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Abstract:

Schinus molle is a plant of the Anacardiaceas family, which at maturity contains
essential oils widely used in traditional medicine. To confirm this, we conducted this
experimental study in order to optimize their hydrodistillation extraction yields, and to know
their effectiveness against some strains of bacteria as an antibacterial, and evaluate its
antioxidant power. To do this, two extracts and two essential oils were analyzed, namely the
aqueous extract and the ethyl acetate extract, the essential oils of leaves and fruits. This
allowed us to compare the biological activities of the different samples studied. From the
results of our work, the fruits and leaves were found to be rich in essential oil, it is concluded
that according to quality standards the oils from the leaves and fruits of our plant are valuable
oils. On the other hand, our results showed that our extracts revealed inhibitory responses to

scavenge radicals and reduce iron.

Key words: Schinus molle, essential oils, antibacterial activity, antioxidant activity, fruits,

leaves, extracts.



Résumé :

Le Schinus molle est une plante de la famille des Anacardiaceas, qui contient a
maturité des huiles essentielles tres utilisees en médecine traditionnelle. Pour confirmer cela,
nous avons mené cette étude expérimentale afin d’optimiser leurs rendements d’extraction par
hydrodistillation, et de savoir leur efficacité contre quelques souches de bactéries comme
antibactérien, et évaluer son pouvoir antioxydant. Pour ce faire deux extraits et deux huiles
essentiels ont été analysé a savoir l'extrait aqueux et l'extrait acétate d’éthyle, les huiles
essentielles de feuilles et de fruits. Ce qui nous a permet de comparer les activités biologiques
des différents échantillons étudiés. D’apres les résultats de notre travail, les fruits et les
feuilles se sont avéres riche en huile essentielle, on conclut que selon les normes de qualité les
huiles des feuilles et des fruits de notre plante sont des huiles de valeurs. D’autre part nos
résultats ont montrés que nos extraits ont révélés des réponses inhibitrices pour piéger les

radicaux libres et a réduire le fer.

Mots clés : Schinus molle, huiles essentielles, activité antibactérienne, activité antioxydant,

fruits, feuilles, extraits.
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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes nous fournissent tout ce dont on a besoin pour vivre. L’alimentation
d’abord, mais bien d’autres choses encore. Depuis que ’homme a domestiqué le feu, il brile
des plantes pour se chauffer et améliore son alimentation en faisant cuire sa nourriture.
Aujourd’hui, les plantes nous fournissent aussi des parfums pour les célébrations de toutes
natures, des médicaments, des cosmétiques pour entretenir notre apparence, des épices pour

agrémenter la vie, etc.

Les plants aromatiques et médicinales constituent une richesse naturelle tres
importante dont la valorisation demande une parfaite connaissance des propriétés a mettre en

valeur [1].

Plusieurs raisons sont la cause pour laguelle les populations font recours aux remedes
naturels. Non seulement, du fait que cette culture traditionnelle est héritée de nos ancétres,
mais parce qu’elle a aussi prouvé son efficacité et sa sécurité au fil du temps [2].

Aujourd'hui, il a été estimé que les principes actifs provenant des végétaux
représentent 25% des médicaments prescrits soit un total de 120 composés d'origine naturelle

provenant de 90 plantes différentes [3].

L’Algérie est connue par sa richesse en plantes aromatique et médicinales, au regard
de sa superficie et de sa diversité bioclimatique [4, 5]. Les plantes renferment donc une large
variété de molécules chimiques (terpenes, polyphénols, alcaloides ...) de propriétés physico-

chimiques trés différentes et qui présentent une large variété d'activités biologiques [6].

En Afrique du nord, le Schinus molle a été introduit comme espéece ornementale a la
fin des années 1900 par les colonisateurs. Son introduction réussie dans un domaine non-natif
est attribuée a sa forte sécheresse et sa tolérance a la chaleur [7]. Dans leur région native (Sud
d’Amérique), cette espéce trés aromatique a fait objet de nombreuses enquétes pour évaluer

son activités biologiques [8].

Ce travail a donc pour 1’objectif général de faire une étude comparative des quelques
activités biologiques de I’extrait aqueux de la plante schinus molle et celle des huiles

essentielles de la méme plante, Notre étude est subdivisée en trois sections différentes :




INTRODUCTION GENERALE

e Une section correspondante a une synthése bibliographique et la deuxiéme partie est
consacrée au matériel et méthodes et la derniére correspondante aux résultats et

discussions.
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Premiere partie Synthése bibliographique

Introduction

Depuis la plus haute antiquité, les hommes se sont soignés avec les plantes gu'ils
avaient a leur disposition. Ce qui les a guidés a employer une plante plutdt c'est L'expérience,
certainement [1].

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des
vertus thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I'organisme. On les utilise aussi bien en meédecine classique gu'en phytothérapie : elles

présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus[2].

La phytothérapie, qui propose des remédes naturels et bien acceptés par lI'organisme,
est souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en Occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme
I'asthme ou l'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les
utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins agressifs pour I'organisme, On estime que 10

a 20% des hospitalisations sont dues aux effets secondaires des médicaments chimiques.

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre
de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a l'exception de ces cents dernieres
années, les hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies

bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria [3].

L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes.
Depuis le XVllle siécle, au cours duquel des savants ont commencé a extraire et a isoler les
substances chimiques qu'elles contiennent, on consideére les plantes et leurs effets en fonction

de leurs principes actifs.

L'aromathérapie, art de la guérison aux HEs, est devenue une science systématique car
elle repose sur la classification de ces huiles en fonction de leur capacité a combattre les
bactéries. 1l y a vingt ans, les Drs MORRIS GIRAULT et PAUL BLEICH ont développé
I'aromatogramme, méthode comparable a un antibiotique, qui permet de découvrir les HES les
plus efficaces sur un germe en particulier. Cette période en plein essor de la phytothérapie en
France a été interrompue par un décret pris en 1991 pour annuler les paiements de toutes les

préparations judiciaires, c'est-a-dire des médicaments préparés par un pharmacien selon une
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prescription fixée par un médecin pour traiter la condition particuliere de son patient. Ce fut

un grand succes pour la phytothérapie[4].

