fêr, qui est aiulmibee gaireerluii flhvonoïdes (telle 

qat la cétine) par ow amm de efflËm du fa (Cayebe» et C 	4). 
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Métabolisme du glucose 

Shikimate 

tttll-CoÀ 
	

I 
Phénylalanine 

00 
3x 	1111 

3 malonyl-CoA 

0H 	 0H 

HO 	O 	 Les réactions ultérieures 
____ 	aboutissent aux 'tÇIII(I.J 	principales classes de 

flavonoïdes 

OH  

Naringénine 

OH  

4,2' ,4' ,6'-tétrahydroxychalcone 

Fig 6: Scka de la b yntbèse des flavonoides UhnftuM ks weks de l'acétyle CoA 

et de la pbylalaaiae (lldkr et Forkaaa,, J93). 
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• 	Piégeage de radica.x 

En raison de leur faible potentiel redox, les flavonoïdes peuvent réduire les radicaux 

libres très oxydés comme les superoxydes, les radicaux peroxydes ou les radicaux hydoxyles 

par transfert d'hydrogène (Pietta, 2000). L'oxyde nitrique qui forme, en se combinant avec le 

radical superoxyde, le très délétère peroxynitrite est également piégé par les flavonoïdes. Le 

radical flavonoïde ainsi formé est stable et interrompt les évènements de dégradation 

cellulaire initiés par l'attaque radicalaire (Hoilman et Katan, 1997). 

Les radicaux seraient responsables d'altérations des acides nucléiques et des processus 

d'altérations d'initiations et de cancérisation ainsi que de dégradations cellulaires liées à leur 

réaclivité avec les phospholipides membranaires (phénomènes de péroxydation). Ces 

dommages oxydatifs peuvent être impliqués dans de nombreuses affections cancers, 

inflammations chroniques... De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoïdes 

possèdent des propriétés anti-inflammatoires (Da Silva et al., 1994 ; Galati et aL, 1994 ; 

Read, 1995), athérosclémses.. 

Ainsi, leur projwiété de piégeurs de radicaux implique les flavonoïdes dans la 

pië%mdjm des dommages oxydaufs causés par les ROS sur les mudwidm cellulaires. De 

biieases étwies in vj&u ont montré des acliités des flavemodWE mabr les processus 

mn&imn*piues (Bras'se*r, 19*9) et, de ce fait, coie les m.Iç iiflfflamnwtàres chroniques 

et l'arthrose. En empêchant les ROS d'altérer l'ADN, les flavonoïdes limitent les mutations et 

les processus de carcinogénèses (Merken et Beecher, 2000). De ce fut, ils sembleraient 

également intervenir dans la prévention de cancers, d'athérosclérose, d'hypertension et des 

maladies cardio-vasculaires. Ils sont également reconnus pour leurs nombreuses activités 

biologiques. 

Outre leur pouvoir antioxydant, certaines classes possèdent des potentialités 

oestrogéniques (isoflavones). Plus généralement, les flavonoïdes sont utilisés pour toute une 

gamme d'activités pharmacologiques : pour préserver l'intégrité vasculaire, pour leurs 

propriétés immunomodulatrices (ils sont capables de moduler le fonctionnement du système 

immunitaire) (Middleton, 1996). Les flavonoïdes sont de puissants inhibiteurs de la 

prolifération des lymphocytes B et T (Mookerjee et al., 1986 ; Namgoong et al., 1994) et 

mm &s anti-hé atotoxiips et anti-ostéoporotiques (Saaoiya et d., 2M ; de Rijke et 

d., SN). 
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Contre les allergies. les Ilavonoïdes sont suscbÀles de ârrni. ff la libération 

d'histamine des basophiles et des mastocytes (Middleton et Drzewiecki ; 1984). Ils ont 

également une activité antivirale (Van Hoof et al., 1984) 

Les flavonoïdes sont aussi connus pour leur action sur le tractas gastro-intestinal en 

tant qu'agents antiulcétew., antispasmodiques, anti-secréteurs et dianheiques (Di Carlo et 

aL, 199). Des études épidémiologiques ont démontré qu'une co xnniation régulière de 

fruits frais et de légumes diminue le risque de développement des maladies cardiovasculaires 

et d'apparition de certains cancers (Hertog et al., 1993). Ces effets sont attribués, en partie, 

aux concentrations relativement importantes des flavonoïdes présents dans ces aliments. 

Sur le plan cosmétique, les flavonoïdes peuvent entrer dans la fabrication de crèmes 

adoucissantes de la peau. En effet, les flavonoïdes sont des substances qui absorbent dans 

l'ultraviolet et peuvent, pour cela, être utilisés pour la protection de la peau contre les rayons 

solaires nocifs. 

11.3. Les huiles essentielles 

11.3.1. Introduction 

Le règne végétal comprend des substances organiques de structure et d'utilisation 

variées (Lafon et aL, 1988). 

En effet, les plantes renferment des composants chimiques qui se répartissent en deux 

grands groupes. Le premier regroupe les constituants du métabolisme primaire (les glucides, 

les lipides, les protides...) qui existent en permanence au sein de la plante. Le deuxième 

regroupe les constituants provenant du métabolisme secondaire (pigments, polyphénols, 

vitamines, les huiles essentielles...) qui ne sont pas toujours présents chez les végétaux. Ces 

métabolites secondaires ont des rôles biologiques divers. 

Aujourd'hui, les traitements à base de plantes reviennent au premier plan, car 

l'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques décroît. Les bactéries et les virus se sont 

peu à peu adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus. C'est pourquoi on utilise 

à nouveau les plantes pour soigner les maladies qui résistent aux médicaments. 
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L'aromathérapie, l'art de soigner par les huiles essentielles, est devenue une science 

méthodique depuis qu'elle repose sur une classification des huiles essentielles selon leur 

capacité à lutter contre les bactéries. 

11.3.2. Définition 

Les huiles essentielles, ou essences aromatiques végétales, sont des substances 

odorantes, volatiles, huileuses donc de nature hydrophobe, totalement solubles dans les 

akls, I'cdxr et dans les huiles vegbak& Iorqu'e11es sont pntes et iiatelles, elles ne 

ïenczu aKaat corps gras, elles sxU uniquement conitu&s de inokks aromatiques 

volatiles. Ces essences peuvent être regroupées en cinq classes : les alcools, les esters, les 

aldéhydes, les cétones et les lactones. Elles sont souvent colorées du jaune pâle au rouge 

foncé voire brun, en passant par le vert émeraude. Elles sont obtenues par différentes 

techniques d'extraction. 

Néanmoins, diverses significations leurs sont données par les botanistes, chimistes, 

industriels, parfumeurs, et pharmacologues. 

Depuis, la norme AFNOR définit l'huile essentielle comme un produit obtenu à partir 

d'une matière première végétale, soit par entraînement à la vapeur, soit par des procédés 

mécaniques à partir de l'épicarpe des citrus, soit par distillation à sec. L'huile est ensuite 

séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques (AFNOR, 1989). 

11.3.3. Répartition, Localisation 

Les huiles essentielles sont rencontrées dans diverses familles botaniques. Elles sont 

largement répandues dans le monde végétal et se trouvent en quantité appréciable chez 

environ 2000 espèces réparties en 60 familles (Richter, 1993). 

Ces essences se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante ; dans une même 

plante, ces huiles peuvent exister à la fois dans diflents organes oà la composition chimique 

peut vasa d'un organe à un autre. 

Ces essences aromatiques sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur 

presque toutes les parties de la plante, au sein du cytoplasme de certaines cellules où elles se 

rassemblent sous forme de petites gouttelettes, ensuite elles sont stockées dans des cavités, les 

cellules sécrétrices sont souvent localisés sur ou à proximité de la surface de la plante ce qui 

facilite leur émission (Bruneton, 1999). 
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11.3.4. Rôle des huiles essentielles chez les plantes 

Les huiles essentielles ont des fonctions multiples dans la nature. Actuellement, il est 

difficile de les préciser dans tous les cas. Néanmoins, il semble probable qu'elles aient un rôle 

écologique car, dans les régions désertiques, elles conservent l'humidité autour de la plante ce 

qui empêche la température d'augmenter d'une manière excessive pendant le jour et de 

baisser au cours de la nuit (Belaîche, 1979). 

En effet, expérimentalement, il a été établi qu'elles exercent des interactions sur les 

végétaux et les animaux. Ainsi, elles constituent un moyen de communication (Bruneton, 

1993). Certaines essences attirent les insectes et favorisent la pollinisation, tandis que d'autres 

servent à la défense des plantes contre les prédateurs (herbivores, insectes, micro-organismes) 

(Capo etaL, 1990). 

Toutefois, la fonction des essences au sein de la plante reste encore un phénomène 

assez obscure (Rai et al., 2003). 

[W.. Composition chimique des huiles essentielles 

La composition chimique des huiles essentielles ex 	 très complexe, à la 

Ibis par la divessité considérable de leurs structures, et par le mmbœ dcvë de constituants 

présents. Ces derniers appartiennent à deux grands groupes. 

Le premier groupe est celui des terpénoïdes. Ce sont des hydrocarbures de structure 

très diverses (acycliques, monocycliques, bicycliques...) constituant une chaîne plus ou moins 

longue. Les molécules de cette famille sont formées de l'assemblage de deux ou plusieurs 

unités isopréniques (Figure 7), unité composée de cinq carbones isopréniques, de formule 

brute (C5H5)n (Allinger et al, 1975), Sur ce squelette de base est souvent présent un ou 

plusieurs sites fonctionnels semblables ou différents. La majorité des sites fonctionnels sont 

des sites oxygénés avec un ou plusieurs atomes d'oxygène, pour quelques groupes 

fonctionnels azotés ou soufrés (Figure 8). Ce groupe renferme surtout les monoterpènes (C io) 

et quelques sesquiterpènes (C15), rarement des diterpènes (C20). 
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Figure 7 ; Unité isoprénique. 

Le second groupe est celui des composés aromatiques dérivés du phénylpropane, qui 

sont moins fréquent que les terpénoïdes (Svoboda et Haapso, 1999). 

Entre ces deux catégories de composés, il existe naturellement d'autres corps qui 

entrent en faible proportion dans la constitution de certaines essences (esters, aldéhydes, 

alcools...) (Bruneton, 1993). 

Limonène 
cL-pinène 

-cadinène 

Figure 8: Structure de quelques composés terpéniques. 
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La composition chimique d'une essence varie en lbnciion d'un grand nombre de 

facteurs d'origine extrinsèque tel que l'origine géographique, les facteurs écologiques 

(climatiques, pédologiques ... ). qui exercent une influence directe sur la production et la 

quantité de l'essence (Garnero, 19851 et des facteurs dorîgine intrinsèque tel ipre l'origine 

botanique, le chimiotype et le cycle biologique. Ce sont des variables qui dépendent de la 

plante elle-même. 

11.3.6. Biosynthèse des constituants des huiles essentielles 

Origine biosynthétique des terpènes 

Les principales étapes de la formation des terpènes sont (Figure 9): 

• 	L'autocondensation de l'acétyl-Coenzyme A: ce dernier est condensé avec une autre 

molécule d'acétyl-Coenzyme A pour former le -hydroxy 3-glutaryl-CoA qui condujt, après 

réduction et hydrolyse à l'acide mévalonique. 

• 	L'acide mévalonique activé enzymatiquement par phosphorylation fournit le 

pyrophosphate d'isopentèn-3-yle (PPI3) par une réaction d'élimination et de décarboxylation. 

• 	Une fraction de PPI3 est isomérisée enzymatiquement en pyrophosphate de 

diméthylallyle (PPI2). L'action de PPI3 sur PPI2 conduit par une liaison tête-queue au 

pyrophosphate de géranyle (PPG). 

On peut obtenir tous les dérivés monoterpéniques acycliques à partir du PPG, comme 

par exemple le limonène... 

s 	La condensation d'une autre unité PPI3 sur le pyrophosphate de farnésyle (PPF) qui est 

le précurseur de tous les sesquiterpènes. 

La biogénèse des autres terpènes (diterpènes.. . polyterpènes) s'explique par le même 

processus (Laniarti et aL, 1994). 
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I (Acétyl-Coenzyme A)n 	 Acide mévalonique 

Phosphorylation 

I Pyrophosphate de diméthylallyle (PPI2) 	
Isomerase J Pyrophosphate d'isopentèn-3-yle 

Monoterpènes (Cie) -q 	Pyrophosphate de géranyle (PPG) 

PPF synthase 

Srsq.itcrpènes (C1%) f*—J Py«srhate de 1syIe (1W) 
	

Squalene 

I Triterpènes (C30) 

Diterpènes (C20) 	 Pyrophosphate de géranylgéranyle 

+(PPI3)n 

I Polyterpènes I 
Figure 9: Synthèse des différentes classes terpéniques chez tes plantes (Dubey et aL, 2003). 
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I (Acétyl-Coenzyme A)n 	 Acide mévalonique 

Phosphorylation 

Pyrophosphate de diméthylallyle (PPI2) 	
Isomérase 

[iyr,phsphated'îsopentèn-3-yle (PPI3) 

	

Monoterpènes (C 10) ii 	I Pyrophosphate de géranyle (PPG) 

PPF synthase 

	

I Sesquiterpènes (C14 	Pyrophosphate de farnésyle 
	Duplication I 

Squalène 

I Triterpènes (C30) 

	

Diterpènes (C20) 
1  4 
	Fyrophosphate de géranylgéranyle 

+(PPJ3)n 

Polyterpènes I 
Figure 9: Synthèse des différentes classes terpéniques chez les plantes (Dubey et aL, 2003). 
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Origine b 	dt1ique es 

Les dérivés du phénylpropane empruntent la vuse de 11'ikfe siukianique qui représente 

le prnpalmode d'accumulation des phénols dans 11es planws, Cet wà& est obtenu par 

condensation de l'acide pyruvique activé par phosphorylation. 

L'addition d'une deuxième molécule d'acide pyruvique activé donne l'acide 

préphénique qui, par décarboxylation et élimination, conduit à l'acide phényle pyruvique. Ce 

dernier se transforme en phénylalanine, acide aromatique qui est à l'ongiue de la formation de 

nombreux composés aromatiques (Hatanaka et al., 19*7).. 

113.7. Propriétés chimiques et activités biologiques 

Par leurs nombreuses et diverses propriétés, les plantes aromatiques et leurs essences 

trouvent leur emploi dans de multiples domaines telles que: Falimeniation, la parfumerie par 

leurs propriétés odoriférantes, la pharmacie, l'aromathérapie, etc. 

Les propriétés aromatisantes des huiles essentielles s'utilisent quotidiennement dans 

les préparations culinaires (thym, laurier,...), elles donnent aux condiments (poivre, 

cannelle,...) et aux aromates (menthe, anis,...) leurs saveurs. Elles sont également employées 

pour masquer l'odeur désagréable des médicaments destinés à la voie orale. 

Le pouvoir anti-oxydant de certaines essences permet la conservation des aliments en 

évitant la prolifération des moisissures et l'altération des qualités organoleptiques de 

l'aliment. 

