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ABSTARCT

Pistacia lentiscus (Anacardiceae), one of the many evergreen bushes found in the eastern
Mediterranean region, has a long tradition in folk medicine dating from the time of the ancient
Greeks.

Its traditional medicinal uses are diverse and decoctions of its parts and or resine used to treat

sore throats, eczema, stomach aches, kidney stones and jaundice.

In the eastern region of Algeria to Tunisia, the fruit’s oil is used for respiratory allergies, to

treat sore troats and locally applied for burns.

Precedent studies indicate that mastic obtained by incising the trunk contains 30% of resin, an
essential oil (2%) and a bitter principle. The leaf contains flavonoids, an essential oil and

tannins. The fruit is a small drupe, from which is expressed a fatty oil

A little has been done on pharmacological evaluation of the fatty oil of Pistacia lentiscus
fruits. This present study is the first report dealing with the phytochemical analysis and the in

vivo experimental evaluation of the wound healing effect of Pistacia lentiscus fruit’s oil.



RESUME

Lentisque est connu pour ses propriétés medicinales depuis I'antiquité. Les parties de la plante
(parties aériennes, racines, mastic huile essentielle, huile grasse) sont largement utilisées en
médecine traditionnelle dans le traitement de certains maladies telles que 1I’eczéma, infections
buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse, maux de téte, ulcéres, maux d'estomac, asthme

et problemes respiratoires.

Dans la région du nord-est d’Algérie jusqu'a la Tunisie, ’huile de fruits de lentisque est
largement utilisée en médecine traditionnelle, en cas d’allergie respiratoire, d’infections

buccales et dans le traitement de certaines brQlures et irritations cutanées.

Les études chimiques déja effectuées sur cette espéce, signalent la présence de polyphénols
(flavonoides, tanins,...), de triterpénoides a noyau lupane et d’une huile essentielle. Les fruits
sont connus pour contenir une huile grasse. La composition de I’huile grasse de lentisque n’a
fait 1’objet d’aucune étude publiée, en ce qui concerne sa composition chimique et

I’évaluation de ces effets biologiques.
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Introduction géneérale :

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvees dans son

environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies [1].

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des civilisations.
Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours
occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et dans les

préparations culinaires.

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle des médicaments, les égyptiens
employaient le pavot (Papaver Somniferum L) a opium. L’utilisation des plantes continua et,
vers 1960, I’écorce de quinquina (Cinchona Ledgeriana Moens) fut rapportée d’ Amérique du

sud en Europe par les Jésuites pour traiter la malaria [2].

L’ Artemisia Annua, utilisée en Chine depuis plus de deux milles ans: I’artémisinine est
extraite de cette plante qui est devenu 1’ingrédient essentiel des traitements contre le
Paludisme. D’autres plantes Africaines connaissent un regain d’intérét, comme le Géranium
Africain (Pelargonium x asperum), le Prunier d’Afrique (Pygeum africanum), et la
Sutherlandia Frutescens (Baguenaudier d' Ethiopie). Cette derniére, qui ne pousse qu’en

Afrique du Sud, est utilisée en complément des thérapies de lutte contre le SIDA [3.4]

L’industrie pharmaceutique moderne s’inspire encore largement des métabolites secondaires
végétaux, I’avénement Taxol en un exemple éclatant. Depuis 1993, le Taxol a été également
approuveé pour le traitement du cancer avancé du sein et le cancer du poumon a grandes
cellules (NSCLC), cequi a permis a plus d'un million de patients de bénéficier éventuellement

de ce traitement.

Actuellement, I'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants
de la planéte ont recours aux médecines traditionnelles a base de plantes en tant que soins de
santé primaire [5.6]. A l'origine, ces ressources étaient employées sous leur forme brute, puis
au fil du temps, les différents préparation d'extraits et de concentrés ont permis d'en intensifier

I'effet médicinal des plantes [7].

A partir du XIXéme siécle, les molécules responsables des effets thérapeutiques ont été
isolées et ont servi de prototypes a I'élaboration de médicaments conventionnels [8.9]. Par

exemple, I'aspirine, un dériveé de la salicine tirée du saule (Salix spp.), est un analgésique et
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antipyrétique tres efficace. Pour preuve, ce médicament est encore aujourd'hui I'un des plus

vendus au monde [10].

Plus de 120 composes provenant de plantes sont aujourd'hui utilisés en médecine moderne et
prés de 75% d'entre eux sont utilisés selon leur usage traditionnel [11]

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale: Méditerranéenne, Saharienne et
une flore paléo tropicale, estimée a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles
botanique Ces espéces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable (15%)
d’espéces endémiques [12].Ce qui a donnée a la pharmacopée traditionnelle une richesse

inestimable.

Le genre Pistacia est de par sa dioicie et ses fleurs nues, un genre particulier de la famille des
[13]. Pistacia lentiscus L. est une espéce médicinale. Cet arbuste des maquis de toute la
région méditerranéenne, se développe sur tout type de sol, dans I'Algérie subhumide et semi-

aride.

L’huile de fruits de lentisque est souvent utilisée comme un remede d'application locale
externe sous forme d’onguent pour soigner les brilures [14] ou les douleurs dorsales
(Bellakhdar, 1997).

Notre travail a pour objectif principal la comparaison entre les huiles des fruits du lentisque
extraites par différents techniques et celle du commerce, la détermination de la composition
de ces derniers en acide gras et I’é¢tude de leurs comportements vis-a-vis des souches

bactériennes et fongiques.
Le mémoire est organisé en plusieurs parties:
1° la premiére partie constitue 1’étude bibliographique, et est divisée en plusieurs chapitres;

- Chapitre 1 est consacré aux aspects botanique, biologique, chimique et pharmacologique

spécifiques a la famille (Anacardiacées), le genre (Pistacia) et de I’espéce (Pistacia lentiscus
L).

- Chapitre 2 traite des lipides, en I’occurrence leur définition, leur biosynthese et leurs

propriétés biologiques et pharmacologiques.
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- Chapitre 3 est consacré a 1I’étude des méthodes d’extraction des huiles végétales.

2° la seconde partie traite en deux chapitre de la partie expérimentale: de la phase extraction a
I’identification de la composition des huiles extraites et commerciale. Ainsi que I’étude de
comportement de ces dernies vis- a-vis des souches microbiennes.

3° la troisieme partie est consacrée a la description et la discussion des résultats obtenus.

La fin du mémoire est réservee aux reférences bibliographiques.
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|-Etude caractéristique de ’espéce Pistacia lentiscus L.

Description de la plante

Le pistachier lentisque, appelé communément lentisque est un petit arbuste qui peut atteindre
2 a 3 metres de haut, fortement ramifié a partir de la base, plante de la famille des
anacardiacées, a feuillage persistant. Elle donne des fruits, d’abord rouges, puis noirs. On le
trouve a 1’état naturel dans le nord algérien. Le pistachier lentisque est connu pour ses vertus
médicinales [16]. On l'appelle aussi arbre a mastic car sa seve est utilisée pour la réalisation

d'une gomme a odeur prononceée [17].

Arbuste de P. lentiscus Partie aérienne avec Fruit Fruit (détail)

Figure 1: Description botanique de lentisque.