Une decision similaire a été prise en 1997 en Belgique. Les herboristes ont depuis
constaté une baisse significative de la fréquentation de leur clinique. De plus, le nombre de
candidats pour étudier la phytothérapie diminue, le montant des investissements alloués a la
recherche diminue et les essais cliniques se raréfient. Cependant, l'utilisation de la
phytothérapie n'a pas disparu. Sa forme a changé : l'automédication remplace largement les
ordonnances[5].
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Les plantes médicinales

1. Bref historique

Depuis les temps les plus reculés I'Homme a cherché un moyen d’assouvir sa faim. Il a
trouvé chez les végétaux des aliments nourrissants, mais aussi des remedes a ses maux et il a
appris a ses dépens a discerner les plantes toxiques. Ces connaissances, transmises d'abord
oralement, l'ont ensuite été dans les écrits et il subsiste des traces de I'emploi des plantes
comme médicaments par les Anciens dans les plus vieilles civilisations[6].C'est
essentiellement le monde arabe médiéval qui va, le premier, tenter de codifier la
Pharmacognosie d'une manicre scientifique entre les VIlle et Xllle siécles. C’est en
particulier I’ccuvre D’ AL-BIRUNI (973-1048), qui compte parmi les plus grands des savants
arabes ; il a illustré le Xleme siecle. Astronome, mathématicien, physicien, géographe,
historien, linguiste, philosophe, poete, il fut aussi cet immense pharmacologiste dont la
renommeée lui valut le titre de "pére de la Pharmacopée arabe dans le monde médiéval”. Sa
Pharmacopée témoigne d'une méthode de classification des végétaux, qui sera retrouvée par
Linné sept siccles plus tard. Par ailleurs, en plus d’exposer des propriétés médicinales, il a eu
le mérite d'indiquer le nom arabe de chaque plante mais également I'équivalent en grec et en
latin, ce qui facilite I'identification botanique. Son remarquable travail fut imité, au Xllle, par
un autre pharmacologiste arabe IBN- BEITAR (1197-1248) qui décrivit quelques 1500

drogues, en grande partie végétales [7].

Avant l'avénement de la chimie de synthese, les plantes étaient bien connues comme
source naturelle principale de remedes. Aujourd'hui encore, les plantes médicinales sont
utilisées comme source essentielle de médicaments pour 1’apaisement ou la guérison dans le

monde entier [8].

L’¢tude des plantes a progresse au fil des siecles. Pourtant le plaisir de rechercher dans le
monde végétal qui nous est offert ce qui peut soulager les problémes physiologiques n’a pas
été exclu par I’¢re scientifique de la phytothérapie. Quant a la curiosite, reculant sans cesse les
limites de I'inconnu grace au perfectionnement des methodes analytiques, elle est en droit de

prétendre a d'innombrables découvertes [9].
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2. Définition

D’aprés la Xéme édition de la Pharmacopée francaise, la définition des plantes
médicinales "sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au
moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses”. Ces plantes médicinales peuvent

également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques [10].

Et la définition de base d'une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés
thérapeutiques, cela signific qu’une de ses parties (feuille, bulbe, racine, graines, fruits ou

fleurs) peut étre employeée dans le but de guérir [11].

Malgré les progres de la Chimie qui ont rendu possible, non seulement I'isolement des
principes actifs a I'état pur, mais parfois leur synthese totale et I'obtention de substances
artificielles actives en quantité quasi illimitée, les végétaux ont gardé leur importance [9].

3. Phytothérapie
Le mot "phytothérapie” se compose étymologiquement de deux racines grecques :
« phuton » et « therapeia » qui signifient respectivement "plante” "traitement” [12].

La Phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique définit
donc comme l'utilisation des plantes pour soigner les maladies et il est important d'avoir bien
en téte cette définition car, malheureusement de nombreuses personnes confondent
phytothérapie et homéopathie, qui sont deux approches trés différentes de la thérapeutique. Il
est intéressant, d'ailleurs, de souligner certaines de ces différences : - la phytothérapie existe
depuis que le monde est monde. Les hommes ont toujours utilisé les plantes pour s'alimenter,

dans un premier temps, et pour se soigner empiriquement [13].

3.1. Types de phytothérapies

A. La phytothérapie traditionnelle

C'est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptomes d’une affection.
Ses origines peuvent parfois étre tres anciennes et elle se base sur I'utilisation de plantes selon
les vertus découvertes empiriqguement [14]. Les indications qui s’y rapportent sont de
premiére intention, propres au conseil pharmaceutique [15]. Elles concernent notamment les
pathologies saisonniéres depuis les troubles psychosomatiques légers jusqu’aux symptomes

hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou dermatologiques [16].
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B. La phytothérapie clinique

C'est une médecine de terrain dans laguelle le malade passe avant la maladie. Une
approche globale du patient et de son environnement est nécessaire pour déterminer le
traitement, ainsi qu'un examen clinique complet [16]. Son mode d’action est basé sur un
traitement a long terme agissant sur le systeme neuro-végétatif. Cette fois-ci les indications
sont liées a une thérapeutique de complémentarité. Elles viennent compléter ou renforcer
I’efficacité¢ d’un traitement allopathique classique pour des pathologies aigu€s d’importance

modérée (infection grippale, pathologies O.R.L...) [17].