Les essences sont utilisées dans l'industrie agro-alimentaire dans la préparation 

surgelées non seulement pour rehausser le goût mais aussi pour empêcher les contaminants 

alimentaires de se développer (Bustaf et FoeGeding, 1983). 

Cependant, elles sont très efficaces contre les moisissures, responsable de la 

détérioration des denrées alimentaires lors de leur stockage (Dwivedi et Singh, 1998; 

Mejholm et Dalgaard, 2002). Elles connaissent de nos jours un renouveau exceptionnel, il 

s'est avéré qu'elles ont une activité sur les germes résistant aux médicaments, ce qui leur 

donne une place parmi les moyens thérapeutiques pour guérir, atténuer ou prévenir les 

maladies et les infections (Buchbauer et Jirovetz, 1994). 
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Les propriétés des essences sont innombrables et variables, elles sont dues à leur 

richesse en terpènes. 

Les huiles essentielles sont douées d'un pouvoir de pénétration transcutanée: elles 

passent à travers la peau en très peu de temps (Valnet, 1984). Elles sont également 

antiseptiques pulmonaires, intestinales et urinaires (Sallé, 1991). 

De nombreuses essences ont un effet analgésique tel que l'origan (Schwimm1e et aL, 

2001), d'autres ont des propriétés antispasmodiques, vennifiiges, antioxydants, etc. 

La plupart des essences ont une action sur les pa1ases, les lt&ies, les virus et les 

e 	Le mode d'action des huiles essentielles contre les bactéries est large. Elles agissent, 

dans certains cas, par modification du bon fonctionnement de la membrane plasmique en 

réagissant avec les sites actifs des enzymes ou servent de transporteur de proton en réduisant 

la synthèse de l'ATP (Chang et al., 2001 ; Ultee et aL. 2002). Les huiles essentielles 

possèdent plusieurs modes d'action sur les différentes souches bactériennes, mais d'une 

manière générale leur action se déroule en trois phases (Burt, 2004; Oussalah et aL, 2006) : 

Au niveau de la paroi, elle provoque une augmentation de la perméabilité puis la 

perte des constituants cellulaires. 

) A l'intérieur de la cellule bactérienne, par son pouvoir acidifiant, elle bloque la 

production de l'énergie cellulaire et la synthèse des composants de structure. 

r Au niveau du matériel génétique, elle détruit l'ADN conduisant à la mort de la 

bactérie. 

• 	L'action antifongique des essences est due à une augmentation de la perméabilité de la 

membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite de contenu 

cytoplasmique et donc la mort de la levure (Coi et aL, 2000). 

Elles ont aussi la propriété fondamentale de renforcer les défenses de l'organisme pour 

permettre de vaincre les maladies. 
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III. Méthodes d'analyses chromatographiques 

III.!. Introduction 

L'analyse des huiles essentielles et des flavonoïdes reste une étape importante qui, 

malgré les progrès constants des différentes techniques de séparation et d'identification, 

demeure toujours une opération délicate nécessitant la mise en oeuvre simultanée ou 

successive de diverses techniques. 

Elle est basée sur la purification des constituants par différentes techniques 

chromatographiques: chromatographie sur couche mince (CCM), chromatographie liquide 

sur colonne ouverte (CLC), chromatographie liquide haute performance (CLHP) ou 

chromatographie en phase gazeuse préparative (CPGP), Spectrométrie de Masse (SM), Infra-

Rouge par Transformée de Fourier (IRTF), Ultraviolet (UV), Résonance Magnétique 

Nucléaire (RIv1N du proton et du carbone-13, RMN bidimensionnelle) (Cooper,1980; 

Silverstein et al., 1991). 

111.2. Identification des constituants dans un mélange complexe 

L'analyse des mélanges complexes naturels peut être effectuée selon trois voies 

(Figure 10): 

• 	La voie A: est basée sur l'identification des constituants par le couplage « en ligne» 

d'une ou plusieurs techniques chromatographiques, qui permettent l'individualisation et 

l'identification des constituants. Elle est la plus couramment utilisée, tout au moins pour les 

analyses de routine. 

• 	La voie B: fait intervenir la séparation de ces mêmes constituants, y compris les 

produits minoritaires, par diverses techniques chromatographiques, telles que la CCIVI, la 

CLC, la CLHP, la CPGP. Leur identification est alors réalisée par comparaison des données 

spectrales des composés isolés (SM, R mais aussi RMN du proton et du carbone-13) avec 

celles de produits de référence. Cette méthode est forcément indispensable dans le cas de 

molécules nouvelles. 

• 	La voie C, intermédiaire par rapport aux précédentes, met en oeuvre la RMN du 

carbone-13 sans séparation préalable des constituants. 



I 	 J 	 J 	 I 	 I 	 J 	 J 	 J 	 J 	 I 	 J 	 F 	 j 	 I 
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r CPG-SM CPG-IKSM CFGIRTF 
Voie :A 	CPG-SM-IRTF CLHPrM CLHPCPGSM 

CLHP-RMN 1 11 

[ Mélange complexe j LVoie c 	RNIN du 	 I 	V Identification 	
j 

CLC, CCM; CLIII'; CPGIJLTT>IL 
SM+LR + RMN '11 e4C 

Figure 10 : Méthodes d'analyse d'un mélange complexe. 
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1H.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

La chromatographie sur couche mince (Figure 11) est employée dans le suivi des 

purifications et permet de vérifier la présence et le degré de pureté des produits étudiés. 

Une plaque de chromatographie sur couche mince (CCM) se compose d'un support en 

aluminium ou en verre, sur lequel est fixé une fine couche d'un produit d'adsorption (silice, 

cellulose, polyamide ...) comme phase stationnaire. 

L'échantillon à étudier (21.tL de chaque extrait ainsi que les étalons) est déposé â l'état 

liquïde par apposition successive d'une micropipene et évenlueDement 

La plaque est placée ensuite en position verticale ou Légèrement inclinée dans une 

cuve en verre; elle repose contre l'une des parois et est immergée d'environ 0,5 cm dans la 

phase mobile, qui est constituée d'un ou de plusieurs solvants, et dont les vapeurs auront 

préalablement saturé la cuve fermée. 

Le comportement d'une molécule particulière dans un système donné est exprimé par 

son rapport frontal (Rf) qui est le rapport de la distance parcourue par cette molécule sur celle 

parcourue par la phase mobile (front de solvant). 

Chromatoplaque 

Atmosphère saturée en 
vapeur de solvant 

Emplacement des dépôts 

Solvant 

Figure 11: Schéma d'une chromatographie sur couche mince. 
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111.2.2. Chromatographie en phase gazeuse (CPG) 

La chromatographie en phase gazeuse (Figure 12) est une méthode d'analyse par 

séparation qui s'applique aux composés gazeux ou susceptibles d'être vaporisés par chauffage 

sans décomposition (Arpino et al., 1995). 

La CPG est la technique usuelle dans l'analyse des huïles esseiilïdiles. Elle permet 

d'opérer la séparation de composés volatils de mélanges très complexes et une analyse 

quantitative des résultats à partir d'un volume d'injection réduit (Arpino et aL, 1995). 

La spécificité de la CPG est l'inertie de la phase mbi1le ((ake, héhmim .,.), qui ne 

joue k rôle que de vecteur. La séparation dépend doue umqu=ce 'des ïnie actions entre 

anales et phase stationnaire. Les phases .stationnan's p um1t &e de plusieurs types 

(Judeinstein et aL, 1999; Rogalska et al., 2001). 

Pour chacun des composés, deux indices de rétention polaire et apolaire, peuvent être 

obtenus. Ils sont calculés à partir des temps de rétention d'une gamme étalon d'alcanes ou 

plus rarement d'esters méthyliques linéaires, à température constante (indice de Kovts) 

(K, 1%5) ou en pmgmammat*on de hmpérawœ (ink de ii) (Vm Den l)ool et 

Kr'z, I%3).. ils sont ensèle compwès avec ceux de Vwdum de mx (mesurés au 

Jme ou déaits dans la httàatwe). Toutefois, il est fréqi variations, 

parfois importantes, lorsqu'on compare les indices de rétention obtenus au laboratoire et ceux 

de la littérature (en particulier sur colonne polaire). C'est pourquoi la comparaison des indices 

S't'sT dQaW œk4unes 4e POLMM 4iien*e eat Offioefflm. 

Ma 	**, 	it saia urne 	ne 	iiini, 	Wajpoutt du couplage 

fltre la ,CPG et mie temïque 'd'iâentcPron spetroscopique 2. en génénl la spectrométrie 

de masse (CPG/SM) ou plus rarement l'IRTF. La combinaison de ces deux techniques 

complémentaires, est applicable à l'analyse d'un grand nombre de substances organiques, 

aussi bien gazeuses que liquides. 
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Gaz vecteur 

Chambre 
d'injection 	 Détecteur 

Contrôle de 
température 

Ventilateur 

Ainplificateur 

Four 

Intégrateur 
enregistreur 

Colonne analytique 

 

Figure 12 : Schéma d'un chromatographe en phase gazeuse. 

111.2.3. Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

Cette technique d'analyse permet d'obtenir a la fois les temps de rétention des 

constituants volatils de l'échantillon pour un programme donné et leur spectre de masse 

(Figurel3). Il permet de connaître, dans la grande majorité des cas, la masse moléculaire d'un 

composé et d'obtenir des informations structurales relatives à une molécule à partir de sa 

Ifiangn1t*iin Lbzis lFa wxnœ e. bes moïiJe.Wkm mm bâmbao&es à l'aide 

h forumme ds un cm pIàn 	Las mm sont ensuite 

ings vers la pallie analytique de 'r apparei'i tlongeeffle, "l,Wt ; tonsïan1in, ¶996). 

Les systèmes modernes sont par ailleurs pilotés par un logiciel qui peut prendre en 

Qhame a 	raniim utameÛiipie aies 	i1Tdnus 	1 	 tlqi «k spectres 

«ks iimîm ur 	, de œnçmés. iLa -k*ien mm des témoins 

rT 	 r4ÏI,) 

KX 



Synthèse bibliographique 

Pompe 
primaire 

Colonne 	Ligne de 
capillaire 	transfère 

Pompe 
secondaire 

Injecteur 

Four 

Chromatographe en phase gazeuse 	Spectromètre de masse 

Figure 13: Schéma d'un couplage CPG/SM. 
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Plante aromatique 

Entra LLnt à 
la veau 

Huile essentielle ] 
CPG/SM 

Spectres de masse de 
chaque compose du 
mélange complexe 

L ; 

Banques de 
spectres 

Infôrmatisées 
• AROMES 
(Composes terpéniques) 

• NIST 
• WILEY 
• KONIG 

Non infbrmatisées 
• WILEY 

• .JOULAIN 

• ADAMS 

EIFIcATJO X 
Logiciel d'aide à 
l'identification 

Comparaison des différents 
spectres de masse 

Proposition d'une structure 
(note de concordance) 

Figure 14: Identification des composés d'une huile essentielle par CPG/SM. 
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Matériel et méthodes 

I. Introduction 

Dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles de la région de Tlemcen, et 

plus particulièrement les plantes aromatiques, nous nous sommes intéressés particulièrement à 

deux espèces de la famille des anacardiacées, Schinus molle et Pistacia vera. 

Pour cela, il est important de définir leurs identités, connaître leur composition 

chimique, et rechercher leurs activités biologiques. 

II. Matériel végétal 

S'chinus molle a été récolté durant le mois de novembre 2007 dans la station de 

Remchi. Pistacia vera a été récolté en période de pleine floraison durant le mois de juin 2008 

dans la station de Es safsaf de la région de Tlemcen (figure 15). 

Les dzx e&es ox '' idenWiées pw k ipnw1fe€enr I8endbadji N. &u Laboratoire 

((Aài-* 

jj œ mi,  pmiiâdhqg jpgin4lant plusieurs 

jour iai m cz&M omcnt a ffbnii 41e âa Ikunie e (du Wz& mm fiu âe préserver le 

rrngmumi i'iffinflé m&j. ff..e maiil wé'l tait mwmnmé wi tf.ur idt i mesure de 

son séchage. 

Les plantes séchées ont été récupérées. Une petite quantité a été broyée et mise dans 

des bocaux en verre hermétiquement fermés et conservés à basse température pour minimiser 

les divers mécanismes de fermentation et de dégradation inhérents aux caractères organiques 

de ces matières premières. Ces poudres servent à l'étude phytochimique. 
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Douar Amiyer 
chera 	 f-1 
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Outad 
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Saad Ez Zenata 

ed Berriah 	Beni Vakoub 

Et Hadj Marnia 	 Hennaa 

Ain et 1-ladjar 	 Ouzidane 

Douar Ouled 	 Chetouane 	 Oum et Alou mmam Bar Hamou 	 C 	 Ouled Mimoun 
ughrara 	 Miilia 	Es Safsaf. 	Ouchba MOI 

Ain Fezza 	/ 	
Her 

Douar Oulad 	Beni 	 r 	e 
oya 	 HammouMeer M6UYa 	Tlemcen ouly 

A T L À s 	 " 	Outad Berrhama 

Sabra 	T!°'' 	lnndouz Tandariat 	 Yebdar 

C'
Beni Yakoub 

Ouled Bou Harnida 
Terni Beni 	 C'  
Hadiel 	 Oulad Breouch 

± Medjahed 	 A T L A S 

Le Kef 	 T F L L I E N 

Beni Bander 

D Station d'étude 

Figure 15 : Carte de localisation géographique des stations d'études. 
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III. Tests phytochimiques 

Dans le cadre de la recherche de ces molécules ou activités biologiques nouvelles 

d'origine végétale, il est préférable de déterminer leur composition chimique par une étude 

phytochimique afin de détecter les classes des composés existant dans les différents organes 

des plantes. 

Les tests phytochimiques sont basés sur des essais de solubilité, des réactions de 

coloration et de précipitation, ainsi que des examens en lumière ultraviolette. 

III.!. Différentes classes recherchées 

ffl.1.1. Les flavonoïdes 

Ils donnent généralement avec le Magnésium, en présence d'acide chlorhydrique, une 

coloration rose ou rouge (Cavé, 1993). 

111.1.2. Les tanins 

En présence des sels ferriques, les tanins hydrolysables donnent des précipités bleu-

noirs. Les tanins galliques donnent une coloration rose avec l'iodate de potassium (K103) 

(Bruneton, 1999). 

Ur 

tm 	 ti 1 .T 	 1 

1"9 ; Pis et flaM4r, ISI). 

IIIPW 

t fùîte œ nene 	Ih 	ilùju, cc additionnant 

«qadiques igomtes «lie 	dtùtfdle 'wagner în «ff'iihfleiiir mn iprécipiitè 1runiindhqum1t lleir présence 

(Memelink et aL, 2001). 

111.1.4. Les saponosides 

Ils sont caractérisés par un indice de mousse, détermine sur un décocté obtenu par 

ébullition prolongée. Après agitation, la hauteur de mousse est mesurée (Bnineton, 1999). 
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ffl.13. L'amidon 

Il est caractérisé au moyen du réactif à l'eau iodée par apparition d'une couleur bleue 

(Guignard, 1979). 

ffl.1.6. Les composés réducteurs 

Ils sont caractérisés par la liqueur de Fehling. Ils donnent avec le réactif de Fehling un 

précipité rouge brique. 