Lentisque est caractérisée par

- Ecorce: Rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Quand on incise

I'écorce la plante laisse s”écouler une résine irritante non colorée a odeur forte.
- Branches : tortueuses et pressées, forment une masse serrée

-Feuilles: Sont persistantes, composées (Figurel), et possedent un nombre pair de folioles (4 a
10) d'un vert sombre, elliptiques, obtuses, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont le

pétiole est bordé d'une aile verte. On trouve des pieds males et femelles distincts (espéce

dioique) qui fleurissent en grappes denses en mois de Mai.
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- Fleurs : Les fleurs unisexuées d’environ trois mm de large (Figure 2) se présentent sous
forme de grappe, Elles apparaissent au printemps et sont tres aromatiques, forment des
racémes de petite taille a l'aisselle des feuilles. On différencie les fleurs femelles des fleurs

males gréce a leur couleur, vert jaunatre pour les femelles et rouge foncé pour les méles.

Figure 2 : Fleurs de lentisque.

-Fruit : Est une baie globuleuse [de 2 @ 3 mm, Figure(1)], monosperme, remplie par nucléole

de la méme forme; d’abord rouge, il devient brunatre a sa maturité, qui est compléte

I’automne.

-Mastic (résine): Si I'on incise le tronc de ce végétal (Figure 3), il s'en écoule un suc résineux
nommeé mastic utilisé pour des buts culinaires par des personnes de Méditerranée [18] et cette

résine a été employée aussi pour méacher.

Figure 3 : Mastic (résine) de lentisque
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Taxonomie de lentisque

Régne PLANTAE

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

Classe MAGNOLIOPSIDA

Sous-classe ROSIDAE

Ordre SAPINDALES

Famille ANACARDIACEAE — La famille du sumac

Genre PISTACIA L. — pistache

Espéce PISTACIA LENTISCUS L. — Arbre de mastic

Figure 4 : Différentes parties de lentisque
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1.2. Répartition géographique de lentisque.

C'est un arbuste poussant dans les sites arides de la région méditerranéenne (Asie, Europe,
Afrique) [17, 18, 19,20] (Figure 5), jusqu'aux Canaries [21]. lentisque pousse a I'état sauvage
dans la garrigue et sur les sols en friche. On le plus précisément dans le bassin du Soummam

en association avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege [22].

‘-‘f\\.‘,) 7,
s *,

Algérie

- Pistacia lentiscus L.

Figure 5 : Aire de répartition de lentisque autour du bassin

Méditerranéen

1.3. Produits et dérives a base de lentisque.
Les principaux produits dérivés du lentisque et leur utilisation sont décrites.

- Bois : pour sa robustesse et la finesse de sa texture, le bois de cette espéce est trés apprécié

en ébénisterie.

- Essence de Mastic: aprés hydrodistillation du mastic est récupérée une essence [23] qui
entre dans la confection de parfums, produits cosmétologiques et pharmaceutiques, de vernis
de grande qualité recherché par les peintres ceuvrant a la peinture a l'huile et aussi dans

I'industrie photographique.
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- Essence des feuilles et rameaux : de ces parties est extraite une huile essentielle [24] qui
est utilisée en aromathérapie et phytothérapie [25] pour ses propriétés décongestionnantes,

prescrite aussi pour traiter les probléemes veineux dont les hémorroides.

-Huile grasse de lentisque : est extraite partir des du fruit par une méthode traditionnelle
était couramment utilisée pour I'alimentation et en médecine traditionnelle [26]. La teneur
élevée en acides gras essentiels témoigne de I'importance de la valeur alimentaire de cette
huile [27].

1.4. Aspects Pharmacologiques et effets thérapeutiques lentisque

Lentisque est connu pour ses propriétés médicinales depuis l'antiquité [25].

Les nombreuses vertus thérapeutiques attribuées a I’huile de lentisque poussent depuis

quelques années beaucoup de personnes a se lancer dans sa production.

La décoction des racines séchées est efficace contre 1’inflammation intestinale et d’estomac

ainsi que dans le traitement de 1’ulcére [29].

La partie aérienne de lentisque est largement utilisée en médecine traditionnelle dans le

traitement de I'hypertension artérielle grace a ses propriétés diurétiques [30, 31,32].

Les feuilles ont pourvue daction anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique,

antipyrétique, astringente, hépatoprotective, expectorante et stimulante [33.34.36].

Elles sont également utilisées dans le traitement d’autres maladies telles que ’eczéma,
infections buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse, maux de téte, ulcéres, maux

d'estomac, asthme et problemes respiratoires [37.38.39.40.41].

L’huile végétale de lentisque est employée traditionnellement par la population tunisienne
dans le traitement des scabies, du rhumatisme et dans la fabrication de pilules d'anti-diarrhée
[26].

La résine obtenue de lentisque est connue par son effet analgésique, antibactérien,
antifongique, antioxydant, antithérogenique, expectorant, stimulant, diurétique et
spasmolytique[ 41.42.43], Par conséquent, cliniguement, le mastic est souvent citeé comme un
remede efficace contre certaines maladies telles que I'asthme, diarrhée, infections
bactériennes, ulcéres gastro-doudénaux et comme un agent antiseptique du systeme
respiratoire [44.45.46].
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La résine de lentisque a été traditionnellement considérée comme un agent anticancéreux, en
particulier contre les tumeurs du sein, du foie, de I'estomac, de la rate, et de 1’utérus [37]. Ces
croyances traditionnelles sont en accord avec de récentes études montrant que mastic de Chios
induit I'apoptose [48] et dispose d'action anti-proliférateur contre les cellules cancéreuses du
cblon [49].

L’huile essentielle de lentisque est connue pour ses vertus thérapeutiques en ce qui concerne

les problemes lymphatiques et circulatoires.

Des travaux précédents sur les huiles essentielles de lentisque révelent la présence de

certaines activités antalgique, antioxydante, anti-inflammatoire, antimicrobienne [50.51.52].
I.4.Données toxicologiques de lentisque.

Les données toxicologiques de la gomme mastic ont été rapportées concernant la toxicité

aigué, irritation de la peau et la phototoxicité chez les animaux et les humains [53].

L’huile essentielle de lentisque a montré une toxicité sur les sur le troisiéme stade larvaire et
les adultes du charangon roux de la semoule Tribolium castaneum. L’huile essentielle testée a
montré une toxicité vis-a-vis des larves et des adultes. Le taux de mortalité est de 1’ordre de
51% pour les larves et de 100% pour les adultes a une concentration de 1023 pl/l air aprés 24
heures d’exposition. Les résultats ont démontré une différence significative en termes de
mortalité et qui dépend du stade de développement de I’insecte, de la concentration de 1’huile
et du temps d’exposition. L’effet fumigéne de I’huile essentielle de lentisque est plus
important sur les adultes que sur les larves. Les résultats indiquent que 1’huile essentielle de
lentisque présente un potentiel insecticide qui pourrait étre utilisé dans le cadre de la lutte

contre cet important insecte des denrées stockées [54].
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CHAPITRE I

I1.1.Les huiles végetales

Les huiles végétales sont des substances hydro-insolubles produites a partir des graines des
plantes. Elles sont majoritairement composées de triacylglycérols communément appelés
triglycérides. Les triglycérides sont les produits de la réaction entre une molécule de glycérol
et trois molécules d’acides gras. Ce sont donc des triesters du glycérol (glycérine) et d’acides
gras .Les huiles végétales sont composées a environ 95 % de triglycérides, le reste étant des
mono- et diglycérides et des composes dits insaponifiables tels que les alcools, caroténoides,

la chlorophylle, les hydrocarbures, sterols et tocophérols
11.1.1. Classification des huiles végétales

D’aprés Guichard C. (1967) [55], selon I’utilisation finale des huiles, on distingue :
-Huiles officinales