Il convient de ne pas oublier une démarche fondamentale et spécifique a la phytothérapie,
qui est souvent le préalable a toute autre prescription. En rétablissant ainsi les grandes
fonctions métaboliques, en facilitant le travail des organes d’élimination (peau, rein, foie,
intestin), le phytothérapeute permet a I’organisme malade de retrouver son équilibre, et ainsi

le chemin de la guérison [17].
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1. Les huiles essentielles (HES)

L’huile essentielle est un melange de substances aromatiques produites par de nombreuses
plantes et présente sous forme de minuscules gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la
résine, les branches, les bois, se présente en petites quantités par rapport a la masse de la matiere

végétal. Elles sont odorantes et trés volatiles.

Il est important de distinguer entre les HEs, les huiles fixes et les graisses contenues dans

les végétaux.
En effet :

e Seules les HEs sont volatiles ce qui les différencies des huile fixes et des graisses.

e Elles se distinguent des huiles fixes par leurs compositions chimiques et leurs
caractéristiques physiques.

e Elles sont fréquemment associées a d’autres substances comme les gommes et les
résines.

e Dr’ailleurs elles tendent elles-mémes a se résinifier par exposition a 1’air [18].

La norme AFNOR NFT75-006 définit ’HE comme « un produit obtenu a partir d’une
matiere premiere végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par hydrodistillation.

Les HEs sont ensuite séparés de la phase aqueuse par des procédés physiques ».

Cette définition basée sur les procédés d’extraction est restrictive car elle exclut les produits
obtenus par d’autres procédés et en particulier ceux obtenus par I’extraction au solvant tels que
la concréte et I’absolue [19]. Sont appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes sous forme de minuscules gouttelettes dans
les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches, les bois. Elles sont présentes en petites
quantités par rapport a la masse du vegétal, elles sont odorantes et tres volatiles, incolores, ou
jaunatres, leur densité est généralement plus faible que celle de I’eau, solubles dans 1’alcool et
dans la plupart des solvants organiques. Elles sont inflammables s’altérent facilement a I’air en
se resinifiant [20]. synthétisées grace a 1’énergie solaire, issues du métabolisme secondaire de
la plante, certaines essences ont jusqu'a 250 molécules différentes et dans des proportions

parfaitement adaptées les unes aux autres [21].
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2. La qualité organoleptique des HEs

La qualité est mesurée par sa conformité a des normes qui peuvent varier selon
I’utilisation de I’HE. Par exemple, les normes AFNOR (Association Francaise pour la
Normalisation) et ISO (Organisation internationale de normalisation) sont les barémes utilisés

pour juger la qualité des HEs dans le secteur des parfums [22].

En phytothérapie, leurs qualités peuvent étre assurée par la présence d’une certaine quantité
de substances biologiquement actives ; la qualité des HEs utilisées comme saveurs peut étre

considérée mauvaise en raison de la présence de constituants toxiques.

En pratique, la qualité de ces huiles est évaluée de deux facons : premieérement par des
analyses chimiques et physico-chimiques et deuxiémement par les propriétés organoleptiques
de I’huile essentielle [23].

3. Localisation des HEs

IIs peuvent s’accumuler dans les cellules des différentes parties végétatives de la plante ;
dans les sommités fleuries (menthe, lavande, ), les feuilles (eucalyptus, laurier...), les thizomes
(gingembre...), les fruits (agrumes, badiane, anis,...), les écorces (cannelle...) et les graines

(muscade...)[21].

4. Conservation des HEs

IIs sont trés sensibles a la lumicére, la chaleur, I’air, et I’humidité, cependant, pour éviter leur
dégradation, elles doivent étre conservées dans des flacons en verre, ombres a 20 ° C, le temps

de conservation ne doit pas dépasser un an [21].

5. Toxicité des HEs

Certaines HEs pures sont toxiques. Par conséquent, il faut les manipuler avec grande

précaution et respecter ces quelques régles de base :
-Ne jamais appliquer une huile essentielle pure sur la peau et sur les muqueuses.

-Le plus souvent, I’huile essentielle doit étre tres fortement diluée dans un support comme une
huile végétale : mettre une huile essentielle pure sur la peau peut étre tres dangereux ; sauf

indication, ne pas dépasser une concentration de 5%.
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-Certaines HEs peuvent étre irritantes, et allergénes pour certaines personnes.

-Eviter de s’exposer au soleil apres 1’application d’une huile essentielle, car certaines HES sont
photosensibles (augmentation de sensibilité¢ aux U.V.), ou peuvent provoquer 1’apparition de

taches pigmentées disgracieuses sur la peau.

-Par précaution, proscrire 1’utilisation des HES chez les femmes enceintes et les enfants de
moins de 3 ans : seules certaines sont utilisables dans leurs cas et avec des dosages appropriés
[24].

11
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1. Généralité sur la plante Schinus Molle

1.1. Origine et distribution dans le monde

Le faux poivrier (SM) Est un arbre qui appartient a la famille des Anacardiaceas. Qui
se trouve principalement dans les régions tropicales et subtropicale d'’Amérique centrale et du
Sud, et les régions semi-tropicales d'Afrique centrale [25].

En Algérie, le genre schinus est représenté par trois especes, en l'occurrence SM, schinus

terebinthfolius, schinus longifolius [26].

oo

Fig 01: L’arbre de faux poivrier (SM)
. I’Université centrale-TEBESSA-

Fig 02 : Les fruits de 1’arbre du faux poivrier (SM)
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1.2.  Classification et Description botanique

Tab 1 : Classification taxonomique du faux poivrier (SM).

Espece : Schinus mdélle.

Genre: Schinus.
Famille : Anacardiaceas ou térébinthacea.
Ordre: Spindales.
Sous classe: Rosidae.
Classe: Dicotylédones.
Sous embranchement: Angiospermes.
Embranchement : Spermaphytes [27].
Sous régne: Tracheobionta.

Regne : plante [28].

1.3.  Description botanique

Les feuilles de SM sont persistantes avec une odeur térébinthe, ce qui signifie qu'elle
appartient a la famille des plantes Anacardiacée (Anacardiacée ou Térébinthacée). Ses feuilles
alternent vert foncer, composées de 15 a 20 paires de folioles a dents étroites, avec des
folioles terminales plus grandes (4 a 9 cm de long et 1,5 a 3,5 cm de large). Ses brindilles

pendent au sol [29].