111.1.7. Les stérols et stéroïdes 

Leur caractérisation est basée sur la réaction de Liebermann-Burchardt. 

ffl.1.8. Anthocyanosides 

Elles ont des colorations variant en fonction du pH. De rouge stable en pH<z3, elles 

virent au bleu en milieu alcalin. 

ffl.1.9. Les anthracénosides et émodols 

Leur caractérisation fait appel à la réaction de BorntrAger. Cette dernière n'est positive 

qu'avec les formes anthraquinoniques libres. 

IIWt ies oar 

lumière liv permet leur révélation en milieu alcalin (KOM, N)CU 

dhua uu lbtilioni mumwe, mull 'timifu'mi, contenant 

'til 	 lc ffl inL ik gliit:: 'ol, éther 

et cm. Lcifre cg pme à MOM pm4tam 	ff miarge est  filtré est 

giixunus 	*e (Fe 16 « fl). 

111.2.1. Réactifs et réactions de caractérisation 

Les réactifs utilisés lors des tests sont les suivants: 

Réactif de Wagner: Dissoudre 2 g de M et 1,27 g de 12 dans 75 mL d'eau. 

Ajuster le volume total à 100 ml d'eau. 

40 



Matériel et méthodes 

• 	Réactif de Mayer : Dissoudre 1,358 g de HgCl2 dans 60 ml d'eau. Dissoudre 5 

g de KI dans 10 mL d'eau. Mélanger les deux solutions puis ajuster le volume total à 100 mL 

d'eau.. 

• 	Réactif d'amidon: Dissoudre 1,2 g d'iode dans 50 mL d'eau distillée 

contenant 2,5 g d'iodure de potassium. Chauffer dans un bain marie 5 mL de la solution à 

tester avec 10 ml d'une solution de NaC1 saturée jusqu'à ébullition. 

* 	 dk 	 Mluîuir 3 miL & lia sdingon à tester 

5 miL 	iIkdhii& suiajeze et jii1juei gwtte* àflaoi& dffmiijae mnmmw. Agiter et 

lUr lia sadatfim nqwr 30 tuiimi à 2IPC. 

Les stéroïdes donnent avec cette réaction une coloration violacée fugace virant au vert. 

• 	Réaction de BorntrAger: En milieu alcalin aqueux (NH40H), les 

aéaides et le 	wsiJ 	k'g 	a a 	mem1inne ie iiiaiit., dia la structure 

et 	ibstituts de b qiwne de Eoraé wooc aa 	t uurc 	immim violacé. 
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50 g + 300 mL d'eau distillée chaude (reflux pendant 1 h) 	)Filtration 
j 

S mL. d@ §i aqueuse 
+ I à 3mr4tlf d'amidon 

44 
Coloraijon W@i violacée 

44 

Mwidon 
,...,,,,,,..,t,I,,I,flhIfl.............................  

de sol. aqueuse +2 qmL d'eau 
4,  

Agiter forteml 
4,  

Ecume persistante efl 	min 
4,  

Saponoside 

1 0 ..................................................................... 
Imi de sol. aqueuse + I mL d'  H20 

4,  
2 à 3 gouttes de FeC13  dilué 

4,  
Coloration « vert foncé ou bleu vert» 

4, 
Tanins 

V,,,...................................................................... 

50g +300 mL d'éther déthy1ique (reflux wndant 1h) - )FiItriSion 

1V??? 

10 mL de sol. éthérique évap*i* à sec 

4, 
Résidu -f 1.5 ml, d'HCI (20/p) 

4,  
Sol. acide + 2 à 3 gouttes de régçtif de 

Mayer ou de Wagner 
4,  

Précipité blanc jaunâtre 
4,  

Alcaloïdes bases 

ML de sol. éthérique évapor4e à sec 

44 

Résidu + N}{40H 

Réactif de de Bomtrger 

Tinte vive variant de l'orangé rouge 
au violet pourpre 

4,  
Enwdols 

.................... 

Figure 16 : Représen*fton schématique dpg tests phytochimiquits, 
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lmL de la solution alcoolique 	 1 mL d'extrait alcoolique + 2 mL H 20 + 20 gouttes de liqueur de Fehling 	5 mL d'extrait alcoolique + 1 mL HCI 
+ 2 mL H20 	 (chauffage) -+ Précipité rouge brique - composés réducteurs 

+ 2 à 3 gouttes de solution FeCl 3 	..................................................................................................................................................+05 g  de Mg 
di1ue 	 4,  

Coloration rose @y rouge en 3min 
Bleue.noire 	verte ou 

	

bleue-verte 	50 g + 300 mL de Méthanol (reflux pendant 1 h) - Filtration 	 lflavqdes 

Tanin 	Tanins 	 . 
gallique...thclnques 	 I. 	. 	.................J 

.......... 1 ...... 	.......................... 

20 mL de la solution alcoolique 
+SmLHCI(10%) 

Chauffage au bain marie 
4f 

+NH40H 10% (pH--9) 
4,  

Extraire avec l'éther diéthylique 
4,  

Concentrer à sec 
4f 

Dissoudre le résidu dans 0.5 mL d'HCI (2%) 
N 

0.5 mL de sol, 	0.5 mL de sol. 
+2-3 gouttes 	+2-3 gouttes 
Réactif de Mayer 	Réactif de Wagner 

4' 	 4,  
Précipité blanc 	Précipité Brun 

N 
Alcaloïdes sels 

V 

2SinL d'extrait +lSrriLd'HCI(lO%) 
Porter à reflux pendant 30 min 

4f IP mL d'extrait,. 	 coolique 

Refroidir la solution 4- 
Extraire 3 fois avec 15 mL d'éther diéthylique 

. 
Résidu 

5 mLde la sol, 	8 mL de la sol. Dosage par NaQil 1 +10 mL ÇJiC13 	 mL d'anhydride 

étherique 	étherique virage de la couleur 
ac4lique+ 0.5 mL CHC1 3  

en fonction du pH 4' 	(Raction dg libennann Burhardt) 

4, 	 4' 4- Filtrer 

Résidu + 	Réactif de Borntrager 4 <pH< 6 	l) + 5 mL d'aiihydride  ae4tiqu 

lmL H20 pH< 3 (rouge) +2-3 gouttea 4 H2SO4 

Agiter 	Vert-Bleu 	Vert-violet 
1/2Vol. 	1I2Vol, 	Teinte vive virant de LI 	N . 

Laisser rçp@ger 
+0.5 mL 	Témoins 	l'orangé rouge Bleu 	Rouge 

. 

Î.  NH40H (lO%) 	 au violet pourpre 
Apparition d'u4@ gloration 

Fluorescence intense enUV 	'&" 
Violacée fugacç vgnt au vert 
(En 3Onenjpium.A21C) 

Coumarines 	Antracénosides Anthocyano5ldes Stérols et streydes 	1J*t4rosides 	Hétérosides 
SirpTdiques Triterpénique 

....................... ,,.,,,.....................,,,,,................... .................... . 

Figure 17 : Représentation schématique des tests phytochimiques (suite). 
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IV. Extractions sélectives 

IV.1. Extraction des huiles essentielles 

L'eactton est pseutée. b !4t & imyn,nune uni puant * wparation par 

- - 	 kad un matsiau peut être tmit pv &mes 	ifl»ms lie cm naiflkuir des huiles 

essentielles, d'une façon générak, Vetm eË fiât ar iiîinieait à lia waWeur d'eau. 

- Cette méthode est un procédé de séparation basé après condensation sur la différence de 

composition entre l'eau et la vapeur produite pendant l'exécution de l'opération unitaire 

(Rose, 1965; Lawrencet, 2000). 

• Extraction par entraînement à la vapeur d'eau 

Dans ce système d'extraction, le matériel végétal est soumis à l'action d'un courant de 

vapeur provenant d'un alambic rempli d'eau au préalable (Annexe A). Les vapeurs saturées 

en composés volatils sont condensées dans des réfrigérants puis décantées dans une ampoule à 

décanter. L'huile essentielle récupérée est conservée au congélateur jusqu'à analyse. 

IV.1.1. Calcul du rendement 

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre la masse de l'huile extraite et la 

masse de la plante à traiter (Carré, 1953). Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé 

par la formule suivante: 

R (%)= (m / m0) x 100 

R (%) : Rendement en huile essentielle exprimé en %. 

m : Masse en grammes de l'huile essentielle. 

m0 : Masse en grammes du matériel végétal sec à traiter. 

IV.1.2. Analyse de la composition chimique de l'huile essentielle par CPG/SM 

L'analyse des huiles essentielles est une opération délicate qui nécessite la mise en 

oeuvre de plusieurs techniques. Des méthodes appropriées ont été utilisées pour 

l'identification des molécules qu'elles soient volatiles et présentes dans l'huile essentielle. 

L'identification de ces molécules est faite par chromatographie en phase gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse. 
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Principe de CPG/SM 

Cette technique est réalisée pour l'analyse de la composition des huiles essentielles. 

Elle permet d'obtenir â la fois les temps de rétention des constituants volatils de l'échantillon 

pour un programme donné et leur spectre de masse (Longevialle, 1981 ; Constantin, 1996). 

Les systèmes modernes sont par ailleurs pilotés par un logiciel qui peut prendre en 

charge la comparaison automatique des spectres obtenus avec des bibliothèques de spectres 

contenant des informations sur des milliers de composés. La co-élution avec des témoins 

authentiques en CPG peut permettre de confirmer une proposition de structure. 

'? Conditions opératoires 

Les analyses des huiles essentielles par CPG/SM ont été effectuées au Laboratoire de 

Chimie des Molécules Bioactives et des Arômes (LCMBA) de l'Université de Nice Sophia-

Antipolis. 

Les analyses chromatographiques ont été réalisées avec un chromatographe Hewlett-

Packard 6890N muni d'un injecteur automatique couplé à un spectromètre de masse (HP 

5973). 

Ionisation par impact électronique â 70 ev; 

• Gamme de détection des ions: 35-400 amu; 

Colonne capillaire apolaire HP-1 (50 m x 0,2 mm x 0,5 im); 

• Mode splitless; 

• Gaz vecteur: Hélium; 

• Programmation de La température: 60-200°C à raison de 2°C/min, puis 200°C 

pendant 120 min. 

Température de l'injecteur: 250°C; 

• Température du détecteur: 250°C; 

Volume injecté: 0,2 iiL. 
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Les indices de rétention ont été déterminés par injection d'une série d'alcanes linéaires 

allant de C7-C28. 

Les résultats ont été comparés avec ceux obtenus sur des colonnes de même type dans 

la littérature (Jennigs et Shibamoto, 1980; Mc Lafferty et Stauffer, 1989; Davies, 1990; 

Adams, 1995; Joulain et K6nig, 1998; Bacis, 1999; Joulain et aL, 2001). 

ç1 

(19). 

La matière végétale sèche et broyée (2 g) a été mélangée avec 100 mL de méthanol 

aqueux (70:30) (vlv,). 

Le wwlwMr cw mis wm nw piiaiit 1h à WC. Apym mfimidmrment à la 

niine anfriiaiite fitinihanrûi tIil iuiapi usu*nniduite à sec 

par le Roua (UCIII RcftvàporR-2 t à um *wpëntùm 1e4C. ILené' iu sec pesé 

a i'" iùs dans 5mL de nétflaaaell qzats œuaw à 444C. Ce dlaniiier étailt lr'etrait brut. Il 

servira au dosage des phénols totaux et des flavonoïdes. 

JV.2.1. Calculs des rendements en extraits bruts secs 

Pour déterminer le rendement en extrait sec, il est nécessaire de calculer le rapport de 

la différence entre la masse du ballon utilisé après évaporation de l'extrait méthanolique et sa 

masse avant d'être utilisé (vide) exprimé en gramme, avec la masse de la matière végétale 

utilisée en gramme. Les rendements sont calculés par rapport à 100g de la matière végétale 

sèche de départ. 

R(%)= [(Pl P2)I MI X 100 

R (%): Rendement exprimé en %. 

Pi : Poids du ballon après évaporation. 

P2 : Poids du ballon avant évaporation. 

M Masse de la matière végétale à traiter. 
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LV.2.2. Extraction des flavonoïdes 

Les résidus secs, obtenus après évaporation du filtrat méthanolique de chaque plante, 

sont repris dans de l'eau bouillante et épuisés dans une ampoule à décanter successivement 

par l'acétate d'éthyle et le n-butanol avec un rapport de volume égale à 1 (v/v) (Figure 18). 

Matière végétale 
Séchée et broyée 

Extraction méthanol/eau (70:30) 
Sous reflux 70°C 13h 

Extrait hydroalcoolique 

Evaporation à sec 

(Eau bouillante / acétate d'éthyle) (vi 
	

Repris avec le méthanol 
f ktraction par l'acétate d'éthyle (2x) 

Extrait brut 

• Dosage des phénols totaux 
• Dosage des flavonoïdes 
• Activités antimicrobiennes 

Phase aqueuse 

Evaporation, 
Extraction par le n-butanol (2x) 
(phase aqueuse /n-butanol) ; (vlv). 

Phase acétate d'éthyle 	Phase butanoliuJ 	[ Phase aqueuse 

•CCM 
• Activité anti-oxydante DPPH 

Figure 18: Schéma d'extraction des fractions acétate d'éthyle et n-butanoi des 

flavonoïdes. 
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LV.2.3. Dosage des phénols totaux 

Les ainposes $&hqøes son' une famÏLk 	 mg ïmgâmante. ils sont 

cxpkmbès i p4ladurfflepour km prognésés boliiaes « erse et !scùtent beaucoup 

d't p& ktir pi*ten'ïel anboxydam (Zb» et d . Far c, mm nous sommes 

intéressés au dosage des phénols totaux. Il est réalisé selon la méthode décrite par Vermerris 

et Nicholson, (2006). 

0.1 mL de l'extrait brut de chaque plante étudiée est mélangé avec 2 mL d'une solution 

de carbonate de sodium à 2% fraichement préparée et le tout est agité par un vortex. Après 

5 minutes, 100 pL du réactif Folin-Ciocalteu à I N sont ajoutés au mélange. Le tout est laissé 

pendant 30 minutes à la température ambiante et la lecture est effectuée contre un essai blanc 

au spectrophotomètre à 700 nm. 

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions 

opératoires en utilisant l'acide gallique comme contrôle positif. Ce dernier appartient à la 

famille des acides phénols, il convient avec ce type de dosage puisqu'il réagit avec le réactif 

Folin-Ciocalteu pour produire une coloration bleue, qui est proportionnelle à la quantité de 

phénols totaux présente dans les plantes. 

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de matière 

végétale sèche. 

LV.2.4. Dosage des flavonoides 

La quantification des flavonoïdes de nos extraits est réalisée par la méthode 

colorimétrique décrite par Ardestani et Yazdanparast; (2007). 