Ce sont des huiles utilisées dans un but thérapeutigue ou cosmétique. Elles sont

exclusivement obtenues par expression a froid. Il s’agit d’huile vierge de premiere pression.
-Huiles alimentaires

Ce sont des huiles destinées a étre utilisées par le secteur agro-alimentaire, obtenues par
expression des graines oléagineuses, a froid ou a chaud. Elles peuvent subir des traitements de
raffinage pour éliminer les pigments, les substances odorantes, a golt insipide et d’autres

contaminants.
-Huiles industrielles

Ce sont des huiles de qualité moindre utilisées par différents secteurs industriels (peintures,
lubrifiants, détergents, biocarburants). Elles sont le plus souvent obtenues par extraction par

solvant (hexane).
11.1.2 .Composition des huiles végétales des baies de lentisque

Une étude a été réalisée sur I'huile extraite a partir des fruits mdrs du de Pistacia lentiscus L.
de la Tunisie occidentale nordique et du nord. L'extraction a été faite par deux méthodes

méthode traditionnelle pratiqué par des femmes dans des secteurs de forét et la méthode de
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pression qui a été proposée pour améliorer le rendement et la qualité d’huile La composition
en acides gras a été déterminée par (GC/MS) L'acide oléique était I'acide gras principal avec
plus de 56%, suivi de I’acide palmitique avec 27%, Linoléique 15.82%, Palmitoléique 1.13%
et I’acide stéarique 1.58% [56]

La composition en acides gras des extraits d'huile grasse des fruits noirs de lentisque
récoltés en Algérie sont I'acide oléique (55.3%), I’acide linoléique (21.4%), 1’acide palmitique
(19.5%), I’acide palmitioléique (2.1%), et 1’acide stearique (1.7%) [57].

11.2. Lipides

11.2.1. Introduction — Définition

Les lipides, largement répandus dans I’environnement, sont des produits complexes dont les
différents constituants jouent de facon directe ou indirecte, immédiate ou retardée, un role

énergétique, structural et fonctionnel.

Dans le monde du vivant, la plupart des familles de molécules sont définies par leur structure,
a I’inverse, les lipides sont caractérisées par une propriété chimique: la solubilité. Ces
composés ont une solubilité nulle ou faible dans I’eau mais élevée dans les solvants

organiques de type apolaire (chloroforme, cyclohexane, éther éthylique, etc.)

Les termes d’huiles, beurre, graisses, cires ne désignent que leur état physique liquide ou
solide a température ambiante. Par définition, un lipide est une molécule soit complétement
apolaire (lipide neutre) soit bipolaire ou molécule amphiphile avec une téte polaire liée a une

chaine fortement apolaire.

Les graisses alimentaires sont d’origine végétale et animale. Parmi les graisses d’origine
végétale on distingue les huiles «fluides», liquides a température de 15° C (arachide, olive,
tournesol, colza, soja, mais, pépins de raisin, etc.) et les huiles «concrétes», solides a la

température de 15° C (palme, coprah).

Les graisses animales sont soit d’origine laitiére (lait, creme, beurre, fromage), soit apportées
(viandes et poissons consommes) ou extraites des animaux terrestres (saindoux de porc, suif
de beeuf, suif de mouton, graisse d’oie et de canard) ou marins (huile de hareng, sardine,

saumon, etc.).
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Les lipides se répartissent en différentes catégories dont la plus courante est appelée «lipides
vrais». Les lipides vrais comprenant les acides gras a plus ou moins longue chaine ou
résultant de la condensation de ces acides gras avec des alcools liés par une liaison ester ou
amide. Parmi ceux-ci, on retrouve les lipides simples qui sont neutres comprenant les
glycérolipides (I’alcool est le glycérol), les cérides (les alcools sont a longue chaine) et les
stérides (I’alcool est un stérol dit polycyclique). Ils regroupent également les lipides
complexes, di-ou triesters auxquels s’ajoutent divers groupements phosphorés, azotés, soufrés

ou des oses.
11.2.2. Lipides vrais

Les lipides vrais résultent de la condensation d'acides "gras" avec des alcools par liaison ester
ou amide; ils comprennent les acides gras et les lipides simples (acylglycérols, cérides,

stérides).
11.2.2.1. Acides gras

Tous les acides gras (AG) sont constitués d’une chaine hydrocarbonée comprenant un
groupement méthyle (CH3-) a I’une de ses extrémités et un groupement carboxyle (-COOH) a
I’autre extrémité. Ils se caractérisent par une structure spécifique sous forme de monoacides
carboxyliques possédant un nombre pair d’atome de carbone (de 10 a 40 atomes), une chaine

non ramifiée et non substituée et sont saturés ou non.

On parlera d’acides gras saturés lorsqu’il y a absence de double liaison dans la chaine
hydrocarbonée et sa formule est de type (CnH2nO2); les acides gras sont dit insaturés

lorsqu’il y a présence d’une double liaison (mono-insaturés) ou de plusieurs (poly-insaturés).
-Nomenclature des acides gras

La nomenclature retenue pour ces acides est la suivante: Cx: y n-m, avec X représentant le
nombre d’atomes de carbone dans la molécule et y est le nombre d’insaturations soit le
nombre de doubles liaisons. La lettre m correspond a la position de la double liaison a partir
du groupement terminal. Les critéres de classification portent sur la longueur de la chaine, le

nombre de doubles liaisons et la configuration spatiale de leur chaine.

Le degré d’insaturations est suivi de la notation 4 x ou x est la position de la double liaison

par rapport au carbone aliphatique terminal. Les préfixes «a» et «i» indiquent que le
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substituant méthyle est en position antéiso (troisiéme carbone impair a partir du carbone

aliphatique terminal) ou iso (deuxiéme carbone pair a partir du carbone aliphatique terminal) .
-Distribution des acides gras

La distribution des acides gras permet de relier ces composés a leur origine, méme si souvent
un acide gras donné peut avoir plusieurs origines. Par exemple, les distributions des acides
gras des végétaux supérieurs ou des animaux sont dominées par ceux a nombre de carbone
pair compris entre 12 et 24 atomes de carbone, avec une prédominance des chaines C16 et
C18. Les acides gras des bactéries sont essentiellement saturés ou monoinsaturés présentant

un nombre de carbone impair.

Les substitutions en position iso- ou antéiso- sont surtout présentes dans les distributions des
acides gras d’origine bactérienne et notamment les bactéries Gram positives. Les résidus de
cuisine riches en graisses animales et huiles végétales sont caractérisés par des distributions
dominées par la présence de C16:0, C18:1w9 et C18:0. Les feces humaines sont quant a elles
dominées par la présence de C16:0 et C18:1 9. Tous ces acides gras sont susceptibles de se

retrouver dans les boues d’épuration en raison de la nature variée des effluents traités.
- Acides gras saturés

Ce groupe de lipides est constitué d’acides gras possédant un nombre pair d’atome de carbone
(4 a plus de 30), on les retrouve chez les animaux, végétaux et microbes (Tableau 1). Pour les
plantes supérieures et les animaux, les acides gras les plus communs ont 14 a 20 carbones,
avec une majorité de ceux a 16 ou 18 carbones. Les acides dont le nombre est inférieur a 12
sont retrouvés dans le lait des mammifeéres et le beurre. Les acides gras dont le nombre de
carbones est supérieur a 24 sont essentiellement des composants des cires protectrices

fabriqués par les plantes, les bactéries et insectes.

10
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Tableau 1: Principaux acides gras satures.