Il fleurit sous la forme de longues grappes suspendues au printemps. Les fleurs sont
petites, unisexuées, jaune verdatre [26]. Le fruit est une petite drupe rouge avec une taille et
une saveur rappelant le poivre chinois, de 4 a 6 mm de diametre, et chaque grappe contient

des graines brunes [29].

1.4.  Description therapeutique

Les médecines traditionnelles pratiquées de part et d’autre des rives de la méditerranée
utilisent les HEs du S.M comme analgésique, anti inflammatoire, anti tumoraux, antibactérien
et insecticide Des études expérimentales menées sur SM montrent différentes activités Les
effets biologiques et pharmacologiques de S. molle indiquent que la plante est un

antihypertenseur, anti  tumorale, antibactérienne, antifongique, anti-inflammatoire,

13
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analgeésique et antidépresseurs, mais aucune recherche n'a été menée sur les agents pathogenes
usine. L'extrait de feuilles montre un haut niveau d'effet antibactérien Résistant & maladies
oculaires et les rhumatismes. Infusion a base d'extrait d'écorce Prévenez la diarrhée. Connu
pour extraire d'autres medicaments a base d'huile de I'écorce pour le traitement Ulceres,

urétrite, verrues, plaies et maladies vénériennes [30].

1.5. Toxicité de SM[18]
e Plante toxique a haute dose (fruits).
e Propriétés médicinales : anti-inflammatoires, antiseptiques, antispasmodiques,
expectorantes.
2. Propriétés médicinales d’HEs de SM
Le faux poivrier a été utilisé traditionnellement dans la médecine par les populations
autochtones partout dans les tropiques. L'huile essentielle de faux poivrier possede des
propriétés toniques, astringentes, vasoconstrictrices. Elle permet de traiter des problémes de
circulation. L'huile essentielle de cette plante a également un effet diurétique. Les recherches
américaines ont pu démontrer les vertus antifongiques, antimicrobiennes et anti-
inflammatoires de cette huile essentielle. Elle agit sur les bactéries [31], ce qui explique
pourquoi les populations d'Amérique du Sud utilisaient cet arbre en toute occasion. L’HE de
faux poivrier est recommandée pour prévenir les refroidissements, la grippe et les infections
respiratoires. Elle est aussi indiquée en cas d'hypertension, ainsi que pour équilibrer le cycle

féminin et atténuer les troubles liés a ce cycle [32].

2.1. Lacomposition chimique des HEs de SM

La détermination des indices physicochimiques de ces huiles a montré que les HEs des
feuilles sont plus lourds et stables que celle des baies, I'huile essentielle qui a été extraite des
feuilles et fruits de SM contenait des monoterpénes, sesquiterpéniques, Le sabinene, le
limonene comme composés majoritaires [33, 34].et le a-phellandréne, B-myrcéne, [-
phellandréne, 1’¢1émol, p-Cimeéne, Térpinoléne sont les classes de composés observées.
Tandis que le bicyclogermacréne était également important dans I'huile des feuilles[35]. La
composition des HEs de feuilles et de fruits différe selon la quantité de certains composants,
tels que le B-myrcene, I'a-phellandréne et I'élémol. Les différences quantitatives observées
dans les HEs des feuilles et des fruits semblent étre dues a I'énergie requise pour les composés
biosynthese[34].

14
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Tab 2: Composition en pourcentage des huiles essentielles de SM [34].

Composants S.M Feuilles S.M Fruits
‘g-pinéPe 073 120

a-Thujéne 0.33 0.53
B-pinene 0.55 1.32
Sabinéne 48.63 51.74
Myrcene 0.94 0.90
a-terpinene 0.26 1.13
Limonéne 10.20 16.98
B-Phellandréne 0.50 0.61
y-terpinéne 0.55 1.96
6-3-carene 0.09 0.10
p-Cimeéne 0.19 0.47
Terpinoléene 0.12 0.46
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1. L’activités antioxydantes

La notion des corps gras recouvre les produits d’origine naturelle, en particulier les huiles
végétales (Principalement constituées d’acides gras), mais également les cires ou les
phospholipides. Ces graisses et huiles sont facilement détériorées par I'oxydation et
engendrent des risques oxydatifs. Pour prévenir leur oxydation, des recherches intensives ont
été menées pour valoriser ces propriétés antioxydantes [36]. On rappelle que I'activité
antioxydante des HESs est I’une des propriétés biologiques suscitant un grand intérét, car elles
peuvent preserver les aliments de la toxicité des oxydants[37]. éliminer également les
radicaux libres, en plus du réle important qu’elles joue dans la prévention de certaines
maladies telles que : le dysfonctionnement cervicale, les cancers, les cardiopathies, comme

elles peuvent décliner le systeme immunitaire [38].

1.1.  Lesradicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique
périphérique un ou plusieurs électrons non appariés, ¢’est-a-dire non couplés a un électron de
spin opposé. Cela entraine une trés haute réactivité chimique avec les éléments voisins [39,
40].

Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent a de nombreuses
fonctions physiologiques lors de la croissance ou de la défense de 1’organisme. En effet, ils
participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a
la défense immunitaire contre les agents pathogénes, a 1’apoptose des cellules tumorales, au
cycle cellulaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a

la fécondation de I'ovule, & la régulation des genes [41].