500j.tL de l'extrait brut de chaque plante étudiée sont mélangés avec 2 mL d'eau 

distillée suivi de l50iL d'une solution de nitrite de sodium (NaNO2) à 15%. Après 6 minutes, 

I 5OpL de chlorure d'aluminium (AICJ3. 61-120) â I 0% sont ajoutés au mélange et le tout est 

laissé pendant 6 minutes. Deux millilitres d'hydroxyde de sodium à 4% sont ensuite ajoutés 

aux tubes et le volume final est complété immédiatement à 5mL. 

Après 15 minutes, la lecture est faite à 510 nm contre un essai blanc. 

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallèle dans les mêmes conditions 

opératoires en utilisant la catéchine comme contrôle positif. 
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Les résultats sont exprimés en mg équivalent catéchine par gramme de matière 

végétale sèche. 

IV.2.5. Analyse de la composition chimique des flavonoïdes par Chromatographie sur 

couche mince (CCM) 

Les chromatographies sur couche mince sont employées dans le suivi des purifications 

et pennettcnt de véii&r la piesienee et k dMé de poé des p duib 

LIianti1kn à ébidocr ((2a1- de chaque exliad mm . .es àaILIraS est déposé à l'état 

liquide par apposition successive d'une mlcropipcuc et ëvecmadkmcm sd'. 

Le comportement d'une molécule particulière dm mm sygtèzw âatriiè est exprimé par 

son rapport frontal (RI) qui est le rapport de la distance parcourue par cette molécule sur celle 

parcourue par la phase mobile (front de solvant). 

Dans notre pratique, nous avons utilisé des plaques de gel de silice de 20x 20 cm, 

prêtes à l'emploi à support en aluminium. Le développement des plaques s'effectue dans des 

cuves en verre saturées avec l'éluant approprié. Cette phase mobile est constituée d'un 

mélange binaire, tertiaire ou quaternaire de solvants selon le type de séparation souhaitée. 

L'utilisation de différents systèmes de solvants permet de rassembler judicieusement les 

fractions récoltées suites aux différentes chromatographies et d'avoir un nombre élevé de 

constituants. 

Après plusieurs essais de systèmes de solvants suivant la littérature, nous avons opté 

pour trois systèmes selon Males et Medic-Saric, (2001); Heimeur et al., (2004); 

Hennebelle, (2006): 

. Acétate d'éthyle /acide formique/ eau distillée ; (65: 15: 20), (V: V: V) 

. Acétate d'éthyle/ acide formique/ acide acétique! eau; (100: 11: 11: 27) ; (V: V: V: V) 

. Chloroforme! méthanol /acide acétique/ eau; (100: 15 : 0,3: 0,5); (V: V: V: V) 

Après développement et séchage, les plaques ont été observées sous lampe UV à 365 

nm. Les couleurs des spots et leur Rf ont été enregistrés. 
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V. Pouvoir antioxydant: piégeage du radical libre DPPH 

Les antioxydants peuvent être définis comme les substances quI, présentent à faible 

concentration par rapport à un substrat oxydable, sont capables de ralentir ou d'inhiber 

l'oxydation de ce substrat (Boyd et aL, 2003). Cette définition fonctionnelle s'applique à un 

grand nombre de substances comprenant les terpènes et les flavonoïdes. On trouve parmi leurs 

nombreux intérêts potentiels la chélation de certains métaux et la captation de radicaux libres 

(Vansant, 2004). 

L'imàt pw1é à ces œmpeiéi m 	. ____ tiiuifhr Uii auii-tf1ante in vitro 

de IK1S caraits pw b médm& auiD. 

7•4, 	'air an*iw'4wnt des flai4 

Le pouvoir antioxydant de nos extraits a été testé par la méthode décrite par Leong 

et Shni, (2002). Cette technique est basée sur la mesure de la capacité des extraits à piéger 

1k mbâM I1M. Ct dmux cm m naiâica ill' ajui dbntbe dian II -nble à une 

fngwr «fk «inàe.~ iiff pde iune caâmmœ wwkae, ImRqWdl et wÀkût lIa coloration 

Le DPPH a été solubilisé dans le méthanol afin d'obtenir une solution de 0,lmM 

(0,0039 gIlOOmL). Les extraits ont été préparés par dissolution dans le méthanol. 

Trois millilitres de la solution méthanolique du DPPH sont ajoutés â 40.tL de 

différentes concentrations de chaque extrait fraîchement préparés. 

Après 30 min à température ambiante et en obscurité, l'absorbance a été mesurée par 

le spectrophotomètre â 515 nm. La diminution de l'absorbance à cette longueur d'onde traduit 

l'efficacité des extraits à réduire le radical DPPH. 

Deux répétitions ont été effectuées pour chaque concentration. 

Pour chaque dilution, un essai blanc est préparé à partir de 3mL de méthanol 

additionnés à 40.tL d'extrait. 

Un contrôle négatif est représenté par la solution méthanolique du DPPH (3 mL) 

contenant 40i.tL méthanol. 
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V.2. Pouvoir antioxydant des huiles essentielles 

La méthode appliquée est celle de Tappel et Mellors, (1996). Elle consiste à 

dissoudre 2 mg de DPPH dans 50mL d'éthanol. Deux millilitres de cette solution sont 

additionnés à 1 OOjtL de la solution méthanolique contenant de l'huile essentielle à différentes 

concentrations. 

Après 30min à température ambiante et dans l'obscurité, l'absorbance a été mesurée 

par le spectrophotomètre à 517nm. 

Deux répétitions ont été effectuées pour chaque concentration. 

Pour chaque dilution, un blanc est préparé à partir de 2mL de méthanol additionnée à 

100 jiL d'extrait. 

Un contrôle négatif est composé de 2 mL du DPPH et de 100 jtL méthanol. 

L'antioxydant de référence (acide ascorbique) a été préparé par la même méthode. 

> Pourcentages d'inhibition 

Les pourcentages d'inhibition sont calculés en utilisant la formule suivante: 

SC(%)= IA0 —A/AIx 100 

A@ -. Absorbance du contrôle; 
A Absorbance de l'échantillon; 
SC: Pourcentage d'inhibition du radical libre DPPH. 

Les résultats ont été exprimés par la moyenne de deux mesures plus ou moins les 

écarts types. 

La valeur 10 50, c'est-à-dire la concentration en produit nécessaire pour réduire 50% du 

radical DPPH, a été déterminée pour chaque extrait (extraits flavonoïques, huile essentielle), 

ainsi le pouvoir anti-radicalaire (ARP) qui est l'inverse de La valeur 10 50  (1/ 1050) (Brand-

Williams et aL, 1995). 

Les valeurs IC moyennes ont été calculées par la régression linéaire des droites tracés 

des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations des extraits testés (Mensor et al., 

2001) 
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VI. Pouvoir antimicrobien 

Les huiles essentielles ont des propriétés médicinales nombreuses et variées. Elles 

agissent quasiment dans tous les domaines de la santé et de la maladie. Elles ont la capacité à 

s'opposer au développement des microbes (bactéries, champignons) en les détruisant. 

L'objectif de cette étude est de déterminer le pouvoir antimicrobien des huiles 

essentielles et des extraits bruts des feuilles et des fruits de Schinus molle, les extraits bruts 

des feuilles de Pjstacja vera et de les comparer avec l'activité antimicrobienne des 

antibiotiques et des antifongiques. 

VI.!. Provenance des germes étudiés 

Les souches microbiennes utilisées font partie de deux groupes de microorganismes 

(Tableau I), se sont des contaminants fréquents, provoquant ainsi des infections importantes. 

Après vérification de la pureté, les souches ont été conservées dans des tubes 

contenant le milieu de culture (GN pour les bactéries et PDA acidifié pour les moisissures). 

Tableau 1: Provenance des germes étudiés. 

Souches utilisées Origine 

a- Les bactéries; 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Laboratoire de Microbiologie de l'Université  
Staphylococcus aureus ATCC 25923 de Tlemcen.  
Enterococcusfeacalis ATCC 29212 
Escherichia coli ATCC 25922 
Bacillus cereus ATCC 11778 

b- les moisissures: 

Aspergillusflavus Laboratoire des Produits Naturels de 
Pénicillium spp l'Université de Tlemcen. 
Fusarium oxysporum 
Rhyzopus stolonfer 
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VIl Antibiotiques et antifongique utilisés 

La sensibilité des souches a été testée vis-à-vis de quelques antibiotiques et d'un seul 

antifongique, cités dans les tableaux (2 et 3). 

Tableau 2 : Antibiotiques utilisés. 

Antibiotiques Sigle Famille Charge du disque 
jig/disque 

Amoxicilline + acide clavulanique AMC f-lactamines 30 

Tétracycline Te Tétracyclines 30 

Triméthoprine + sulfamide Sxt Sulfamides 25 

Céfalexine Cl Céphalosporines 30 

La sensibilité des bactéries vis-à-vis des antibiotiques a été réalisée par la méthode de 

diffusion sur disque. 

Les recommandations du comité de standardisation de l'OMS ont été respectées, en 

tenant compte des valeurs définies par le Comité de l'Antibiogramme de la Société Française 

de la Microbiologie (Vandepitte et al., 2003). 

Tableau 3: Antifongique utilisé. 

Antifongique Sigle Famille Concentration (pglmL) 

Amphotéricine B AB Macrolide polyénique 200 

Nous avons utilisé la même méthode que celle établie pour l'évaluation de l'activité 

antifongique des extraits. 
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VL3. Pouvoir antimicrobien des extraits 

VL3.1. Méthodes d'étude du pouvoir antibactérien des extraits 

VL3.1.1. Méthode de diffusion sur disque: Aromatogramme (Lesueur et al., 2007) 

Un millilitre de suspension bactérienne est étalé sur gélose MH précédemment coulée 

dans des boites de pétri stériles pendant 5 à 10 minutes, puis l'excédant est éliminé par 

aspiration. Ensuite, les boites ont été séchées. 

A la surface de chaque boite, des disques de papier filtre de 6 mm de diamètre sont 

déposés imbibés de 1 5giL d'huiles essentielles en présence de DMSO à 1 0%(v/v), et d'autres 

imbibés d'extraits bruts (repris dans du méthanol). 

Un témoin négatif (15 iiL) est réalisé avec du DMSO pour les huiles essentielles et un 

autre avec du méthanol pour les extraits bruts. 

Après incubation à 37°C pendant 24 heures, la sensibilité a été appréciée en mesurant 

le diamètre de la zone d'inhibition. 

Nous avons utilisé la même méthode pour l'évaluation de l'activité antibactérienne des 

antibiotiques. 

Trois répétitions sont effectuées pour chaque extrait. 

VI3.1.2. Méthode de détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI 

Nous avons déterminé l'activité antibactérienne des extraits par une méthode rapide 

celle de diffusion sur disque et dans l'affirmation, nous avons déterminé la CMI. 

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible 

concentration capable d'inhiber toute croissance visible du germe (Bergogne-Bérézin et 

Brogard, 1999). 

L'huile essentielle est disposée dans chaque boîte afin d'effectuer une gamme de 

dilution de 0,2% à 1%, avec pour chacune, son équivalent en DMSO. Puis, 20 mL de gélose 

MH stériles sont ajoutés. Le mélange est homogénéisé à la main. 

10 IiL de la suspension bactérienne préalablement standardisée sont déposées et 

étalées sur chaque boite. 
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Après incubation de 24 h à 37°C, nous avons évalué la présence ou l'absence de 

croissance bactérienne. 

Trois répétitions sont effectuées pour chaque extrait. 

VI.3.2. Méthode d'étude du pouvoir antifongique des extraits 

L'essai antifongique contre les moisissures a été estimé par la méthode de contact 

direct (Fandohan et aL, 2004). 

Des concentrations de l'ordre de 50iL à l50tL à intervalle de 50 jiL d'extraits 

(huiles essentielles et extrait brut) ont été ajoutées à 20ml du milieu PDA en surfusion. Après 

solidification, un disque mycélien de diamètre 6 mm, pris de la culture de mycète âgée de 5 

jours, a été inoculé à chaque boite de pétri. 

Le milieu de culture sans extrait a servi de témoin. Les boites ont été incubées à 25°C pendant 

48 h pour Rhizopus stolonfer et 5 jours pour les autres souches. Des mesures de diamètre des 

colonies ont été faites après la fin de l'incubation. 

Un témoin négatif est réalisé sans extrait. 

Trois répétitions sont effectuées pour chaque concentration. 

L'action microbienne a été déterminée par la mesure de l'inhibition de la croissance de 

la colonie fongique en utilisant la formule d'Ebbot (Motiejûnaite et PeiuIyté, 2004) : 

T= (DI, - D0) / Dk X 100 

Dl,: Diamètre de la colonie mycélienne du témoin (en cm); 

D0 Diamètre de la colonie mycélienne dans l'expérience (en cm); 

T Taux d'inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage. 

Nous avons utilisé la même méthode pour l'évaluation de l'activité antifongique de 

l'Amphotéricine B. 
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V1.4. Préparation des inoculums 

'/1.4.1. Bactéries 

Les souches ont été revivifiées dans du bouillon nutritif à 37°C pendant 24 heures. 

Puis, des gouttelettes de la suspension bactérienne sont ensemencées en strie dans des boites 

de pétri préalablement coulées de gélose nutritive d'une manière aseptique. 

Après incubation des boites, deux à trois colonies, bien isolées, ont été prélevées et 

mise en culture dans 10 ml de bouillon nutritif. 

Après 18 heures d'incubation à 37°C, nous avons effectué des dilutions de la 

suspension afin de standardiser I'inoculum. Ce dernier doit être ajusté à une densité optique 

entre 0,08-0,1 à 625nm soit environ 108  UFC/mL. Nous avons effectué des dilutions au 1/10 

pour Staphylococcus aureus et au 1/100 pour les autres souches (Joffin et Leyral 2001). 

VI.4.2. Moisissures 

Les souches conservées dans de PDA acidifié inclinée à 4°C, sont ensemencées sur le 

milieu PDA coulé en boites de pétri. Ensuite, les boites sont incubées à 25 ± 2°C pendant 48 h 

pour Rhizopus stolonfer et 5 jours pour les autres souches. 

VI.5. Milieux de culture utilisés 

. Pour les bactéries, nous avons utilisé deux milieux de culture. 

Pour la revivification des souches, nous avons utilisé gélose nutritive, qui est un milieu 

usuel, ordinaire, pouvant servir à la culture des bactéries n'ayant pas d'exigences 

particulières 

Pour déterminer le pouvoir antimicrobien, nous avons utilisé la gélose Mucher 

Hinton, milieu riche en éléments nutritifs, habituellement utilisé pour vérifier la sensibilité 

des bactéries aux antibiotiques. 

• Pour les moisissures, le milieu choisi pour l'antifongigramme est Potato Dextrose 

Agar (PDA).C'est un milieu de base utilisé pour la culture des moisissures. 
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L Tests phytochimiques 

1.1. Introduction 

L'évaluation de l'activité biologique d'une plante est complexe et requiert de 

nombreux outils d'analyse. Dans le cas de cette étude, les tests phytochimiques ont non 

seulement permis la sélection d'espèces végétales biologiquement actives, mais aussi 

d'orienter la purification et l'isolement des molécules thérapeutiques. 