Chapitre 11

Longueur relative nC Nom courant de I’acide Origine
Chaine courte 4 Butyrique Beurre
6 Caproique Lait de chévre
8 Caprylique
10 Caprique
Chaine moyenne 12 Laurique Huile, graisses
14 Myristique animales et
16 Palmitique vegétales
18 Stéarique
Chaine longue 20 Arachidonique Graines
22 Béhénique
24 Liglocérique Cires des
26 Cérotique plantes
28 Montanique bactéries
30 Mélissique Insectes
32 Lacérique

- Acides gras insaturés

IIs représentent plus de la moitié des acides gras des plantes et des animaux, possédant une ou

plusieurs doubles liaisons (Tableau 2). La plupart des acides gras insaturés ont des longueurs

de chaines de 16 a 20 carbones et souvent, la premiere double liaison est établie entre les C9

et C10, les doubles liaisons multiples ne sont pas conjuguées mais séparées par un groupe

méthyléne et les doubles liaisons sont de configuration cis.

Les acides gras mono-insaturés sont relativement rares, les chaines comportant moins de 16

carbones se retrouvent dans le lait et les graisses de poissons alors que les chaines a plus de 18

carbones sont présentes chez les animaux marins. Les acides gras polyinsaturés sont beaucoup

plus répandus, ils comportent au moins 18 carbones.

11
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Tableau 2: Principaux acides gras insaturés.

Chapitre 11

nC Nom courant Symbole Origine
16 Palmitoléique C16:1(9) Trés répandu
18 Oléique C18:1(9) Trés répandu
Vaccénique C18:1(11) Bactéries
Linoléique C18:2(9,12) Graines
Linolénique C18:3(9, 12, 15) Graines
20 Arachidonique C20:4(5, 8, 11, 14) Animaux
Acide Eicosapentanénoique C20:5(5, 8, 11, 14, Huiles de
17) poissons
24 Nervonique C24 :1(15) Cerveau

- Stéréochimie

La libre autour de chacune des liaisons carbone-carbone rend les molécules d’acide gras

saturé extrémement flexible. Il subsiste néanmoins des contraintes stériques et la

conformation la plus stable pour les acides gras saturés est la conformation étirée.

0o

/\/\/\/\/\/\/\/\)l\

Acide oléique

12
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Dans la plupart des huiles naturelles, les acides gras insaturés ont une configuration
moléculaire particuliére appelée cis, cela signifie qu’un atome d’hydrogene est situé d’un coté
de la double liaison (Figure 6), et que I’atome d’hydrogéne du carbone suivant est situé du

méme coté .

En revanche, lors du processus de fabrication trans. Certain des doubles liaisons (non
saturées) prennent une configuration trans. Dans ce cas, les radicaux liés carbones ne sont

plus du méme coté de la double liaison.

Or les acides gras de configuration trans sont moins bénéfiques que ceux de configuration cis,
car ils favoriseraient les maladies coronaires. C’est pourquoi il est recommandé de limiter la

consommation des acides gras de types trans.

/CH3
H Hzc‘\
“CH
e l\ e COOH ] M
N N N

HyC c c c . _,,,.c\c ‘/C“"c _.COOH

2 | 2 ¢

H | 2

H

Figure 6: Isoméries Géométriques trans (a gauche) et cis (a droite)
-Biosynthése des acides gras (Figure7).

Les étapes individuelles de 1’allongement des chaines des acides gras sont pratiquement les
mémes dons les organismes, les enzymes permis de distinguer chacune des étapes du
processus avant de pouvoir les analysées, par extension, celui des étapes de la biosynthese
chez I’animal, les réactions d’allongement commencent par la formation de 1’ Acétyl-ACP et
du Malonyl-ACP. La synthése des acides gras s’arréte dans le cytosol au niveau de 1’acide

palmitique.

13
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Chapitre 11
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-Rdles biologique des acides gras

Les acides gras (mono-insaturés) ont une influence sur le taux de cholestérol sanguin. On
considéere comme des €léments protecteurs des maladies cardio-vasculaires. En effet, ils sont
reconnus pour abaisser le mauvais cholestérol (cholestérol LDL) et pour augmenter le bon
cholestérol (cholestérol HDL).

Une consommation exclusive d’acides gras favorise le déséquilibre en acides gras et une
carence en acide gras essentiel. De plus, une consommation excessive de matiéres grasses
riches en acides gras mono-insatures favorise comme toutes les graisses, une prise de poids

pouvant conduire 1’obésité [57].
11.2.2. 2. Triglycérides

Les triglycérides (TG) représentent 95 a 98 % des graisses alimentaires et sont composés
d’une molécule de glycérol dont les 3 fonctions alcool sont estérifiees par 3 acides gras
semblables ou différents. Par simplification, la formule chimique d’un triglycéride peut

s’écrire comme présentée en Figure 8.

H
H—C—OOCR position sn-1
R"COO=—(C—=l] position sn-2
H—C—OOCR" position sn-3

H

Figure 8: Formule semi-développée des triglycérides
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11.2.3. Constituants mineurs

11.2.3.1. Phospholipides

Les phospholipides sont des esters du glycérol dont les positions sn-1 et sn-2 sont estérifiées
par des AG et la fonction alcool en sn-3 est naturellement estérifiée par un acide phosphorique

lui-méme associé a un sucre (inositol) ou une amine (choline, éthanolamine, sérine) (Figure9).

H
. H
. H \
O H H H By et
11 SRt
He— C— = C—(—C— —-;:=c*""\ g H
111 | 3 =
H H H H H
O H H H H H H H H H
o S T [ [ Y (N [ N |
H—C—"]0—(C—C—(C—(C—(C—C—_C—(C—(C—H
L T T O A B
H H H H H H H H H

Groupement Phosphate

Figure 9: Formule développée d’un phospholipide
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Partie | : Matériels et méthodes
1.1. Introduction

Ce chapitre est consacré a I’étude chimique et des activités microbiologiques des huiles des
baies de lentisque. Il est reparti en quatre parties :1’extraction de 1’huile végétal par soxhlet,
I'¢limination de I’huile essentielle des baies de lentisque par entrainement a la vapeur d’eau
et récupération de I'huile végétale, la détermination des différents indices physico-chimiques,
analyse des esters éthyliques par spectrophotométrie infrarouge, détermination de sa
composition chimique par CPG, et enfin 1’étude de ’activité antibactérienne et antifongique

de I’huile végétal.

L’extraction des huiles et la détermination des indices physico-chimiques ont été réalisés au
laboratoire de chimie organique (département de Chimie industrielle de 1’Université Saad
Dahlab de Blida), alors que 1’analyse des huiles par chromatographie en phase gazeuse a été
effectuée au sein du laboratoire de méthodes physiques d’analyses au département de chimie
industrielle a I’Université de Blida. Les analyses infrarouges ont été réalisées au niveau du

laboratoire des substances Naturelles du département de Chimie.

Les tests d’activité antimicrobienne ont été réalisés au sein de laboratoire d’hygiéne de la

Wilaya de Tipaza.

17
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1.2. Matériel d’étude
1.2.1.produits chimiques
Les produits chimiques utilisés lors de notre étude sont donnés dans le tableau suivant :

Tableau 03 : Produits Chimiques.

Produits Marque
CeH1a BIOCHEM
(CH3CH?2), BIOCHEM
NaSO4 BIOCHEM
KOH Merck
C,HsOH BIOCHEM
HCI Panreac

phénolphtaléine

CH;COOH BIOCHEM

CHCl; SIGMA-ALDRICH
Kl Panreac

NayS,03 BIOCHEM
Empois d’amidon Panreac

CH;OH BIOCHEM

CCl, ALDRICH

H,SO, BIOCHEM

BF; ALDRICH
KHCO; Merck

1.2.2.Matériels végétales

Les baies mures de lentisque utilisées dans cette étude ont été récoltées en décembre 2012
au niveau de la ville de Sidi-Amar de la Wilaya de Tipaza ; située a environ 13 km au sud-

est de la ville de Cherchell et a environ 20 km au sud-ouest de Tipaza.