1.2. Formation des radicaux libres

A. Réaction d’oxydoréduction

Les radicaux libres les plus courants possédent un seul électron célibataire. lls peuvent
étre formés depuis une espece radicalaire qui subit une réaction d’oxydoréduction. Il y a alors

perte ou gain d’¢€lectron. Le signe « ¢ » représente 1’¢lectron célibataire.
Oxydation : R-X —» R-X""+ & »R+ X"+ ¢

Réduction: R-X +e"— R-X" >R+ X"
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B. L’Oxydation
L’oxydation est le phénoméne qui fait rouiller les métaux, rancir les graisses et flétrir les
legumes et les fruits en modifiant leurs goQt et couleurs. Ce phénomene chimique génere des
espéces réactives dont les radicaux libres, les especes chimiques neutres et/ou chargées. Les
especes réactives générées sont instables et ne cherchent qu’a récupérer un électron dans leur
environnement, pour retourner a leur état plus stable. Cette propriété fait que les réactions
d’oxydation sont tres rapides et se propagent en cascade. Les espéces moléculaires cibles de
I’oxydation sont souvent les corps gras comme les phospholipides des membranes cellulaires,
Mais aussi les protéines. Dans le cas des enzyme I’oxydation entraine une
modification ou perte de Dactivit¢é biologique de la molécule, ce qui provoque des

désorganisations cellulaires parfois irréversibles entrainant la mort de la cellule [42].

1.3.  Le Stress oxydant

D'une maniére générale, le stress oxydant peut étre défini comme un déséquilibre de la
balance des espéces pro-oxydantes et des systemes de défense dits antioxydants avec comme
conséquence l'apparition de dégats souvent irréversibles pour la cellule [43].

Deux phénomenes semblent alors étre impliqués dans I'apparition d'un stress oxydant :
- d'une part, des espéces radicalaires et leurs dérivés secondaires qui se multiplient.

-d'autre part, des mécanismes anti-radicalaires qui s'essoufflent c'est a dire baisse de I'activité
antioxydante [44].

En médecine, la balance oxydative est un concept pour maintenir I’organisme en
bonne santé. Son déséquilibre peut conduire a des dommages des biomolécules (Protéines,
lipides et acides nucléiques), suivie par la mort cellulaire et provoquant en plus des troubles
physiologiques tels que le cancer, le diabéte, 1’asthme, le vieillissement prématuré, les

maladies cardiovasculaires, neurodégénératives et inflammatoires fig 03 [45].
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Fig 3 : Modele d’équilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants.

1.4. Définition d’antioxydants

Les antioxydants sont des substances qui inhibent ou ralentissent 1’oxydation d’un substrat
[46]. lls sont présents sous de nombreuses formes et peuvent intervenir en prévention de la
formation des radicaux libres, aussi bien que pour participer a leur élimination (antioxydants

primaires et secondaires) [47].

1.5. Types d’antioxydants

a. Antioxydants primaires [48]

Les antioxydants primaires ou radicalaires ou vrais, qui permettent I’interruption de la
chaine autocatalytique : AH+R — A+ RH.

La molécule AH est antioxydante si le radical formé Ae est plus stable. La stabilité¢ du

radical A« peut s’expliquer par sa conversion en composés non radicalaires :

A+A —->A-A ou A+R —A-R

b. Antioxydants secondaires [49]

Les antioxydants secondaires ou préventifs qui assurent 1’inhibition de la production des
radicaux libres. Ce sont des substances décomposant les hydroperoxydes en alcool, des thiols
(Glutathion, acides aminés soufres) ou les disulfures, des protecteurs vis-a-vis des UV,

comme les caroténes, des chélatants des métaux promoteurs d’oxydation type fer et cuivre,
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comme 1’acide citrique et les lécithines) ou enfin de séquestrant d’oxygeéne comme 1’acide
ascorbique.

1.6. Mode d'action

Les antioxydants agissent de différentes manieres :

e |ls peuvent empécher la formation directe des radicaux libres.

e lls peuvent faire la liaison avec les radicaux libres et les détruire.

e llIs renforcent le systeme immunitaire de défense.

e |lIs réparent les dommages résultants des radicaux libres [50].

1.7.  Méthodes analytiques utilisées pour évaluer I’activité antioxydante

Le potentiel antioxydant des produits naturels est généralement déterminé a travers des
réactions sélectives, entre les extraits et des réactifs de dérivatisation. La detection des
antioxydants se fait par analyse spectroscopique (UV-Visible) des solutions obtenues[36].
Ces dérivatisations sont généralement basées sur la capacité des antioxydants a réduire les
métaux, ou les complexes d’ions métalliques formés, tels que le fer (Pouvoir antioxydant
réducteur du fer, FRAP), ou a réduire les radicaux libres tels que le radical 2-diphényl-1- 28
picrylhydrazyle (DPPHe). Cependant, de telles réactions, ne donnent aucune information sur
I'individu antioxydants contenu dans I'échantillon. De plus, ces méthodes ne donnent qu'une
approximation du potentiel antioxydant, car chaque antioxydant existant dans le mélange peut
former des especes avec un facteur de réponse relatif différent par rapport a I'antioxydant
calibrant [37].
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2. Activité antibactérienne
2.1. Généralité
Il est connu que le traitement des infections bactériennes se base principalement sur
I’usage des antibiotiques. Mais, la consommation a grande échelle de ces « médicaments » a
entrainé la sélection de souches multi-résistantes surtout les végétaux qui ont toujours

constitué une source d’inspiration dans les recherches médicales [51].

2.2. Définitions
a. Les bactéries

Dés la naissance, I'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux.[52]. Les bactéries sont
microorganismes procaryotes unicellulaires, de taille de I'ordre du micron [53]. Elles sont les
plus petits organismes connues doués de métabolisme capables de croitre de se diviser aux

dépends de substances nutritives [54].
B. L’antibiotique :

Un antibiotique du grec anti « contre » et bios, « la vie » est une substance naturelle
produite par des micro-organismes ou de synthése chimique, qui a la propriété de tuer ou

empécher la prolifération des micro-organismes pathogenes [55].

La thérapeutique des infections bactériennes se base sur l'usage des antibiotiques qui
inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries, sans exercer d'effets

toxiques pour les organismes supérieurs [56].
2.3. Modes d'action des antibiotiques

On peut distinguer deux modes d'action des antibiotiques selon 1’inhibition de la

croissance bactérienne (bactériostatique) ou qu'ils tuent la bactérie (bactéricide)[53].