1.2. Résultats des tests 

Les tests phytochimiques (réalisés sur les feuilles, les fruits de Schinus molle et les 

feuilles de Pistacia vera) ont permis de détecter les différentes familles de composés par des 

réactions qualitatives de caractérisation (Tableau 4). 

Cette dernière présente quatre possibilités: 

(+): est enregistré si le réactif présente une légère opacité (présence en faible 

quantité). 

(++): est enregistré si le réactif produit une turbidité et non une floculation (présence 

en quantité moyenne). 

(+++) : est enregistré si le réactif produit une floculation ou un précipité lourd 

(présence en forte quantité). 

(-) 
: absence de turbidité et de floculation. 

L'analyse a révélé que l'amidon, les émodols, les composés réducteurs, les 

anthracénosides, les anthocyanosides et les coumarines sont des classes de familles chimiques 

totalement absentes dans les parties des plantes étudiées. D'autres classes y sont présentes en 

faibles quantités, à savoir les alcaloïdes, les stérols et stéroïdes ainsi que les hétérosides. Les 

saponosides sont une classe de familles présente en faible quantité dans Pistacia vera mais 

absente dans l'autre espèce. 

Les huiles volatiles, les flavonoïdes et les tanins présents en quantité moyenne, ont été 

caractérisés dans les deux espèces. 

Nous nous sommes intéressés particulièrement à l'extraction sélective des huiles 

essentielles, et des flavonoïdes. 
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Tableau 4: Résultats des tests phytochimiques. 

Espèce étudiée Schinus molle Pistacia vera 

Partie étudiée 

Familles chimiques 

Feuilles Fruits Feuilles 

Huiles volatiles ++ ++ + 

Flavonoïdes ++ II II 

Tanins ++ - +1 

Alcaloïdes + + + 

Saponosides - - + 

Amidon - - - 

Emodols - - - 

Stérols et stéroïdes + + + 

Hétérosides + + + 

Composés réducteurs - - - 

Anthracénosides - - - 

Anthocyanosides - - - 

Coumarines - - + 

Bien que les deux plantes semblent peu riches en familles chimiques, ces tests ont 

néanmoins permis de caractériser la présence ou l'absence de celles-ci. 
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II. Les huiles essentielles 

11.1. Rendement en huile essentielle 

L'huile essentielle des deux plantes Schinus molle (feuilles et fruits) et Pistacia vera 

(feuilles) est obtenue par entraînement à la vapeur d'eau. 

Le poids d'huile essentielle nous a permis de calculer le rendement pour chaque partie 

utilisée. 

Les résultats de calcul des rendements obtenus à partir de la plante sèche pendant la 

période hivernale pour Schinus molle et le mois de Juin pour Pistacia vera sont reportés dans 

l'histogramme (figure 19). 

1,2 

1 

0,8 

E 

0,4 

0,2 

o 
Schinus molle 

(feuilles) 
Schinus molle 

(fruits) 

0004_% 

Partie utilisée 
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Figure 19: Rendement en huile essentielle de Schinus molle et Pistacia vera obtenus 

par entraînement à la vapeur d'eau. 

Il faut noter que la teneur en huile essentielle des feuilles (1,11%) est dix fois plus 

élevée que celle des fruits (0,11%). Ceci peut être expliqué par la régulation physiologique, 

biochimique, métabolique, et génétique (Costa et al., 2003). 

Nous remarquons que le rendement en huile essentielle de Pistacia vera est très faible 

de l'ordre de 0,0040/o. 
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La comparaison de nos résultats à certains travaux antérieurs (Tableau 5) révèle que 

les rendements en huiles essentielles de nos échantillons sont différents de ceux de la 

littérature. 

Il est alors possible de penser que les conditions environnementales, climatiques, 

géographiques, la période de récolte et la technique de distillation influent sur le rendement 

(Lahlou, 2004). Nous avons envisagé que notre technique d'extraction apparaisse comme 

technique performante notamment pour Schinus molle. 

Tableau 5: Comparaison des rendements en huiles essentielles de Schinus molle et 

Pistacia vera avec des travaux antérieurs. 

Plantes Rendement % Technique de distillation 
Références 

bibliographiques 

Schinus molle (feuilles) 0,7 Hydrodistillation Marongiu et al. (2004) 

Schinus molle (fruits) 0,75 Hydrodistillation Hayouni et al. (2008) 

Pistacia vera (feuilles) 0,15 Hydrodistillation Duru et al. (2003) 

Schinus molle (feuilles) 1,11 Entrainement à la vapeur d'eau Nos travaux (2009) 

Schinus molle (fruits) 0,11 Entrainement à la vapeur d'eau Nos travaux (2009) 

Pistacia vera (feuilles) 0,004 Entraînement à la vapeur d'eau Nos travaux (2009) 

11.2. Composition chimique de l'huile essentielle de Schinus molle 

La composition chimique de l'huile essentielle de Schinus molle varie quantitativement en 

fonction de la partie de la plante étudiée à savoir feuilles et fruits (Tableau 6). 
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Tableau 6: Composition chimique de l'huile essentielle de Schinus molle. 

composes identifiés indice sur HP-1 
Huile essentielle(%) 

feuille% fruits% 

Alpha pinène 932 3,88 3,13 

Camphène 947 - 

Sabinène 971 0,49 - 

Bêta pinène 976 0,16 0,19 

Myrcène 990 7,06 13,61 

Alpha phellandrène 1010 32,24 20,19 

Alpha terpinène 1016 0,27 0129 

Para cymène 1025 2,36 12,20 

Limonène 1030 - 14,21 

Bêta phellandrène 1031 23,00 7103 

Gamma terpinène 1057 0,13 - 

Terpinolène 1084 0,25 0,20 

Bornéol 1172 - 0,36 

Terpinèn-4-ol 1180 0,11 - 

Alpha terpinéol 1195 - 0,53 

Thymol 1290 0,09 1,89 

Carvacrol 1298 0,08 1,11 

Acétate de citronellyle 1347 0,11 - 

Alpha copaène 1372 0,13 - 

Bêta élemène 1386 0,84 0,46 

Alpha gurgunène 1403 0,42 0120 

Bêta caryophyllène 1416 0,49 0,28 

Gamma élemène 1426 0,31 0,24 

Aromadendrène 1446 0,16 - 

Alpha cubebène 1452 0,34 - 

Alpha humulène 1457 0,10 0118 

Allo-aromadendrène 1469 0,23 - 

Inconnu 1 1472 0,33 - 



Résultats & discussion 

D-germacrène 1478 0,62 0,25 

Bêta cubebêne 1486 0,30 - 

Inconnu 2 1489 0,39 - 

Inconnu 3 1493 2,05 0,36 

Alphamuurolène 1496 0,73 0,32 

Inconnu 4 1504 0,14 - 

Gamma cadinène 1510 - 0,34 

Delta cadinène 1516 2,77 1,31 

Inconnu 5 1530 0,14 - 

Elémol 1549 7,86 6,43 

Delta élemène 1557 1,30 0,94 

Inconnu 6 1574 0,47 - 

Inconnu 7 1592 0,23 0,26 

Epi gamma eudesmol 1631 2,07 2,19 

Inconnu 8 1640 0,44 045 

citronnelle 1643 0,36 0,29 

Inconnu 9 1655 5,40 833 

Inconnu 10 1692 1,15 1,80 

Cette étude a permis d'identifier 27 composés représentant 88,60% de la composition 

chimique de l'huile essentielle des fruits et 31 composés identifiés pour les feuilles (89,93%). 

Les chromatogrammes des huiles essentielles des différentes parties de la plaide de 

Schinus molle (figures 20 et 21) sont caractérisés par la présence de quatre composés 

majoritaires dans les fruits et deux composés dans les feuilles. Ils représentent à eux seuls 

60,20% de l'extrait des fruits et 55,24% de celui des feuilles. 

Concernant les fruits, le composé majoritaire est l'alpha-phellandrène (20,19%) suivi 

du limonêne (14,21%), du myrcène (13,61%) et du para-cymène (12,20%). Cette huile 

renferme également des quantités appréciables en d'autres composés tels que: le bêta-

phellandrène (6,96%), l'élémol (6,36%) et l'alpha pinène (3,08%). 
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TIC: X1012.0 

le+07 

Figure 20: Chromatogramme CPG/SM des feuilles de Schinus molle. 

TIC: X101 2B.D 

6000000 

4000000 

Figure 21: Chromatogramme CPG/SM des fruits de Schinus molle. 
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Les monoterpênes hydrocarbonés représentent 71,29% de la composition totale de 

l'huile essentielle des fruits de Schinus molle, les monoterpènes oxygénés (3,90%), les 

sesquiterpènes hydrocarbonés (3,57%), les sesquiterpènes oxygénés (9,85%). Les composés 

non identifiés représentent à eux seuls 11,40% (figure 22). 

O monoterpènes hydrocarbonés • monoterpènes oxygénés 

D sesquiterpènes hydrocarbonés U sesquiterpênes oxygénés 

la composés non identifiés 

11,4% 
i.TeTÏY 

3,57% 

3,9% 

Figure 22 : Composés volatils présents dans les fruits de Schinus molle. 

Au niveau des feuilles, les deux constituants les plus abondants sont l'alpha et le béta-

phellandrène (32.24% et 23% respectivement). D'autres composés existent en quantités 

moindres qui sont: le myrcène (7,02%) et l'alpha pinène (3,86%). Cette huile est caractérisée 

par un pourcentage élevé en monoterpènes hydrocarbonés (69,84%) alors que les 

monoterpènes oxygénés représentent 0,39% de la composition totale, quand aux 

sesquiterpènes oxygénés présents à 11 ,590/o sont plus important que les hydrocarbonés 

(7,45%). Cependant, les composés non identifiés représentent 10,73% de la composition 

totale de l'huile essentielle des feuilles de Schinus molle (figure 23). 

Il faut noter que la proportion des monoterpènes hydrocarbonés est plus importante 

dans les deux parties de la plante (feuilles et fruits) car elle contient les composés 

majoritaires. 
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Figure 23 : Composés volatils présents dans les feuilles de Schinus molle. 

Nous remarquons que la composition chimique des deux échantillons (feuilles et 

fruits) présente une légère différence non seulement par la teneur en composés majoritaires 

(figure 24) mais aussi en d'autres composés minoritaires, nous soulignons également la 

présence ou l'absence de certains composés. 

D alpha phéllandrène 

D béta phéllandrène 

R myrcène 

R para-cymène 

• limonène 

Partie utilisée de 
la plante 

Figure 24 : Comparaison des teneurs en composés majoritaires des feuilles et des fruits 

de Schinus molle. 
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Les résultats obtenus par l'analyse de l'huile essentielle des feuilles sont comparables 

à ceux obtenus par Marongiu et al.,(2004), aussi la composition chimique de l'essence des 

fruits de notre échantillon est semblable à celle du Pérou (Huaman et al., 2004) (Tableau 7). 

Ces essences présentent les mêmes composés majoritaires que de nos échantillons mais à des 

proportions différentes. 

Cependant, la composition chimique de l'huile essentielle de Schinus molle de 

l'Egypte est semblable à celle de nos échantillons. Elle est riche en alpha-phellandrène dans 

les feuilles et les fruits à des proportions de 39,72 %, 23,4 % respectivement (Ibrahim et al., 

2004). Celles provenant de la Turquie sont riches en alpha-phellandrène (38,1%; 22,1 0/9) 

comme nos échantillons mais à des proportions différentes et en d'autres composés qui sont 

présents en proportion notable: béta-phellandrène (11,8%; 10,4 1/1 o), limonène (11,6%; 9,60/0) 

et alpha-cadmol (7,2%; 5,6%) (Baser et al., 1997) (Tableau 7). 

Rossini et al. (1996) ont analysés l'huile essentielle des feuilles de Schinus molle 

provenant de l'Uruguay, cette analyse a révélé que cette plante est caractérisé par 

l'abondance de bicyclogermacrène (29,20%) comme composé majoritaire, constituant non 

identifié comme prépondérant dans les huiles des autres pays (Tableau 7). 

En outre, l'huile essentielle des fruits de Schinus molle, poussant en Tunisie, est 

caractérisée par une prédominance des composés suivants: l'alpha phellandrène (35,86 0/o), le 

béta phellandrène (29,3%) et le béta pinène (15,68%), ceux sont proches de nos échantillons 

(Hayouni et al. 2008). 

Cette différence peut être liée à l'origine botanique de l'espèce, aux conditions 

environnementales et au stade de maturité. 

La composition chimique de l'huile essentielle de Pistacia vera n'a pas pu être 

déterminée en raison du très faible rendement. 
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Tableau 7: Comparaison de teneurs en composés majoritaires de nos échantillons avec 

celles de la littérature. 

Constituants Références 
Plante étudiée La région 

majoritaires en (%) bibliographiques 

• Schinus molle Bicyclogermacrène (29,20) Uruguay Rossini et al. (1996) 

feuilles 

• Schinus molle a-phellandrène (38,1) Turquie Baser et al. (1997) 

feuilles 

• Schinus molle fruits a-phellandrène (22,1) 

• Schinus molle a-phellandrène (26 ,1) Sardaigne Marongiu et al. (2004) 

feuilles -phel1andrène (21) 

• Schjnus molle a-phellandrène (39,72) Egypte Ibrahim et al. (2004) 

feuilles 

• Schinus molle fruits a-phellandrène (23,4) 

• Schinus molle Myrcène (42) Pérou Huaman et al. (2004) 

fruits a-phellandrène (25) 

limonène (l 9) 

-phel1andrène (9,7) 

• Schinus molle a-phellandrène (35,86) Tunisie Hayouni et al. (2008) 

fruits 3-phellandrène (29,3) 

-pinène (15,68) 

• Schinus molle a-phellandrène (32,24) Remchi Nos travaux (2009) 

f3-phellandrène (23) (Tlemcen) 
feuilles 

• Schinus molle a-phellandrène (19,99) 

fruits limonène (14,07) 

myrcène (13,39) 

para-cymène( 12,08). 
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III. Les composés phénoliques 

111.1. Rendements des extraits bruts obtenus 

Nous rappelons que les rendements des extraits bruts secs exprimés en pourcentages 

sont calculés par le rapport de la différence des masses du ballon avant et après évaporation 

de l'extrait méthanolique sur la quantité de la plante. 

Les résultats des rendements obtenus sont représentés dans l'histogramme ci-dessous 

(figure 25). 
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Figure 25 : Rendements des extraits bruts exprimés en pourcentage. 

Nous remarquons que les teneurs en extraits secs varient d'une espèce à l'autre voire 

d'une partie à l'autre de la même plante. 

Nous constatons que le rendement de Schinus molle en extrait sec brut dans les fruits 

(261/o) est plus important que celui dans les feuilles (15,50%). 

Nous signalons également que les feuilles de Pistacla vera présentent un taux élevé 

en extrait sec (29,50%) par rapport à ceux des feuilles de Schinus molle (15,50%). 