18
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11.2.3.Matériels biologiques
-Souches microbiennes choisies

Les souches bactériennes utilisées proviennent de la collection de référence ATCC du
laboratoire d’hygiéne du Centre du sang de la Wilaya de Tipaza, Le nombre sélectionné est

de 07 : 03 souches bactériennes et 04 levures.

L’essai d’inhibition est réalisé sur des cultures jeunes. La liste des souches est regroupée dans
le Tableau (4) Les microorganismes testés vus sous microscope sont illustrés dans la Figure
(10et 11).

Tableau 4: Liste des microorganismes testes.
Bactéries

Escherichia coli (Gram-)
Staphylococcus aureus (Gram+)

Bacillus subtilis (Gram+)

Levures

Aspergillus flavus
Aspergillus Niger
Aspergillus fumigatus

Pénicillium SP

Bacillus subtilis Escherichia coli Staphylococcus aureus

Figure 10: Bactéries vues sous microscope
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Aspergillus fumigatus Pénicillium SP

Figure 11: Levures vues sous microscope
1.2.4.Appareillages

1.2.4.1.Spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)

L’infrarouge analytique regroupe plusieurs méthodes d’identification et de dosage non
destructif basé sur 1’étude de 1’absorption (ou la réflexion), par 1’échantillon, des radiations
électromagnétiques comprises entre 1 et 100um. Cette bande spectrale est-elle méme divisée
en proche LR (1 a 2.5um), en moyen LR (2.5 a 25um) et en lointain I.R au-dela. La partie la
plus riche en information est celle du moyen I.R .Tous les spectromeétres I.R conduisent a un
document de base, appelé spectre I.R qui représente, pour chaque longueur d’onde, le rapport,
des intensités transmises, avec ou sans échantillon. Ce rapport, appelé transmittance T, peut
étre remplacé par son pourcentage (%T) ou par 1’absorbance, A=log (1/T). 1l est fréquent

d’exprimer les longueurs d’onde A sous forme de nombre d’ondes vy (cm™) sachant que y =1/A.
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L’appareille utiliser est un spectrophotomeétre a transformee de Fourier IRTF de marque
Jasco type IRTF-8900 (Figure 12).

pompe
pénstaltique /

F:/ r =1 IRTF

cellule
micro-flow

solvant e
Figure 12: Montage de flux utilisé pour les analyses
1.2.4.2.Chromatographie en phase gazeuse(CPG)
-Principe :

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique de séparation des substances
chimiques qui repose sur des différences de comportement de séparation entre une phase
mobile courante et une phase stationnaire pour séparer les composants d’un mélange. Si les
conditions d’équilibre thermodynamique sont remplies de fagon idéale, les molécules du
soluté se dispersent de fagon gaussienne et leur distribution a la sortie de la colonne peut étre
figurée par une courbe de Gauss, qui est un pic spécifique a chaque élément a analyser du fait
de temps de rétention spécifique dans la colonne en fonction de leur affinité pour celle-ci.
Cette méthode permet donc I’analyse de la composition des lipides en acides gras apres
estérification et permet la détermination exacte de la composition des lipides par comparaison

avec des standards (étalons).
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|.3.Méthodes

1.3.1. Protocole expérimental d’extraction
1.3.1.1. Description du dispositif d’extraction
-Extraction avec soxhlet

Mode opératoire

Les baies du lentisque ont été broyées a I’aide d’un mixeur. 150 g de broy¢ sont remplis
dans des cartouches placées dans un Soxhlet (Figure 12) de 250ml.Le ballon utilisé et un

ballon de 500 mL , remplis de 250mL d’hexane chauffé a I’aide d’un bain-marie.

A la fin de I’extraction, I’hexane est éliminé sous vide a l'aide d'un évaporateur rotatif.

Solvant

Solide
dans cartouche E
poreuse
B ballon chauffé
E extracteur
R réfrigérant

Solution
a ébullition

Figurel3 : Schéma du Soxhlet
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Figure 14: Huile végétal des baies de lentisque extraite avec soxhlet

-Elimination de I’huile essentielle par entrainement a la vapeur d’eau
Mode opératoire

Les baies du lentisque ont été broyées a I’aide d’un mixeur et sont remplis dans un ballon
de 2I, alimenté par un courant de vapeur, Les constituants volatiles entrainés par la vapeur
d’eau sont condensées au niveau du réfrigérant pour donner un hydrolat et récupérée dans

une ampoule a décanter.

L’huile essentielle étant immiscible avec 1’eau, le mélange forme un liquide légerement

opaque.
-Récupération de I’huile végétale des baies de lentisque

Ou cour de I’élimination de I’huile essentielle les baies appauvris en huile essentielle est

imbibé de 1’eau sont soumise a 1’extraction par I’hexane pour augmenter le rendement.

A la fin de I’extraction, I’hexane est éliminé sous vide a l'aide d'un évaporateur rotatif.
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Figure 15 : Huile végétale de lentisque récupéré par I’hexane
-Extraction de I’huile végétale par I’eau chaude

La méthode d’extraction d’huile grasse de lentisque est treés ancienne. L’extraction de I"huile
étudiée a été réalisée par une méthode traditionnelle par une femme au niveau du Sidi-Amar
de la Wilaya de Tipaza. La récolte de la baie se fait entre les mois Novembre et Décembre.
Aprés avoir récolté quantité suffisante des baies mures la récupération de I’huile de lentisque

passe par la macération dans de 1’eau chaude du fruit, suivie d’une décantation.

Un autre échantillon de I’huile végétale artisanal de lentisque est acheté chez un artisan au

niveau de du village de Minasseur dans la Wilaya de Tipaza.
1.3.2. Rendement

Le rendement en huile est estimé par le rapport des masses d’huile et de la matic¢re végétale

utilisée. Il est exprimé en pour cent (%) et calculé par la formule suivante :

(%) = Muy/Mpy x 100

n (%): Rendement des huiles (%)
Muv: Masse des huiles(g)

Mwmv: Masse de la matiére végétale utilisée (g)
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1.3.3. Analyses physico-chimiques des huiles de lentisque

1.3.3.1.Détermination des indices physiques
1.3.3.1.1.Détermination de I’indice de réfraction (AFNOR NF T75-112:1999)

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon lumineux de
longueur d’onde déterminée, passant de ’air dans les huiles maintenue & une température
constante. La mesure a été effectuée en utilisant un refractometre Abbé. (Figure 16).

Figure 16: Réfractométre Abbé.

1.3.3.2. Mesure des indices chimiques
1.3.3.2.1. Détermination de I’indice d’acide (AFNOR NF T 75-103:1999)

C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans
lg d’huile essentielle. Les acides libres sont neutralisés par une solution d’hydroxyde de

potassium KOH éthanolique.