Les antibiotiques détruisent les bactéries en s'attaquant directement a leurs structures
essentielles (paroi cellulaire, ribosomes et ADN) et/ou en perturbant leurs métabolismes et

donc leurs fonctions [57].

D'autres antibiotiques agissent en inhibant la synthese de certaines molécules

intracellulaires de la bactérie, comme I' ADN, les ribosomes et les proteines [53].
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2.4. Micro-organismes utilisés dans les tests antimicrobiens

a. Escherichia coli

C'est une bactérie qui appartient a la famille des entérobactéries. Elles ont comme
dimensions moyennes 2 a 3 micrometres de long et 0,6 micrométre de large. Cette bactérie est
connue depuis longtemps comme commensale du tube digestif et pathogéne pour l'appareil
urinaire. La majorité des infections urinaires de la jeune femme observée en pratique médicale
de ville est due a Escherichia coli. E. coli est une espéce commensale du tube digestif de
I'nomme et des animaux. Dans [lintestin, E. coli est I'espéce aérobie facultative
quantitativement la plus importante. Sa présence d'E. coli dans l'eau est témoin d'une

contamination fécale [58].

b. Salmonella enterica

Les Salmonella sont des bacilles a coloration Gram-négative, non sporulant
aéroanaérobies, la plupart du temps doués d’une mobilité propre grace a des flagelles
péritriches (a I’exception de Salmonella Gallinarum). -Des batonnets varient entre 2 et 5 um
de longueur sur 0,7 a 1,5 um de largeur. Les Salmonella peuvent se multiplier a température
37°C, mais a la capacité de croitre a une large gamme de températures de 6 a 46°C et pH de
4,1 a9 qui est légérement basique a fortement acide. La croissance optimale se produita un
pH de 6,54 7,5 [59].

C. Staphylococcus aureus

Ce sont des Cocci a Gram positif trés fréquents chez I'homme a I'état commensal ou
pathogene. Il est immobile, non sporulé et ne posséde pas de capsule visible au microscope
optique. Il mesure 0,8 a 1 micrometre. lls se présentent de facon isolée, en diplocoques ou
groupés en amas. Ils sont rependus dans la nature (eau, sol...) et vivent souvent a l'état

commensal sur la peau et les muqueuses des organismes humains et animaux [58].

d. Bacillus cereus

Les souches de B. cereus sont constituées de bacilles Gram positif de 1,4 pm
habituellement observés en paires ou en chainettes courtes [60] [61] elle est anaérobie
facultatif, mobile et capable de former des endospores, et ses colonies blanches d’aspect

granuleux font entre 2 et 7 mm de diamétre [62].

Une croissance est observée a des températures se situant entre 10-20 °C et 35-45 °C, la

température optimale étant d’environ 37 °C [60] [61]. Le bacille peut produire six types de
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toxines, a savoir cing entérotoxines et une toxine émétique, qui peuvent étre thermostables ou

thermolabiles, selon les souches [63] [48].
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Pour notre étude nous avons choisi deux parties aériennes d’un arbre connu sous le nom de

faut poivrier, il s’agit des feuilles de fruits (baies).

1. Matériel végétal :

A. La récolte :

La récolte des plantes exige un certain nombre de précautions. Il est toujours préférable de
procéder a la récolte par un temps sec et chaud : les plantes Mouillées de pluie ou de rosée s'alterent,
moisissent, fermentent et perdent de toute fagon ,toute valeur thérapeutique[1].

Les échantillons utilisés (feuilles et baies du faux poivrier) dans cette étude proviennent des
feuilles et des graines de 1’arbre SM récoltés de la région de Tébessa au sein de ’université de cheikh

I’arbi (Algérie) durant le mois d’février2021.

Fig04 : Photo de SM (Tébessa, février2021)

B. Le séchage :

Apres la récolte, les échantillons (feuilles et baies du faux poivrier) ont été lavées
avec de 1’eau du robinet. Séchés a 1’abri de la lumiére et de I’humidité. Ils sont étendus,
sans superposition, et retournés de temps en temps afin d’éviter tout risque de

fermentation, sous température ambiante, pendant 20 jours[2].
C. Broyage:

Le broyage a été fait a 'aide d'un broyeur automatique pour obtenir une poudre[3].
D. Pesage :

A T’aide d’une balance analytique, on a pesé1500gdefeuilleset1500g de baies du faux
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poivrier pour I’hydrodistillation,450g de feuilles pour la macération et 100g pour les tests.

1. Les souches bactériennes testées :

Pour évaluer I’activité antimicrobienne des extraits et des huiles nous avons choisi quatre
souches pathogénes (Tableau 2). Les souches bactériennes, nous ont été fournies par Dr.
MACHALI, responsable du laboratoire de microbiologie (département de microbiologie)
de notre faculté.

Tab03:Souches bactériennes utilisées dans 1’activité antibactérienne[4].

StaphylococcusaureusATCC25923

Bactéries a

Gram positif

Bactéries a

Gram négatif
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Introduction

La détection des différentes familles de composés chimiques existant dans la
plante est L'un des objectifs essentiels de I'examen phytochimique. Ceci constitue la
premicre étape de la recherche des molécules actives présentent dans la plante étudiée.