111.2. Teneurs en phénols totaux 

Afin de déterminer la teneur totale des phénols totaux de nos deux plantes, nous 

avons réalisé le dosage de ceux-ci sur les feuilles de Pistacia vera, les feuilles et fruits 

I1 

E 
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de Schinus molle. Une courbe d'étalonnage (figure 26) de l'acide gallique a été tracée pour 

cet objectif. 
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Figure 26 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique pour le dosage des phénols totaux 

(concentrations finales exprimées en iglmL). 

Les résultats obtenus sont représentés dans l'histogramme ci-après (figure 27): 
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Figure 27: Teneurs en phénols totaux exprimées en mg équivalent acide gallique/g de la 

plante sèche. 
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Le règne végétal fournit un apport considérable de phénols totaux. Le taux de 

composés phénoliques dans les feuilles de Schinus molle (145,14mg/g) est plus important que 

dans les fruits (40,6 lmg/g). En comparaison, le premier aurait environ 20% plus de phénols 

totaux que le second. 

La teneur de ces composés phénoliques dans les feuilles de Pistacia vera est 

nettement plus faible comparée à celle des feuilles de Schinus molle. Cependant, la teneur 

correspondante aux fruits de Schinus molle (40,6 lmg/g) est relativement proche à celle de 

Pistacia vera (30,22mg/g). 

1113. Teneurs en flavonoïdes 

Le dosage des flavonoïdes a pour objectif la détermination de la quantité des 

flavonoïdes existant dans nos plantes. Ce dosage sera traduit par rapport à celle de la 

catéchine (flavonoïde de référence). Pour cela une courbe d'étalonnage a été tracée dans ce 

sens (figure 28). 

Figure 28: Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoïdes 

(concentrations finales exprimées en pglml). 

Les résultats obtenus sont rapportés dans l'histogramme ci-après (figure 29). 
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Figure 29: Teneurs en flavonoTdes exprimées en mg équivalent catéchine/g de la plante 

sèche. 

En comparaison aux fruits de Schinus molle, les feuilles de cette dernière ont 

environ 80% plus de flavonoïdes. 

Les deux espèces Schinus molle et Pistacia vera se différencient nettement par leur 

teneur en flavonoïdes. Au niveau des feuilles de la première, les flavonoïdes représentent 

environ 91,84mg/g de matière sèche et 13,45mg/g de matière sèche au niveau de la deuxième 

espèce. 

Néanmoins, les teneurs en flavonoïdes des fruits de Schinus molle (13,18mg/g) et de 

Pistacia vera (13,45mg/g) sont proches. 

D'après ces résultats, nous pouvons déduire que les fruits de Schinus molle ont 

environ les mêmes teneurs en phénols totaux et en flavonoïdes que les feuilles de Pistacia 

vera. 

111.4. Analyse de la composition chimique des flavonoïdes par CCM 

La chromatographie sur couche mince est la première analyse effectuée pour la 

séparation et l'identification des constituants des flavonoïdes. 

Après la migration de l'éluant à la ligne de front, la plaque est retirée et séchée. Les 

composés séparés sont détectés à l'aide d'une lampe UV afin d'avoir une identification 

précise du nombre de constituants présents. 
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Les systèmes de solvants utilisés nous ont permis de séparer plusieurs composés dans 

les extraits d'acétate d'éthyle et les extraits butanoliques de nos échantillons et par ailleurs 

nous avons soumis nos témoins au système de solvants 3 (Tableaux 8, 9, 10, 11). 

Les résultats de la mesure des Rf des différents extraits flavonoïques ainsi que les 

couleurs des constituants sont reportés sur les tableaux 

Tableau 8 : Résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits flavonoîques 

des feuilles et des fruits de Schinus molle et les feuilles de Pistacia vera. 

Système de solvants 1; Acétate d'éthyle/Acide formique/Eau : 65/15/20. 

Adsorbant : gel de silice. 

Extrait RI Couleur Extrait Rf Couleur 

acétate d'éthyle des spots n-butanol des spots 

1 0,72 Violet 1 0,17 Violet clair 
2 0,87 Violet 2 0,22 Violet clair 

3 0,27 Violet clair 
4 0,31 Violet clair 

Shinus molle 5 0,44 Violet clair 
(feuilles) 6 0,56 Bleu violet 

7 0,60 Bleu violet 
8 065 Bleu violet 
9 0,70 Violet 
10 0,76 Violet 

1 0,85 Violet 1 0,69 Violet 
Schmus molle 

(fruits) 

1 0,64 Violet 1 0,18 Jaune 
2 0,68 Violet 2 0,35 Violet 

Pistaciavera 3 0,73 Violet 3 0,45 Violet 

(feuilles) 
4 0,83 Violet 4 0,55 Violet 
5 0,86 Bleu violet 5 0,64 Violet 

6 0,68 Violet 
7 0,73 Violet 
8 0,78 Violet 
9 0,82 Violet 
10 0,85 Violet 
11 0,88 Bleu violet 
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I. Phase acétate de Shinus molle feuilles. 

2. Phase n-butanol de Shinus molle feuilles. 

3. Phase acétate de Shinus molle fruits. 

4. Phase n-butanol de Shinus molle fruits. 

5. Phase acétate de Pistacia vera feuilles. 

6. Phase n-butanol de Pistacia vera feuilles. 
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Figure 30: Chromatographie sur couche mince des extraits phénoliques des deux 

fractions (acétate d'éthyle et n-butanol) des trois échantillons (système de 

solvants 1). 

Ce système de solvants nous a permis de séparer plusieurs composés: 

• Pour les feuilles de Schinus molle, deux composés ont été séparés dans l'extrait 

d'acétate d'éthyle, tandis que l'extrait butanolique nous révèle dix composés. 

• Pour les fruits de Schinus molle, le nombre de taches révélé dans l'extrait d'acétate 

d'éthyle est de l'ordre de un et il est égal â celui de l'extrait butanolique. 

• Pour Pistacia vera, l'extrait méthanolique présente cinq composés dans l'extrait 

d'acétate d'éthyle et onze dans l'extrait butanolique. 
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Tableau 9: Résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits flavonoïques 

des feuilles et des fruits de Schinus molle et les feuilles de Pistacia vera. 

Système de solvants 2: Acétate d'éthyle/acide formique/acide acétique/eau :100/11/11/27. 

Adsorbant: gel de silice. 

Extrait Rf Couleur Extrait RI Couleur 

acétate d'éthyle des spots n-butanol des spots 

1 0,34 Violet 1 0,03 Blanc 
2 0,53 Marron 2 0,08 Violet clair 
3 0,57 Marron 3 0,14 Violet clair 
4 0,68 Violet 4 0,23 Violet foncé 
5 0,85 blanc 5 0,27 Violet foncé 

Schinus molle 6 0,33 Violet 
7 0,42 Violet 

(feuilles) 8 0,47 Violet 
9 0,50 Violet 
10 0,55 Violet foncé 
11 0,58 Marron 
12 0,67 Violet 
13 0,81 violet 

1 0,31 Violet 1 0,03 Blanc 
2 0,59 Violet 2 0,05 Violet 

Schinus molle 3 0,71 Violet 3 0,11 Violet 
4 0,24 Violet 

(fruits) 5 0,61 Violet fonce 
6 0,7 Violet foncé 

1 0,51 Violet 1 0,06 Violet 
2 0,56 Violet foncé 2 0,11 Violet 
3 0,63 Violet foncé 3 0,22 Marron 
4 0,67 Violet 4 0,30 Marron 
5 0,72 Violet 5 0,37 Violet 

Pislacia vera 6 0,77 Violet 6 0,42 Violet 
7 0,81 Violet 7 0,50 Marron 

(feuilles) 8 0,54 Violet fonce 
9 0,61 Marron 
10 0,66 Violet foncé 
11 0,73 Violet foncé 
12 0,80 Violet foncé 
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1. Phase acétate de Shinus molle feuilles. 

2. Phase n-butanol de Shinus molle feuilles. 

3. Phase acétate de Shinus molle fruits. 

4. Phase n-butanol de Shinus molle fruits. 

5. Phase acétate de Pistacia vera feuilles. 

6. Phase n-butanol de Pistacia vera feuilles. 

Résultats & discussion 

Figure 31: Chromatographie sur couche mince des extraits phénoliques des deux 

fractions (acétate d'éthyle et n-butanol) des trois échantillons (système de 

solvants 2). 

Dans ce système de solvants, nous remarquons que les extraits méthanoliques de nos 

trois échantillons ont séparé un maximum de composés dans les extraits butanoliques que les 

extraits d'acétate d'éthyle. 

. Nous remarquons que dans les feuilles de Schinus molle, le nombre de taches dans 

l'extrait butanolique atteint treize spots alors que dans l'extrait d'acétate d'éthyle il 

est de l'ordre de cinq. 

• Pour les fruits de Schinus molle, six composés ont été séparés dans l'extrait 

butanolique et trois dans l'extrait d'acétate d'éthyle. 

• Pour Pistacia vera, douze spots ont été séparés par ce système dans t'extrait 

butanolique et sept spots dans l'extrait d'acétate d'éthyle. 
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Tableau 10: Résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits flavonoïques 

des feuilles et des fruits de Schinus molle et les feuilles de Pistacia vera. 

Système de solvants 3: Chloroforme/Méthanol/Acide acétiquelEau: 100/1510,310,5. 

Adsorbant : gel de silice. 

Extrait RI Couleur Extrait Rf Couleur 

acétate d'éthyle des spots n-butanol des spots 

1 0,02 Jaune 1 0,02 Blanc 
2 0,05 Violet foncé 2 0,05 Violet foncé 

Schinus molle 3 0,09 Violet foncé 3 0,06 Violet foncé 
4 0,13 Bleu 4 0,10 Violet foncé 

(feuilles) 5 0,13 Violet foncé 
6 0,21 Violet foncé 

1 0,02 Violet 1 0,02 Bleu 
2 0,04 Violet 2 0,04 Violet 

Schi,uis molle 3 0,08 Violet 3 0,06 Violet 
4 0,14 Violet 4 0,30 Violet 

(fruits) 5 0,31 Violet foncé 5 0,48 rouge 
6 0,39 Violet foncé 
7 0,48 rouge 

1 0,02 Violet foncé 1 0,18 Jaune 
2 0,05 Violet foncé 2 0,35 Violet foncé 

Pistacia vera 3 0,06 Violet foncé 3 0,45 Violet foncé 
4 0,10 Violet foncé 4 0,55 Violet foncé 

(feuilles) 5 0,14 Violet foncé 5 0,64 Violet foncé 
6 0,23 Jaune 6 0,68 Violet foncé 
7 0,41 Violet 
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1. Phase acétate de Shinus molle feuilles. 

2. Phase n-butanol de Shinus molle feuilles. 

3. Phase acétate de Shinus molle fruits. 

4. Phase n-butanol de Shinus molle fruits. 

5. Phase acétate de Pistacia vera feuilles. 

6. Phase n-butanol de Pistacia vera feuilles. 

Figure 32 Chromatographie sur couche mince des extraits phénoliques des deux 

fractions (acétate d'éthyle et n-butanol) des trois échantillons (système de 

solvants 3). 

Dans ce système de solvants, quatre spots ont été ségrégués des dépôts de l'extrait 

d'acétate d'éthyle des feuilles de Schinus molle, alors que six spots ont été révélés dans 

l'extrait butanolique. 

• Pour les fruits de Schinus molle, l'extrait méthanolique nous a permis d'obtenir sept 

composés dans l'extrait d'acétate d'éthyle et cinq composés dans l'extrait butanolique. 

• Pour Pistacia vera, sept taches ont été révélés avec ce système dans l'extrait d'acétate 

d'éthyle et six dans l'extrait butanolique. 

Nous avons comparé nos fractions avec des témoins que nous avons utilisés dans les 

mêmes conditions de ceux utilisés par Benhammou, (2006) avec d'autres témoins et un 

même système de solvants3. 
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Les tableaux (11 et 12) résument les résultats des témoins obtenus par le système de solvants 

3 de notre travail et celui de Benhammou, (2006). 

Tableau 11: Résultats de la chromatographie sur couche mince de nos témoins des 

composés phénoliques par le système de solvants 3. 

Témoins RI Couleur des 
spots 

Classes 
phénoliques 

Rutine 0,04 Violet Flavone 

Catéchine 0,09 Violet Flavonol 

Acide gallique 0,13 Bleu violet Acide phénol 

Quercétine 0,41 Jaune Flavonol 

Acide 0,64 Violet Acide phénol 
paracoumarique 

Pyrocatéchol 0,71 Violet Phénol simple 

Tableau 12 : Résultats de la chromatographie sur couche mince des témoins des 

composés phénoliques par le système de solvants 3 (Benhammou, 2006). 

Témoins Rf Couleur des spots Classes 
phénoliques 

Acide férulique 0,55 Bleu Acide phénol 

Myricétine 0,08 Jaune Flavonol 

Résorcinol 0,40 Violet Phénol simple 

Hydroquinone 0,36 Violet Phénol simple 

79 



1. Acide gallique 

2. Pyrocatéchol 

3. Acide paracoumarique 

4. Catéchine 

5. Quercétine 

6. Rutine 

Résultais & discussion 

Figure 33: Chromatographie sur couche mince de nos témoins (système de solvants 3). 

80 



Résultais & discussion 

L'identification des composés phénoliques des feuilles et fruits de Shinus molle et les feuilles 

de Pistacia vera est reporté dans le tableau 13. 

Tableau 13: Composés identifiés dans le système de solvants 3. 

Fraction acétate d'éthyle Fraction butanolique 

Composé Rf Composé Rf 

Shinus molle 

(feuilles) 

Acide gallique 

Catéchine 

0,13 

0,09 

Shinus 

molle (fruits) 

Rutine 0,04 Rutine 004 

Pisiacia vera 

(feuilles) 

Résorcinol 0,40 Acide 

paracoumarique 

0,64 

D'après nos résultats de la chromatographie sur couche mince de nos témoins et ceux 

de Benhammou (2006), nous avons pu identifier cinq composés phénoliques répartis dans 

les deux espèces. 

. Dans la fraction acétate d'éthyle des feuilles de Shinus molle, nous avons pu identifier 

deux composés phénoliques qui sont: l'acide gallique et la catéchine. 

s Pour les fruits de Shinus molle, dans les deux fractions, nous avons pu identifier un 

composé phénolique qui est la rutine. 

Dans les feuilles de Pistacia vera, nous avons pu identifier deux composés phénolique, le 

résorcinol dans la fraction acétate d'éthyle et l'acide paracoumarique dans la fraction 

butanolique. 
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IV. Pouvoir antioxydant et anti-radicalaire testé par la méthode au DPPH 

Les composés antioxydants font actuellement l'objet de nombreuses études, car ils 

pourraient s'avérer utiles dans le traitement de nombreuses pathologies. 

Afin de déterminer la capacité anti-oxydante de nos extraits, nous avons fait appel au 

test de référence qui est le test au DPPH (2,2-Diphényl-1-Picrylhydrazyl) (Figure 34). Ce 

dernier est le test le plus fréquemment rencontré dans la littérature. Cette méthode est basée 

sur la neutralisation de radicaux libres. Elle consiste à mettre le radical DPPH en présence de 

molécules dites « anti-oxydantes » afin de mesurer leur capacité à réduire le radical DPPH. 