L’indice d’acide (IA) est calculé par la relation :

IA=V.C.56 ,11/m

IA : Indice d’acide
V : Volume de solution de KOH utilisé pour le titrage en ml ;
C : Concentration exacte de la solution de KOH en moles par litres ;

m : Masse de I’huile végétal en grammes.
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-Mode opératoire

On introduit 0.5 g d’huile végétale dans un Erlenmeyer, on ajoute 25 ml d’éthanol et 5 gouttes
de solution de phénolphtaléine, comme indicateur colorée et on neutralise la solution avec

I’hydroxyde de potassium KOH (0.1mol/I) contenue dans la burette.
1.3.3.2.2.Détermination de I’indice d’ester (AFNOR NF T 75-104:1994)

C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libérés par
I’hydrolyse des esters contenus dans 1g d’huile essentielle. L hydrolyse des esters présents
dans I’huile essentielle se fait par chauffage, dans des conditions définies, en présence d’une
solution d’hydroxyde de potassium éthanolique et dosage en retour de 1’exces d’alcali par une

solution d’acide chlorhydrique HCI.

L’indice d’ester (IE) est donné par la formule suivante :

IE=28.05/m (Vo —V1) - 1A

Ou:

IE : Indice d’ester ;

V0 : Volume de la solution de HC1 utilisé pour 1’essai a blanc en ml ;
V1 : Volume de la solution de HCI utilisé pour la détermination en ml ;
m : Masse de I’huile végétal en grammes ;

IA : Valeur de I’indice d’acide déterminé selon la norme NF T 75-103
-Mode opératoire

Dans un ballon on introduit 0.5g d’extrait, on ajoute a 1’aide d’une burette 25 ml de la solution
d’hydroxyde de potassium C (KOH) =0.5 mol/l, on adapte un tube en verre ou un réfrigérant
et on place le ballon sur le bain d’eau bouillante et on laisse pendant une durée précisée dans

la monographie de d’extrait a analyser.
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1.3.3.2.3.Détermination de I’acidité

L’indice d’acidité est un indicateur qui permet d’évaluer 1’altération de la matiére grasse
consécutive a de mauvais traitement ou a une mauvaise conservation. Il est exprimé en
pourcentage (%) d’acide oléique et est mesuré par la quantité de potasse nécessaire a la

neutralisation des acides gras libres contenus dans un gramme de corps gras.

L’indice d’acidité (Acidité %) est donné par la formule suivante :

NxV x282,5

Acidité (%0) =
mx 1000

x100

Acidite (%) : Indice d’acidité

m : Masse de la prise d’essai en gramme ;

N : Normalité de la solution d’hydroxyde de potassium en eq.g/l ;
V : Volume de titrage en ml ;

282.5g/mol : Masse molaire de I’acide oléique.

-Mode opératoire

Le dosage de I’acidité consiste a mesurer la quantité d’hydroxyde de potassium nécessaire
pour neutraliser 2 gramme de I’huile végétal en présence de 50ml de solvant organique (25ml
d’éthanol a 96% et 25ml d’éther diéthylique) et un indicateur coloré (phénol phtaléine). La
solution vire au rose persistant pour un volume de KOH (0.1N) correspondant a 1’équilibre

acido-basique.
1.3.3.2.4.Détermination.Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde d’un corps gras représente le nombre de microgramme d’oxygene actif
présent dans 1g de matiére grasse. L’oxygene actif est I’oxygeéne existant sous forme de
peroxyde, d’hydroxyde ou d’époxyde dans une matiére grasse. Il est déterminé
conformément a la norme AFNOR NF T60-220 de décembre 1968 dont le principe est le

suivant :

27



PARTIE EXPERIMENTALE Matériels et méthodes

Une prise d’essai est mise en solution dans un mélange d’acide acétique et de chloroforme,
traitée ensuite par une solution d’iodure de potassium. On titre I’iode libéré par une solution

de thiosulfate de sodium en présence d’empois d’amidon (indicateur coloré)

L’indice de peroxyde (IP) est donné par la formule suivante :

(V-V,)xNx8000

IP (ng/g) = P

IP : Indice de peroxyde ;

Vo Volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour 1’essai a blanc en ml ;
V : Volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour la prise d’essai en ml ;
N : Normalité de la solution de thiosulfate de sodium ;

M : Masse de la prise d’essai en gramme.

-Mode opératoire

On pése environ 1g d’huile végétale dans un erlenmeyer de 250 ml auquel on ajoute 10 ml de
chloroforme, 15 ml d’acide acétique glacial et 1 ml d’une solution aqueuse saturée d’iodure
de potassium. On agite pendant une minute et on met a I’obscurit¢ pendant Smn. On ajoute
75ml d’eau distillée en agitant rigoureusement et quelques gouttes d’empois d’amidon
(indicateur). Le dosage se fait alors avec une solution de thiosulfate de sodium 0.01N.Un

essai a blanc sans le corps gras est effectué parallelement au premier essai.
1.3.3.2.4.Hydrolyse de I’huile végétale des baies de lentisque
La méthode de la saponification suivie (Schéma 1)

50 mL d’une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium (0.5 N ) sont ajouté a (10 g) de
I’huile végétale de lentisque contenu dans un ballon menu d’un réfrigerent et chauffé sous
agitation dans un bain-marie pendants 1 heures. En suite le mélange est concentré a sec sous

vide a I’aide d’un évaporateur rotatif .100mL de ’eau distillée sont ajouté au résidu.

Les fractions insaponifiables sont extraites de la solution ainsi obtenue avec de 1’éther

diéthylique (3x100).
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Les fractions combinées sont rincées par 100 mL d’une solution aqueuse d’hydroxyde de
potassium (0.5 N) et deux fois par 100 ml de I’eau distillée. La phase organique éthérée

séchée avec Na,SQy, I’éther éliminé a 1’aide d’un évaporateur rotatif.
La phase aqueuse est acidifiée avec une solution de HC1 10% jusqu’a pH acide (pH=1).

Les acides gras libres sont extraits avec de 1’éther diéthylique (3x100), la phase organique est
lavée avec I’eau distillée jusqu’a pH neutre. Apres séchage a I’aide de  NaySOq4 ’éther est

éliminé dans un évaporateur rotatif. Les acides gras récupérés sont stockés pour les analyses.
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HUILE VEGETAL DE
-Saponification a reflux LENTISQUE (10g)
Par solution éthanolique de
KOH 0.5N (50ml) pendant 1 h.

-Evaporation de I’alcool sous vide.

Résidu
-100ml d’eau.
-Extraction par 3x100ml
d’éther diéthylique.
Phase aqueuse Phase organique
-Acidification par une
solution aqueuse de HCI -Lavee par 100ml
de
a10%,pH :1. KOH aq (0.5N)
-Extraction par 2x100ml -Lavée par 2x100ml
d’éther diéthylique. d’eau.
Phase organique ~Seéchage sur
Na, SO4anhydre.
-Lavée par I’eau distillée -Filtration
Jusqu’a pH neutre. -Evaporation sous
-Séchage sur Na, SO, vide.
anhydre.
-Filtration-Evaporation
sous vide. v v
Fraction SAP : acides gras libre Fraction INSAP

Schéma 1 : Protocole de saponification de 1’huile végétal de fruit de lentisque.
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Afin de réaliser I’analyse qualitative et quantitative des extraits lipidiques isolés, la

chromatographie en phase gazeuse apparait comme la méthode la plus appropriée.

Cependant, du fait de leur structure, 1’étude des acides gras sous forme libre par cette
technique est impossible. Il est indispensable de transformer les différents composés en des
dérivés spécifiques, afin de les rendre plus volatils. Parmi les dérivés les plus employés : la

réaction d’estérification.

1.3.3.2.5.Réaction d’estérification des acides gras

Plusieurs réactions d’estérifications sont faites.
-Estérification extractive

Dans un ballon monocole de100mL menu d’un Dean- Starck sont introduits 10g d’acide gras
,5mL d’éthanol ,50mL (de tétrachlorure de méthyle ou bien chloroforme) er 0.4mL de H,SO4

le mélange est chauffé sous reflux jusqu’a la quantité d’eau reste constante.