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

coloration et de précipitation [5].Pour réaliser cet objectif on procéde de deux maniéres :

1. Epuisement du matériel végétal avec de I’eau a chaud
Dans un ballon monocle, surmonté d’un réfrigérant, 50 g de matériel végétal broyé
est mis en présence de 300 ml d’eau. Puis I’ensemble est porté a reflux pendant une heure.
Apreés filtration, 1’extrait aqueux est soumis aux différents tests cités ci-dessous
1.1. Recherche d’amidons
L’amidons comporte comme une substance de réserve principale des végétaux. Il existe
sous forme d’une structure qui correspond a un homopolymére de glucose. Il est caractérisé
au moyen du réactif a I’eau iodée par apparition d’une couleur bleue La détection consiste a :
» Chauffer5mldel’extraitaqueuxavec10mld unesolutiondeNaClsaturédansunbain
marie jusqu'a I’ébullition.
» Ajouté le réactif d’amidon
Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleue violacée[6].
1.2. Recherche des saponosides :

Les saponosides sont caractérisés par un indice émousse. Leur détection est réalisée
en ajoutant 1 ml d’eau distillée a 2 ml de I’extrait aqueux, puis la solution est agitée
fortement pendant 1 min. Le mélange est ensuite abandonné pendant 20 min puis la teneur
en saponosides est évaluée par la mesure de la hauteur de la mousse :

» S’il n’ya pas de mouss, le test est dit négatif (-)

» Si la mousse est de 1cm d *épaisseur, le test est faiblement positif (+)

» Si la mousse est entrelet2 cm, le test est positif (++)

» Silamousseestsupérieurea2cm,letestestfortement positif(+++)[7].

1.3.  Recherche des tanins :
La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant & 1 ml d’extrait aqueux,
I ml d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCl3 diluée a 1%. L’apparition d’une couleur

vert foncée ou bleu-vert indique la présence de tanins|[8].
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1.4.  Recherche de anthraquinones :
La détection des anthraquinon esconsiste a :
Traiter1 gdu matériel végétalavec10ml de KOH (0,5 M) et 1 mIH202 dilué a5%.
Bouillir et refroidir le mélange.
Filtrer, puis acidifier le filtrat avec de 1’acide acétique.

Extraire la solution acide obtenueavec10 ml de toluéne.

Y V. V VYV V

Agiter I’extrait de toluéne en présencede5mlde NH4OH.

Une réaction positive est révélée par la formation d’une couleur rouge au niveau de la

couche alcaline[9].

2. Epuisement du matériel végétal avec de I’éthanol :

Dans un ballon monocle, surmonté d’un réfrigérant, 50 g de matériel végétal broyé
est mis en présence de 300 ml d’éthanol. Puis I’ensemble est porté a reflux pendant une
heure.

Apres filtration, I’extrait éthanolique est soumis aux tests cités ci-dessous
2.1.  Recherche des flavonoides :
Traiter 5 ml de I’extrait éthanolique avec 1 ml d’HCI concentré et 0,5 g de
tournures de magnésium. L’apparition d’une couleur rose ou rouge qui se développe

apres 3minutesindiquela présence des flavonoides[10].

2.2.  Recherche d’Alcaloides sels :

Leur détection consiste a :

» Evaporer asec20mldel’extraitéthanolique.

» Ajouter5ml d’HCI (10%) au résidu obtenu, puis chauffer dans un bain marie.

» Filtrer le mélange et 1’alcaliniser avec quelques gouttes d’une solution de
NH40H (10%) jusqu’au pH 9.

» Extraire la solution avec I’éther d’éthylique, ensuite concentrer a Sec.

» Dissoudre le résidu dans du HCI (2%).

» Tester la présence des alcaloides par les réactifs de Mayer et de Wagner afin
d’obtenir un précipité blanc et un précipité brun respectivement indiquant leur
présence [11].

2.3.  Recherche de tannins :
Ajouter 1 ml de I’extrait éthanolique ; 2 ml d’eau et 2 & 3 gouttes de solution de
FeCl3diluée.Un test positif est révélé par

» L’apparition d’une coloration bleue-verte indique la présence des tanins
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catéchiques.
» L’apparition de la coloration bleue-noir indique la présence des tanins galliques.
2.4. Recherche des composés réducteurs :
Leur détection consiste a traiter 1 ml de I’extrait éthanolique avec 2 ml d’eau
distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffer. Un test positif est révélé par

la formation d’un précipité rouge brique[8].
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1. Extraction des polyphénols

1.1. Préparation des extraits bruts secs

L’extrait de SM des feuilles a été préparé par macération dans 1’eau distillée, la
poudre de feuilles(450g)est mise & macérer a température ambiante dans [’eau
distillée pendant 24 heures[12].Le processus a été répété 3 fois (3*24 heures) .

Apres filtration la solution obtenue a €té évaporé a une température de 50°C a

I’aide d’un évaporateur rotatif [13].

Fig05 : Préparation des extraits bruts secs
1.2.Extraction des fractions DCM acétate d’éthyle et aqueuse
Dans le but de diminuer le nombre de produits dans notre extrait brut

nous avons procédé a sa division en fractions en utilisant I’extraction par des solvants

de polarité croissante qui consiste a transférer les solutés entre deux phases liquides
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non miscibles, inertes vis-a-vis des solutés et ayant des masses volumiques différentes.
a. Principe
Il consiste a extraire un ou plusieurs composés (L’extrait) d’un milieu liquide
(I’eau distillée)dans un solvant non miscible dans le quelles solutés sont solubles[14].
b. Mode opératoire
L’extrait brut est repris dans 1000 ml d’eau bouillante puis dans une ampoule a
décanter successivement avec dichlorométhane (100 ml x 3). La phase organique est
évaporée a sec, la solution aqueuse est traitée de la méme fagon successivement par du
I’acétate d’éthyle (AcOEt) (100 ml x 3). Les phases organiques et la phase aqueuse

résiduelle sont évaporées a sec [15]..

450gdelamaticre
Seche poudre
Macération a I’eau distillée
(24heures, fois3) l Evaporation a sec
L’extrait brut
Solubilisation
Eau (100)
B Dichlorométhaneeau,3fois
Fraction Fraction
Acétated’éthyleeau,3fois agueuse dichlorométhane
1 1 Evaporation a sec
Fraction : .
aqueuse Fraction acétate
d’éthyle
Evaporation a sec Evaporation a sec

Schéma 01 : Extraction des polyphénols
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1.3. Calcul du rendement

Le rendement d’extraction selon la norme AFNOR, est défini comme étant le rapport
entre la masse en gramme de l’extrait brut sec et la masse en gramme de la maticre
végétale initiale séche utilisée[16]. Il est exprimé en pourcentage et calculé par la formule
suivante :

M,
R(%) = (—) .100
%) =y

1
Avec :

Mo : Masse en gramme de I’extrait brut sec.