La forme réduite n'absorbe plus à la longueur d'onde donnée, ce qui se traduit par une 

diminution de l'absorbance à cette longueur d'onde. Le résultat est donné par une mesure de 

la densité optique à l'aide d'un spectrophotomètre. 

O_N 	NO; 

\ ~ N.. N   

NO` 

Figure 34 : 2,2-Diphényl-1-Picrylhydrazyl (DPPH). 

IV.1. Pouvoir antioxydant des flavonoïdes 

Nous avons évalué l'activité anti-radicalaire des deux fractions, acétate d'éthyle et 

n-butanol, des extraits flavonoïques afin de déterminer la fraction la plus active par leur 

activité inhibitrice sur la solution méthanolique de DPPH, mesuré à 515 nm. La substance de 

référence est l'acide ascorbique. 

Le profil d'activité anti-radicalaire de chaque extrait testé vis-à-vis du radical DPPH 

est présenté dans les figures (35-41). 
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Figure 35: Représentation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations 

de la phase acétate d'éthyle des fruits de Schinus molle. 
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Figure 36: Représentation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations 

de la phase n-butanol des fruits de Schinus molle. 
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Figure 37: Représentation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations 

de la phase acétate d'éthyle des feuilles de Schinus molle. 
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Figure 38: Représentation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations 

de la phase n-butanol des feuilles de Schinus molle 
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Figure 39: Représentation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations 

de la phase acétate d'éthyle des feuilles de Pistacia vera. 
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Figure 40: Représentation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations 

de la phase n-butanol des feuilles de Pisiacia vera. 
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Figure 41: Représentation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations 

d'acide ascorbique. 

D'après les figures (35-40), nous constatons que le pourcentage d'inhibition 

augmente avec l'augmentation de la concentration et que nos extraits présentent des 

pourcentages supérieurs à 80% d'inhibition à des faibles concentrations. Ces résultats 

montrent que nos extraits possèdent une puissante activité à céder le proton afin de 

neutraliser le radical DPPH. 

La capacité anti-oxydante de nos différents extraits a été déterminée à partir des 1050, 

les concentrations inhibitrices de 50%, cette dernière est définie comme étant la 

- 	concentration du substrat qui réduit 50% du DPPH. 

Nous avons choisi de calculer les 10 50 par les régressions linéaires dont l'abscisse 

représente la concentration de l'extrait flavonoïque et l'ordonné représente le pourcentage 

d'inhibition du radical DPPH. Le tableau 14 rapporte les valeurs des 1050 et le pouvoir anti-

radicalaire des extraits phénoliques de Schinus molle et Pistacia vera. 
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Tableau 14 : Valeurs des 1050 et le pouvoir anti-radicalaire (ARP) des flavonoïdes. 

Plante Partie étudiée Phase organique 1050 
(mg/MI) 

ARP 

Schinus molle Feuilles Acétate d'éthyle 1,03 0,97 

n-butanol 3,26 0,30 

Fruits Acétate d'éthyle 1,89 0,52 

n-butanol 9,37 0,10 

Pisiacia vera Feuilles Acétate d'éthyle 0,33 3,03 

n-butanol 0,61 1,63 

Acide ascorbique jjjjjII1I1 0,27 3,70 

L'acide ascorbique est connu par sa propriété anti-oxydante, il est donc utilisé comme 

contrôle positif (Frei et al., 1990). Il présente un bon pouvoir anti-radicalaire qui est de 

l'ordre de 3,70. 

Les valeurs des 1050 trouvées pour les extraits flavonoïques des feuilles et des fruits 

de Schinus molle sont supérieures (allant de 1,03 mg/ml à 9,37 mg/ml) à celle de l'acide 

ascorbique qui est de l'ordre de 0.27 mg/mL Par contre, l'extrait flavonoïque des feuilles de 

Pistacia vera présente des 1050 comparables à celle de l'acide ascorbique. 

Cependant, nous remarquons que le pouvoir anti-radicalaire de la fraction acétate 

d'éthyle de l'extrait flavonoïque des feuilles de Pistacia vera (3,03) est proche à celui de 

l'acide ascorbique (3,70). Ceci peut être expliqué par la présence du résorcinol dans cette 

fraction que nous avons mis en évidence par CCM. 

Nos résultats concordent à ceux reportés par les travaux de Benhammou et al. (2007) 

qui ont travaillé sur des espèces de la même famille que les nôtres à savoir Pistacia atlantica 

et lentiscus. Cette étude a montré que les extraits bruts de Pistacia atiantica et lentiscus ont 

une activité élevée quant au piégeage du radical DPPH. 

Il faut noter que les fractions acétate d'éthyle des deux plantes ont donné 

un pouvoir anti-radicalaire plus important que les fractions n-butanol. Ceci vient renforcer 
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ce qu'ils avancent Fabri et aL, 2009 et Tian et al., 2009, que les fractions acétate d'éthyle 

ont un pouvoir anti-radicalaire plus important que les fractions n-butanol. 

Nous pouvons déduire que nos extraits flavonoïques présentent un bon pouvoir 

antioxydant, ce qui est confirmé par la littérature que les flavonoïdes sont des capteurs 

puissants des radicaux libres (Heilerova et al., 2003). 

IV.2. Pouvoir antioxydant des huiles essentielles 

Les huiles essentielles ont été testées par leur pouvoir antioxydant (Candan et aL, 

2003; Wang et al., 2008) et ont donné de bon résultats ce qui nous a incité à tester nos 

essences. 

Afin d'évaluer l'activité anti-radicalaire des huiles essentielles des feuilles et des 

fruits de Schinus molle, nous avons réalisé le test au DPPH (2,2-Diphényl-1-Picrylhydrazyl). 

La substance de référence est l'acide ascorbique. 

L'activité anti-radicalaire de l'huile essentielle des feuilles de Pistacia vera n'a pas 

pu être utilisée en raison de sa très faible teneur. 

Les résultats du piégeage du radical libre DPPH, de chaque huile essentielle, sont 

illustrés dans les figures (42-44). 
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Figure 42: Représentation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations 

de l'huile essentielle des feuilles de Schinus molle. 
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Figure 43: Représentation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations 

de l'huile essentielle des fruits de Schinus molle. 

1 lui, 

I 
90  
! 

50 

30 

20 

10 

y20885x+24,745 

R2  =0,9897 

0 	0,0005 	0,001 	0,0015 	0,002 	0,0025 	0,003 

Concentrations (mglml) 

Figure 44: Représentation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations 

d'acide ascorbique. 
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Les 1050 ont été calculée comme précédemment par les régressions linéaires. Le tableau 

15 rapporte les valeurs des 1050 et le pouvoir anti-radicalaire des huiles essentielles de Schinus 

molle. 

Tableau 15: Valeurs des 1050 et le pouvoir anti-radicalaire (ARP) de l'huile essentielle 

de Schinus molle. 

Plante Partie étudiée 1050 (mg/MI) ARP 

Schinus molle Feuilles 511,53 0,0018 

Fruits 274,77 0,003 

Acide ascorbique 0,0012 833,33 

L'ensemble des résultats nous amènent à déduire que nos huiles essentielles ne 

possèdent aucune activité anti-radicalaire et ceci en raison des très faibles ARP. Nos résultats 

ne conforment pas avec ceux de la littérature où certains auteurs avancent que les huiles 

essentielles ont un pouvoir antioxydant important (Candan et aL, 2003 ; Wang et al., 2008). 

V. Pouvoir antimicrobien 

V.!. Introduction 

Depuis l'antiquité, l'homme s'est soigné avec les plantes qu'ils avaient à leur 

disposition. Aujourd'hui, les traitements â base de plantes reviennent au premier plan, car 

l'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques décroît. Pour cela, les plantes ou leurs 

huiles essentielles sont utilisés pour leur capacité à lutter contre les bactéries. 

Notre étude porte sur quelques plantes appartenant à la famille des anacardiacées, qui 

présente plus ou moins une activité antimicrobienne. 

Pour Schinus molle, nous avons déterminé le pouvoir antimicrobien des huiles 

essentielles et des extraits bruts. Par contre, pour Pistacia vera, vue sa très faible teneur en 

huile essentielle, nous avons déterminé uniquement l'activité antimicrobienne des extraits bruts 

des feuilles. 
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V.2. Pouvoir antimicrobien des antibiotiques 

L'antibiogramme a pour but de prédire la sensibilité d'un germe à un ou plusieurs 

antibiotiques. Cette sensibilité est exprimée par l'apparition de zones d'inhibition autour de 

ces disques. Les mesures de celles-ci sont présentées dans la figure ci-dessous (Figure 45): 
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P. aeruginosa 	S. aureus 	E. feacalis 	B. cereus E. cou 

Figure 45: Diamètres des zones d'inhibition des antibiotiques relatifs aux différentes 

souches bactériennes. 

Les souches ont montré des sensibilités vis-à-vis des antibiotiques à l'exception de 

l'amoxicilline + acide clavulanique. La figure montre que l'action de tétracycline sur E. cou, 

présente la zone d'inhibition la plus élevée suivi de céfalexine. 

Nous remarquons également que la souche Pseudomonas aeruginosa présente une 

résistance à tous les antibiotiques. Par contre, Bacillus cereus s'est avérée sensible qu'à la 

tétracycline. 

V.3. Pouvoir antimicrobien de l'antifongique 

Nous avons testés l'activité antifongique de l'amphotéricine B vis-à-vis de quatre 

moisissures. La figure (46) présente le pourcentage d'inhibition déterminé à partir des 

diamètres des zones d'inhibition. 
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Figure 46: Pourcentage d'inhibition de l'amphotéricine B relatif aux différentes 

souches fongiques. 

Nous signalons que cet antifongique agit de façon active sur la croissance des colonies 

mycéliennes. En effet, il réduit fortement le taux de croissance de la colonie mycélienne 

d'environ 88,10% pour F.oxysporum, 88,12% pour A.flavus et 79,64% pour Penicillium spp. 

Cependant, il s'est manifesté avec un taux d'inhibition légèrement plus important, soit 

de l'ordre de 68% vis-à-vis de R. stolonfer. 

V.4. Pouvoir antimicrobien des extraits 

V.4.1. Activité antibactérienne des extraits 

V.4.1.1. Activité antibactérienne des extraits testée par la méthode de diffusion par 

disque (Aromatogramme) 

Après incubation à 37°C pendant 24 heures, les zones d'inhibition des différents 

extraits ont été mesurées. 

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure (47). 
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Figure 47: Aromatogramme : Moyennes des diamètres des zones d'inhibition (en mm) 

des huiles essentielles et des extraits bruts relatives aux différentes souches 

bactériennes. 

Comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons considéré qu'un extrait a une 

action bactériostatique si son diamètre d'inhibition est supérieur à 1 5mm (Rossi, 2003). 

Nous constatons, d'après les valeurs figurant dans l'histogramme que les huiles 

essentielles présentent des zones d'inhibition plus intéressantes que celles des extraits bruts. 

Nous pouvons déduire donc que ces extraits bruts sont inactifs, ils ne possèdent aucune 

activité antibactérienne sur ces souches. Par ailleurs, Molina-salinas et al., 2007, avancent que 

la souche Streptococcus pneumoniae s'est montrée la plus sensible vis-à-vis de l'extrait 

hexanique des fruits de Schinus molle. 

Les résultats obtenus de l'activité antibactérienne des huiles essentielles montrent 

clairement que les germes testés sont plus ou moins sensibles. 

Nous remarquons une sensibilité faible des souches E. coli et E. feacalis aux essences. 

Cependant, les souches P. aeruginosa, S. aureus, et B. cereus se sont avérées résistantes à ces 

huiles. 

La souche E. feacalis s'est avérée la plus sensible vis-à-vis de l'huile essentielle des 

fruits de Schinus molle avec un diamètre de l'ordre de 17mm. Par contre, E. coli est la plus 

sensible vis-à-vis des feuilles de Schinus molle avec un diamètre d'environ 15,5mm. 
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En comparaison des résultats obtenus de nos huiles à ceux des antibiotiques, nous 

pouvons déduire que nos huiles ne présentent aucune activité antibactérienne vis-à-vis de 

toutes les bactéries testées, à l'exception E. coli et E. feacalis qui se sont manifestées sensibles 

aux antibiotiques suivant: le Triméthoprime-Sulfamide et l'Amoxicilline-Ac Clavulanique. 

Nos résultats concordent avec ceux de Gundidza; (1993) qui ont trouvés une activité 

modérée de l'essence des feuilles de Schinus molle sur plusieurs germes bactériens, parmi eux 

ceux utilisés dans notre étude. 

Nous pouvons déduire que l'huile essentielle de Schinus molle (feuilles et fruits) a une 

activité antibactérienne remarquable à l'exception de quelques souches. 

V.4.1.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) 

D'après les résultats obtenus par l'aromatogramme, nous avons jugé intéressant de 

déterminer la concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles des feuilles et des 

fruits de Schinus molle sur les souches E. coli et E. feacalis. (Tableau 16). 

Tableau 16: Concentration minimale inhibitrice des huiles essentielles des feuilles et des 

fruits de Schinus molle sur les souches E. coli et E. feacalis. 

Concentration 

en pglml 

HE des feuilles 

(E. cols) 

HE des fruits 

(E. fracalis) 

0,2 + + 

0,3 + + 

0,4 + + 

0,5 + + 

0,6 + + 

0,7 + + 

0,8 - + 

0,9 - - 

1 - - 

- pas de croissance 	+ : croissance 

Ces résultats confirment ceux obtenus par l'aromatogramme. En effet, ces souches sont 

inhibées à des CMI très importantes de l'ordre de 0,8.tgIml pour E. coli et 0,9tg/ml pour E. 

feacalis. 
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sont représentés dans la figure (48). 
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V.4.2. Activité antifongique des extraits testée par la méthode de contact direct 

Après 5 jours d'incubation, les diamètres d'inhibition de la croissance des souches 

fongiques ont été mesurés. 

Rappelons que la méthode employée est celle de contact direct. 

Nous avons mis en évidence l'activité antifongique des huiles essentielles des feuilles 

et fruits du Schinus molle et ses extraits bruts ainsi les extraits bruts de Pistacia vera. 

Mais il s'avère que les extraits bruts des deux plantes n'ont aucune activité sur les 

moisissures. Pour cela, nous avons étudié l'activité antifongique des huiles essentielles des 

feuilles et des fruits de Schinus molle. 

Les résultats obtenus de l'activité antifongique de l'huile essentielle de Schinus molle 

l F. oxysporum 

•A.Jlavus 

D Penicihium spp 

D R. stolonfer 

Figure 48: Pourcentage d'inhibition des huiles essentielles de Schinus molle relatif aux 

différentes souches fongiques. 