Apres refroidissement les 2 phases sont séparées a 1’aide d’'une ampoule a décanté la phase
organique est lavée avec 1’eau distillée jusqu’ a pH neutre. En suite la phase organique est
lavée par une solution saturé de bicarbonate de potassium suivez d’un lavage a 1’eau .La
phase organique récupérer et sécher par Na2SO4 anhydre, le solvant est éliminé sous vide a

I’aide d’un évaporateur rotatif.
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Figure 17 : Schéma du Dean- Starck
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-Estérification simple

Dans un ballon monocole de 100mL sont introduit 4.56g de 1’acide gras ,1.92mL d’éthanol
.25mL de tétrachlorure de méthyle et 0.4mL de 1’acide sulfurique concentré, le mélange

réactionnelle est chauffée sous reflues pendant 10heure.

Aprés refroidissement les 2 phases sont séparées a 1’aide d’une ampoule a décanté la phase
organique est lavée avec 1’eau distillée jusqu’ a pH neutre. En suite la phase organique est
lavée par une solution saturé de bicarbonate de potassium suivez d’un lavage a [’eau .La
phase organique récupérer et sécher par Na,SO, anhydre, le solvant est éliminé sous vide a

I’aide d’un évaporateur rotatif.

-Estérification par BFs

50 mg de I’acide gras sont estérifies par 5 ml de méthanol. Le mélange est chauffé sous
reflux pendant 10min. En suit 2.2ml de BF; sont ajoute au mélange réactionnelle est
encore chauffé jusqu’a I’ébullition pendant Smin.Apres refroidissement ’ester méthylique a

¢été extrait par I’hexane dans une ampoule a décante. .

1.3.4. Etude de P’activité antimicrobienne des huiles végétal des baies de
lentisque

Cette partie consiste a mettre en évidence le pouvoir antiseptique des huiles végétal des baies
de lentisque a I’aide de deux méthodes qualitative et quantitative, en procédant a des tests sur
une sélection de souches de référence bactérienne et fongique connues et qualifiées comme

¢tant dangereuses et pathogene pour I’homme et I’animal.

L’aromatogramme

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée «
antibiogramme » ou « méthode par diffusion en milieu gélosé » ou encore « méthode des

disques ».

Cette méthode a I’avantage d’étre d’une grande souplesse dans le choix des antibiotiques
testés, de s’appliquer a un trés grand nombre d’especes bactériennes, et d’avoir été largement

évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale
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I1 s’agit d’une méthode en milieu gélosé a I’agar réalisé dans une boite de pétri (in vitro). Le
contact se fait par I’intermédiaire d’un disque absorbant sur lequel on dépose une quantité

donnée d’échantillon.
-Principe :

La technique consiste a utiliser des disques de papier absorbants stériles (de 9 mm de
diamétre) imprégnés d’une quantité de solution (2mL huile végétal+2mL hexane) et déposés
a la surface d’une gélose inoculée et uniformément ensemencée par la suspension bactérienne
a étudier. La diffusion de la solution a partir du disque au sein de la gélose détermine un

gradient de concentration.

Les micro-organismes poussent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles rencontrent
une concentration de la solution suffisante pour inhiber leur croissance dont on observe apres
incubation tout autour des disques une zone circulaire claire indemne de colonies, appelée «
zone d’inhibition » (Figure 18).

Plus le diametre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a I’huile. Plus il est petit,
plus la bactérie est résistante

Cette méthode est tirée du principe du titrage des antibiotiques « pharmacopee européenne
2002 », elle a été aussi utilisée par plusieurs auteurs.
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1- Milieu de culture gélosé (agar) 3- Disque imbibé d'huile essentielle
2- Souche test (croissance microbienne) 4- Zone d'inhibition

Figure 18: Illustration de la méthode des antibiogrammes
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1.3.4.1. Protocole expérimental
-Préparation de I’inoculum

Les suspensions bactériennes ont été réalisée par prélevement de 3 a 5 colonies bien isolées et
identiques d’une culture jeune de 18h pour les bactéries et 48h pour les levures, les mettre
ensuite dans 9 ml d’eau physiologique stérile, puis agiter au vortex pendant quelques
secondes.

-Préparation des milieux de culture

Verser les milieux gélosés déja liquefiés dans un bain marie (gélose nutritive (GN) pour les
bactéries et gélose base a 1’oxytetracycline (OGA) pour les levures) sur des boites de pétri a

raison de 15 ml par boite.
-Préparation de la deuxieme couche du milieu

Remplir des flacons stériles avec 50 ml de gélose nutritive (GN) pour les bactéries, et avec 50

ml de gélose base a I’oxytetracycline (OGA) pour les levures, ceci pour chacune des souches,
Ensemencer les milieux de culture avec 200 pL de chaque suspension,

Transvaser rapidement 4 ml de chaque milieu inoculé en deuxieme couche sur la surface des

boites contenant déja la premiére couche de gélose,

Etaler rapidement la seconde couche en faisant pivoter la boite sur elle-méme pour avoir une

surface uniforme et laisser solidifier sur la paillasse.
-Dépot des disques

Les disques en cellulose stériles, imbibés d’une quantit¢ de notre solution (huile végétal
+hexane), sont déposés sur la surface de la gélose, puis laisser diffuser sur la paillasse pendant
30 minutes. L’incubation s’effectue a 37°C pendant 24 H pour les bactéries et 25°C pendant

48 H pour les levures.
-Lecture

Mesurer le diamétre des zones claires autour des disques (zone d’inhibition) a I’aide d’un pied

a coulisse.
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Partie Il : Résultats et Discussions

I1.1 Rendement en huile végétale de lentisque

Dans le but d’obtenir une masse de 1’huile végétale suffisante pour effectuer toutes les
analyses physico-chimiques et microbiologiques, nous avons réalisé une série d’extraction de

végétale de lentisque.

Le rendement de 1’extraction de I’huile végétale par soxhlet la moyenne des rendements
obtenus exprimée en pourcentage est de 4%. Cette valeur étant inférieure a celle obtenue par
la méthode artisanale 20% [55].

11.2. Propriétés organoleptiques de I’huile végétale de lentisque

L’huile végétale obtenue par différentes méthode d’extraction et commerciale présente les

caracteres organoleptiques regroupés dans le tableau 5.
Tableau 5 : Propriétés organoleptiques de I’huile végétale de lentisque.

Aspect Couleur Odeur

liquide Vert- jaunatre balsamique
11.3 Caractéristiques physico-chimiques des huiles végétales de lentisque
Les résultats des analyses physico-chimiques sont donnés par le tableau 4.

Tableau 6 : Caractéristiques physico-chimiques des huiles végétales de lentisque.

HV extraite par HV HV
I’eau chaude HV commerciale extraite par récupéré par

soxhlet hexane

no 1.470 1.473 1.468 1.464
A(%) 4.09 2.54 4.94 4.66
1A 8.97 7.85 6.73 3.36
IE 5.05 11.78 15.71 5.05
IS 14.02 19.63 22.44 8.41

IP 0 0 0 0
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-Les indices de réfraction obtenus sont semblables a ceux de I’huile d’olive et rependent aux
critéres d’utilisation en cosmétologie .Les valeurs d’indice de réfraction sont conforme aux

méthodes d’extraction sélective utilisées.