Les souches se sont montrées sensibles vis-à-vis de l'huile essentielle de feuilles et de 

fruits à l'exception Rhyzopus stolonfer qui s'est avérée très résistante. 
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Nous signalons que les feuilles et les fruits présentent quasiment les mêmes taux 

d'inhibition vis-à-vis de toutes les souches. Ceci peut être expliqué par la composition 

chimique semblable des deux parties (feuilles et fruits). 

La souche Pénicillium spp (environ 75%) est la plus sensible, suivi de F. oxysporum 

(70%). Par contre, A. flavus s'est avérée plus résistante avec un pourcentage d'inhibition 

variant entre 20 et 40%. 

M. 
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La découverte de ressources naturelles du monde végétal reste capitale pour la mise au 

point de nouveaux remèdes thérapeutiques. 

A travers la présente étude, nous avons recherché l'activité antimicrobienne et anti-

oxydante des deux espèces de la famille des anacardiacées, Schinus molle et Pistacia vera, 

poussant dans la région de Tlemcen. Nous avons présenté les résultats de l'étude 

phytochmique de ces deux plantes, ainsi que leurs propriétés biologiques (antimicrobienne et 

anti-oxydante) de leurs essences et leurs extraits bruts. 

Ces deux plantes présentent différentes classes de familles chimiques telles que les 

huiles essentielles, les flavonoïdes, les tanins et les alcaloïdes. Nous nous intéressons tout 

particulièrement aux essences et aux flavonoïdes de ces deux espèces. 

Dans la première étape, nous avons procédé à I' extraction sélective des huiles 

essentielles. L'espèce Schinus molle présente une teneur en huiles essentielles appréciable 

dans les feuilles (1,11%) et dans les fruits (0,11%), tandis que les feuilles de Pistacia vera 

sont caractérisées par un très faible rendement de l'ordre de 0,004%. 

L'analyse des huiles essentielles des deux parties de la plante Schinus molle a été 

effectuée par CPG/SM. Elle a permis l'identification de 31 constituants pour les feuilles dont 

deux composés majoritaires (l'alpha-phellandrène, 32,24% et le béta-phellandrène, 23%) et 

27 constituants pour les fruits dont quatre composés majoritaires (l'alpha-phellandrène 

20,19%, le limonène 14,2 1%, le myrcène 13,6 1% et le para-cymène 12,20%). 

Dans la deuxième étape des travaux, nous avons également procédé à l'extraction des 

flavonoïdes. Le rendement des extraits bruts est plus important dans les feuilles de Pistacia 

vera (29,50%) que dans les feuilles de Schinus molle qui est de l'ordre de 15,50%; il est 

comparable à celui des fruits de cette dernière espèce (26%). 

Par contre, la teneur en phénols totaux est plus importante dans les feuilles de Schinus 

molle (145,14mg/g) que dans les fruits (40,61mg/g) et dans les feuilles de Pistacia vera 

(30,22mg/g). 

Les feuilles de Schinus molle sont riches en flavonoïdes (91,84mg/g). Néanmoins, les 

teneurs en flavonoïdes des fruits de Schinus molle (13,18mg/g) et des feuilles de Pistacia 

vera (13,45mgIg) sont proches. 

L'analyse par CCM, nous a permis de mettre en évidence un acide phénol (acide 

gallique) et un flavanol (catéchine) dans les feuilles de Schinus molle et une flavone (rutine) 
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dans les fruits. Deux composés phénoliques ont été identifiés dans l'espèce Pistacia vera: le 

résorcinol et l'acide para-coumarique. 

Dans la troisième étape, nous avons évalué les capacités anti-oxydantes des 

flavonoïdes et des huiles essentielles par leur action anti-radicalaire contre le radical DPPH. 

Les résultats du pouvoir antj-radicalaire des flavonoïdes se sont avérés intéressants. Les 

valeurs des ARP trouvées, dans l'ordre du pouvoir antioxydant, était: fraction acétate 

d'éthyle des feuilles de Pistacia vera (3,03)> fraction n-butanol des feuilles de Pistacia vera 

(1,63)> fraction d'acétate d'éthyle des feuilles de Schinus molle(0,97) > fraction acétate 

d'éthyle des fruits de Schinus molle (0,52) > fraction n-butanol des feuilles de Schinus 

molle(0,30) > fraction n-butanol des fruits de Schinus molle (0,10). Cependant, les huiles 

essentielles de Schinus molle se sont montrées inactives. 

Dans la quatrième étape, nous avons également évalué l'activité antimicrobienne des 

huiles essentielles et des extraits bruts vis-à-vis de cinq souches bactériennes (&cherichia 

cou, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et Enterococcus 

feacalis) et quatre souches fongiques (Aspergillus fiavus, Penicillium spp, Fusarium 

oxysporum et Rhyzopus stolonfer). Les résultats obtenus nous amène à avancer les 

conclusions suivantes: 

• Les huiles essentielles présentent un pouvoir antimicrobien plus ou moins important 

que celui des extraits bruts. Ces derniers se sont avérés inactifs sur les souches testés. 

• Les résultats obtenus de l'activité antibactérienne des huiles essentielles montrent que 

les souches Escherichia coli et Enterococcus feacalis sont plus ou moins sensibles. 

Cependant, les souches Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus 

cereus se sont avérées résistantes à ces huiles essentielles. 

• Les souches fongiques se sont avérées sensibles aux huiles essentielles à l'exception 

Rhyzopus stolonfer. 

L'ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu'une première étape dans 

la recherche de substance de source naturelle biologiquement active. 

Des essais complémentaires seront nécessaires comme la détermination des composés 

volatils de pistacia vera malgré le faible rendement et aussi de Réaliser l'identification 

des molécules isolées des phases acétate d'éthyle et n-butanol par divers techniques 

chromatographiques, dont la chromatographie liquide haute performance (HPLC analytique 

et préparative) et des méthodes adaptées de RtvIN pour l'élucidation structurale 
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puis de s'orienter vers les composés phénoliques qui possèdent de nombreuses propriétés 

thérapeutiques en réalisant des tests d'activités biologiques in vitro et éventuellement in vivo. 
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Annexe B: Structure de quelques molécules identifiées dans les huiles essentielles de 

Schinits molle. 

H3C CH 3 	 H3C CH 3  

Alpha phellandrène 	 Béta phellandrène 

JL 
Myrcène 	 Para cymène 

Limonène 	 Alpha pinène 
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Annexe C : Rendement des extraits bruts exprimés en pourcentage. 

Plantes Rendement en % 

Pistacia vera feuilles 29,50 

Schinus molle feuilles 15,50 

Schinus molle fruits 26 

Annexe D: Valeurs des densités optiques de la courbe d'étalonnage des phénols totaux. 

Concentrations finales 
acide gallique (jigImL)  

D.O Moyennes 

3,181 0,165 0,145 0,185 0,165 

5,909 0,242 0,287 0,247 0,258 

8,636 0,403 0,452 0,392 0,415 

11,363 0,506 0,501 0,499 0,502 

14,090 0,725 0,777 0,755 0,752 

16,818 0,836 0,886 0,873 0,865 

18,181 0,909 0,88 0,94 0,909 

Annexe E : Teneurs en phénols totaux exprimées en mg équivalent acide gallique/g de 
la plante sèche. 

Concentration 1"facteur 
2ème 

facteur de ICI initiale 
ici 

Plantes D.Om 
à partir de de dilution 

dilution 
de l'extrait 

phénols 
l'équation 1/22 1150 

brut 
(mg/g) 

(pglmL) (pg/mL) (pg/mL)  
(mg/mL) 

Pistacia vera 30,22 
0,82 16,21 356,62 17831 590 

feuilles 

Schinus molle 
1,03 20,45 449,94 44994 310 145,14 

feuilles 

Schinus molle 40,61 0,8 16 352 17600 433,33 
fruits 

DOm moyenne de trois répétitions 
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Annexe F: Valeurs des densités optiques de la courbe d'étalonnage des flavonoïdes 

Concentrations finales 
catéchine_(jiglmL)  

Densités Optiques Moyennes 

4,637 0,075 0,104 0,090 

9,274 0,180 0,192 0,186 

13,911 0,259 0,269 0,264 

18,548 0,408 0,408 0,408 

23,185 0,480 0,507 0,493 

27,822 0,611 0,653 0,632 

32,459 0,702 0,774 0,738 

37,096 0,911 0,956 0,933 

Annexe G : Teneurs en flavonoïdes exprimées en mg équivalent catéchine/g de la 

plante sèche. 

ICI à partir 1er  facteur 2ème  facteur ICI initiale ICI 
Plantes D.O. de de dilution de dilution de l'extrait Flavonoïdes 

l'équation 46/496 1/92 brut (mg/mL) (mg/g) 
(tg/mL) (sg/mL) (pg/mL) 

Pistacia vera 
0,14 8 86,26 7936 590 13,45 

feuilles 

Schinus molle 
0,65 28,7 309,46 28470,4 310 91,84 

feuilles 

Schinus molle 
0,08 5,76 62,10 5713,92 433,33 13,18 

fruits 
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Annexe H : Pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations des extraits 

flavonoïques de Schinus molle. 

Plantes Fraction Concentration 
(mg/mL) 

Moyenne de la densité 
optique  

% d'inhibition 

Schinus molle 

feuilles 

Acétate 
d'éthyle 

2,6 0,06 92,25 

2,25 0,12 85,59 

1,9 0,23 72,53 

1,73 0,36 64,21 

1,04 0,39 50,15 

0,52 0,52 37,91 

n-butanol 

8 0,07 92,56 

6 0,30 70,73 

5 0,36 64,82 

4 0,39 62,82 

2 0,66 36,6 

1,6 0,69 33,55 

1 1,44 31,17 

Schinus molle 

fruits 

Acétate 
d'éthyle 

3,16 0,07 81,14 

2,53 0,18 71,12 

1,9 0,32 50,15 

1,26 0,49 35,26 

1,01 0,57 25,8 

0,63 0,69 13,27 

n-buta nol 

21,46 0,04 

18,4 0,13 84,66 

15,33 0,20 76,41 

12,26 0,29 65,56 

9,2 0,43 48,23 

4,9 0,61 27,71 

3,06 0,75 27,27 
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Annexe I : Pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations des extraits 

flavonoïques de Pislacia vera. 

Plantes Fraction Concentration 
(mg/mL) 

Moyenne de la densité 
optique  

% d'inhibition 

Pistaciavera 

feuilles 

Acétate 
d'éthyle 

0,86 0,06 94,35 

0,65 0,07 93,03 

0,53 0,30 70 

0,43 0,43 62,44 

0,32 0,52 52,32 

0,21 0,66 37,52 

0,1 0,80 24,67 

0,05 0,92 13,37 

n-butanol 

1,4 0,07 92,45 

1,17 0,08 80,35 

0,88 0,19 64,01 

0,29 0,66 31,12 

0,14 0,72 25 

0,07 0,74 22 

Annexe J: Pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations d'acide gallique. 

Concentration 
(mg/mL) 

Moyenne de la densité 
optique  

% d'inhibition 

Acide ascorbique 

0,1 0,04 95,89 

0,2 0,17 82,44 

0,3 0,33 65,70 

0,4 0,49 49,58 

0,5 0,54 43,94 

0,6 0,73 24,74 
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Annexe K: Pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations des huiles 

essentielles de schinus molle. 

Plante Partie 
étudiée 

Concentration 
(mg/mL) 

Moyenne de la densité 
optique  

% d'inhibition 

Schinus molle 

Feuilles 

856,00 0,24 70,92 

733,70 0,29 63,87 

611,42 0,32 57,31 

489,14 0,34 50,90 

366,85 0,45 42,23 

244,57 0,56 31,42 

122,28 063 23,34 

24,45 0,73 11,51 

Fruits 

737,14 0,07 91,07 

614,28 0,12 84,68 

491,42 0,20 75,05 

368,57 0,30 63,02 

245,71 0,40 50,66 

122,85 0,56 32,2 

Annexe L: Pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations d'acide ascorbique. 

Concentration 
(mglmL 102) 

Moyenne de la 
densité optique  

% d'inhibition 

Acide ascorbique 

0,28 0,24 86,0 

0,27 0,27 78,2 

0,16 0,30 59,2 

0,10 0,40 45,0 

0,03 0,44 31,8 
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Annexe M : Diamètres des zones d'inhibition des antibiotiques relatifs aux différentes 

souches bactériennes. 

Aine Te Sxt CI 

Escherichia coli R S S S 

Pseudomonas aerugrnosa R R R R 

Staphylococcus aureus I R S S 

Enterococcusfeacalis I S S S 

Bacillus cereus R n  R S 

Annexe N: Moyennes des diamètres des zones d'inhibition des différentes 

souches (en mm) de l'activité des huiles essentielles et des extraits bruts. 

Souches Schinus Schinus Schinus Schinus Pistacia 

bactériennes molle molle fruits molle molle fruitâ vert, Témoins 
feuilles (HE) feuilles (EB) feuilles 

DMSO 
(11E) (EB) (EB) 

P. aeruginosa 10,7 6,8 6,5 6,0 6,0 6,0 

E.feacalis 12,8 17,0 7,0 8,0 7,0 6,0 

B.cereus 7,7 8,0 6,0 6,0 6,0 6,0 

E. coli 15,5 12,0 8,5 9,0 7,0 6,0 

S. aureus 8,3 10,0 6,5 6,0 6,0 6,0 
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Annexe 0: Pourcentage d'inhibition de l'amphotéricine B relatif aux différentes 

souches fongiques. 

A.flavus Penidihium spp F. oxysporum R. stolonjfer 

Amphotéricine B 88,12 68,00 88,10 79,64 

Annexe P: Diamètre (mm) des souches fongiques et pourcentage d'inhibition de l'huile 

essentielle de Scizinus molle. 

Schinus molle (feuilles) Schinus molle (fruits) 

lOOtL 150tL 1001LL 1504L 

F. oxysporum 20mm (71,42%) 18mm (74,28%) 28mm (60%) 20mm (71,42%) 

A. flavus 46mm (22,42%) 36mm (39,29%) 40mm (32,54%) 34mm (42,660/0) 

Penicillium spp lOmm (73,91%) 8mm (78,26%) 1 lmm (71,73%) 9mm (78,26%) 

R. stolonfer 75mm (6,25%) 70mm (12,5 0/o) 76mm (5 1/o) 7 2m (10%) 
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Annexe Q: Milieux de culture 

Préparation pour un litre 

Bouillon nutritif (BN) 

Extrait de viande 	 5g 

Peptone pancréatique 	 10g 

Chlorure de sodium 	 5g 

pH = 7,2 10,2 

Gélose nutritive (GN) 

Extrait de viande de boeuf 	 1g 

Extrait de levure 	 2g 

Peptone 	 5g 

Chlorure de sodium 	 5g 

Agar 	 15g 

pH = 7,2 ± 0,2 

Mueller Hinton (MH) 

Infusion de viande de boeuf 300mL 

Hydrolisat de caseïne 1 7,5g 

Amidon 1,5g 

Agar 10g 

pH = 7,4 ± 0,2 

Potatoes Dextrose Agar (PDA) 

Filtrat de pomme de terre 	 200g 

Glucose 	 20g 

Agar 	 15g 

pH =6 