-La qualit¢ de I’huile végétale est lice a I’acidité. L’acidité augmente au cour de la

décomposition des huiles végétales la stabilité et ameliorée par le faible degré d’acidité.

-Les huiles végétales extraites a partir des baies de lentisque par les deux procédés utilisent
I’eau chaude possédent le méme indice d’ester, par contre celle extraite avec I’hexane et trois

fois supérieur, cela permet d’attribuer cette différence a la dissolution des esters dans 1’eau.
-L’indice de peroxyde est nulle cella indique absences des insaturations.

-Réaction de saponification

La réaction de saponification a permis de récupérer :

- Une fraction saponifiable (SAP). Elle se présente sous forme pateuse de couleur Jaune
verte. le rendement est présenté dans le tableau (5).

- 1- Une fraction insaponifiable (INSAP) .Cette fraction se présente sous forme des
traces.

Tableau 07 : Rendement de la réaction de saponification.

HV extraite par | HV commerciale HV HV
I’eau chaude extraite par récupéré par
soxhlet hexane
Rendement 78.4% 85.8% 56.6% 65.9%
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I1.4.Spectrophotométrie infrarouge
Spectre infrarouge de stéarate d’éthyle :

Stéarate d'ethyle
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Spectre infrarouge de I’huile végétale extraite avec soxhlet estérifiée
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Les spectres infrarouges de 1’estérification des acides gras d’huile végétale extraite par I’eau
chaude, I’huile végétale extraite avec soxhlet et I’huile végétale récupéré par 1’hexane

estérifiées sont identiques celui du stéarate d’éthyle ils sont caractérisés par :

L’existence de deux pics de fortes élongations a 2953,44 (élongation asymétrique) et 2854,23
cm™ (élongation symétrique) associés & a vibration de la liaison —C-H du groupement méthyle
(-CH3).

Dans la méme région, on distingue 2 autres pics, le premier d’intensité forte a 2925,82 cm™
pour 1’élongation asymétrique associé a la liaison —C-H du groupement méthyléne (-CH2) et
un autre pic moyenne & 2850,00 cm™ d’élongation symétrique de la méme liaison —C-H du

groupement méthylene (-CH2).

Dans la région entre 1750 et 1730 cm™, un pic d’intensité forte est localisé a 1739,48 cm™

caractéristique du groupement carbonyle —C=0 des esters aliphatiques.

On remarque aussi la présence de 2 bandes de fortes intensités entre 1300 et 1050 cm™ pour

1’¢longation de la liaison —C-O.

Cependant I’ester de 1’acide gras correspondant a I’huile extraite par I’eau chaude caractérisé
en plus des pics déja décrit par la présence d’une bande a 3407.60cm™ spécifique a la
fonction du phénol et 2 pics voisins & 2359.47.cm™ et 2350.55 cm™ associe a la forme chélate
des polyphénols.
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Spectre infrarouge de I’huile végétale commerciale estérifiée
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Le spectre infrarouge obtenu a partir de I’huile des baies de lentisque commerciale est

totalement différent de ceux préparé au laboratoire.

Une bande large visible sur le spectre, elle est spécifique a 1’élongation de vibration de la

fonction (-OH) des phénols ou polyphénols.

Les pics relatifs a 1’élongation de vibration des liaisons (-CH) des groupements méthyles,

méthylénes sont présents sur le spectre.

Il faut noter aussi la présence des deux pics voisins & 2359.47 cm™ correspondants & la forme

chélate.
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11.5. Activité antimicrobienne des huiles végetales de lentisque

L’activité antimicrobienne des huiles végétales est évaluée en fonction du diametre (mm ou

cm) des zones d’inhibition de la croissance microbienne.

L’estimation de I’activité antimicrobienne des huiles végétales est basée sur une échelle de
mesure mise en place par Meena et al. (1994). IIs ont classé le pouvoir antimicrobien, en

fonction des diameétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne, en 04 classes :
-Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est supérieure a 28mm.
-Modérément inhibitrice lorsque le diameétre de la zone d’inhibition varie entre 16 et 28 mm.
-Légerement inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition varie entre 10 et 16 mm.
-Non inhibitrice lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est inférieure a 10 mm.

Les résultats des activités antibactériennes des huiles végétales des baies de lentisque sont

donnés par le Tableau 7.
Tableau 8 : Activités antibactériennes des huiles végétales des baies de lentisque.

Les échantillons

HV extraite HV HV HV
. . par I’eau commerciale | extraite par | récupéré par
Microorganismes chaude soxhlet hexane

Escherichia coli
(Gram-)

Staphylococcus
aureus (Gram+)

Bactéries

Bacillus subtilis
(Gram+)

Aspergillus flavus

Aspergillus Niger
Levures

Aspergillus
fumigatus
Pénicillium SP

(=) : aucune activité antimicrobienne.
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Les huiles végétale des baies de lentisque favorise le développement des leveurs par conte

les bactéries son insensible a ces huiles.

Ces résultats permettent d’attribuer 1’activité biologique des huiles végétales de lentisque

seulement aux effets pharmacologique.

Aspergillus fumigatus Aspergillus Niger
HV extraite par I’eau chaude HV récupéré par hexane
Aspergillus flavus Pénicillium SP

HV commerciale HV extraite par soxhlet

Figure 19 : Exemple des activités antifongiques
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Escherichia coli Staphylococcus aureus

Figure 20 : Exemple des activités antibactériennes
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ANNEXE

Figures des résultats des activités antifongiques

Aspergillus Niger

HV commerciale HV extraite par 1’eau chaude
HV extraite par soxhlet HV récupéré par hexane

Aspergillus flavus

HV commerciale HV extraite par ’eau chaude




HV extraite par soxhlet HV récupéré par hexane

Aspergillus fumigatus

HV commerciale HV extraite par I’eau chaude

HV extraite par soxhlet HV récupéré par hexane




Pénicillium SP

HV commerciale HV récupéré par hexane
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Conclusion générale

Conclusion générale :

L’application de procédés et de méthodes bien étudiés ont permis de connaitre la composition
de I’huile des baies du lentisque. Ces résultats, une fois exploitée vont permettre d’établir la
relation entre la structure chimique et 1’activité biologique. Le procédé artisanale d’extraction
est trés apprécié pour son rendement mais les techniques d’extraction par solvant volatil et la
séparation de I’huile essentielle des huiles végétales des baies ont permis d’identifier le

composé principale.

L’extraction de I’huile végétale des baies a I’aide de 1‘hexane a permis d’obtenir des
composés dont I’indice de réfraction (=) est uniforme et il permit son utilisation les
formulations a caractére pharmacologique et en cosmétique. Les valeurs de I’indice d’acide
(=) et de I’acidité en plus de I’indice d’ester favorisent la stabilité et le stockage de 1’huile
extraite. L’indice de peroxyde déterminé montre que 1’huile des baies du lentisque est stable
vis-a-vis de I’oxydation. Cette inertie chimique montre 1‘absence de groupement fonctionnelle

sensible a I’oxydation comme la double liaison.

Les résultats de la spectrophotométrie infrarouge montrent la superposition des spectres des
esters d’acides gras des huiles extraites a 1’aide de I’hexane avec celui du stéarate d’éthyle.
Ces résultats sont totalement différents de ceux cités dans la littérature et qui sont en accord

avec les interprétations ultérieures.

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse des ¢éthyles esters d’acides gras

permettent de confirmer ces résultats.

Les huiles extraites des baies du lentisque ne sont pas toxique vis-a-vis des bactéries et des

levures choisies.

Ces résultats doivent étre poursuivis en effectuant des analyses par HPLC et RMN .
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