M1 : Masse en gramme de la matiére végétale initiale seche.

2. Extraction et caractérisation des HEs de SM

2.1. Extraction des HE

a. Matériel d’'extraction

L’extraction de I’huile essentielle des fruits et feuilles de SM est réalisée a 1’aide d’un
dispositif d’hydrodistillation de type Clevenger[17].

Il est constitué d’un chauffe ballon, un ballon de 2L, une colonne de condensation de la
vapeur (réfrigérant) et un collecteur en verre quirecoit les extraits de la distillation. L huile
essentielle obtenue est conservée au Réfrigérateur dans un flacon en verre brun fermé
hermétiquement a 4°C et a I’ombre[18].

b. Princip de [Pextraction des

HEs

L’huile essentielle du SM a été
extraite au niveau du laboratoire de
I’université de cheikh I’arbi (Algérie)par
le procédé d’hydrodistillation. Cette
technique est basée sur I’immersion
d’un échantillon solide (végétal) dans
I’eau portée a ¢Ebullition, la vapeur
saturée d’HE traversé un serpentin Ou

elle se condense pour donner le distillat

qui est composé de I’eau florale et d’HE

2.

Fig06 : Hydrodistillateur de type Clevenger.
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C. Mode opératoire

Dans un ballon d’une capacité de 2 litres, on introduit 150 g de matiére végétale
découpée. Puis, on ajoute un volume d’eau quicorrespondal500mldelacapacitéduballon.

Ensuite, on adapte le ballon a I’appareil de condensation et on alimente le
réfrigérant en eau. Ainsi, le ballon et son contenu sont mis sur un chauffe ballon. Les HE
entrainées par les vapeurs d’eau générées dans le ballon sont dirigés vers le col de cygne
(le coude) qui relie le ballon au réfrigérant. En fin I’huile essentielle est récupérée dans des
tubes Eppendorf opaque recouvert d’un papier d’aluminium pour protéger de la lumiére et
stockéea4C°[19].

Il faut noter que la durée de distillation est plus de 3 heures[20].

2.2. Caractéristiques organoleptiques d’HE de SM

Chaque HE est caractérisé par ces caractéres organoleptiques telles que : 1’odeur,
L’aspect physique et la couleur [21].
a. L'odeur : L'odorat est un sens chimique trés sensible et 1'habilité des parfumeurs
classer et caractériser des substances chimiques parvient a doser les produits naturels
et leur perception peut aller jusqu'a dix millioni¢émes de grammes par litre d'air
b. La couleur : La couleur de I'nuile essentielle peut étre déterminée a I'ceil nu.
c. L'aspect physique : L'aspect d'une essence végétale change selon les produits qui la
constituent ; cette essence peut apparaitre sous forme solide, liquide ou semi-solide

2.3. Etude de la cinétique d’extraction

La cinétique est 1’évaluation de la quantit¢é d’huile essenticlle extraite par

hydrodistillationd’une masse de végétal en fonction du temps.

Tab04 : Condition opératoires de I’extraction par I’hydrodistillation.
Masse de la matiere végétale 1509
(Fruits et feuilles de SM)

Volume d’eau 1000 mi
Température 98°C

Pression Atmosphérique
Durée d’extraction 3 Heurs

2.4. Calcul du rendement :

Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule ci-dessous [22].
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m
R(%) = (). 100
my
R (%) : Rendement en huile essentielle en %.

m : Masse en grammes de I’huile essentielle.
mO : Masse en grammes du matériel végétal traité.

2.5. Les analyses (Paramétres physico-chimiques)
a. Détermination de ’indice de réfraction

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de I’angle
d’incidence et le sinus de 1’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde
déterminée, passant de 1’air dans I’huile essentielle maintenue a une température

constante[23]. L’indice de réfraction a été¢ déterminé a 1’aide d’un réfractométre[24].

L’appareil est ajusté de maniere a donner, a la température de 20 °C, une valeur de

1.333 pour I’eau distillée[23].

b. Potentiel d’hydrogéne PH

La mesure du pH (potentiel d’hydrogene) révele le nombre de proton présent dans
une solution donc le degré d’acidité, cette mesure se fait sur une échelle comprise entre
Oetl4a 1’aide d’un pH-meétre .Lorsqu’on connait que I’alcalinité favorise la prolifération
bactérienne tandis que l’acidit¢ la neutralise, on comprend clairement les pouvoirs
antiseptiques et bactéricides des huiles essentielles[5].

Les HE de valeurs présentent un pH au voisinagedeS5, ce qui explique leurs pouvoirs
bactéricides. Le pH des HE (fruits et feuilles) du SM a été mesuré pour déterminer leurs

degrés d’acidités et confirmer ainsi leurs capacités bactéricides.
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Fig07 : Refractométre d’Abbe avec contrdleur de température.

Fig08 : pH-métre.
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Extraction

Hydrodistillateur de type clevenger

Maticre végétale (fruits et feuilles
de SM)
Huiles &ssentielles

l

Etude de la Caractéristiques Les
cinétique Organoleptique analyses
d’extraction

L’indice d réfraction

Masse de la matiére L'odeur f

Température .,
p La couleur La densité

Pression

L'aspect physique

pH

Durée d’extraction

Schéma 02 : protocole d'Extraction et caractérisation des HEs de
SM.
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1. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits et des HEs de
SM

Pour évaluer I’activité anti-oxydante de nos produits on a utilis¢ deux

méthodes a savoir :

1.1. La méthode de piégeage du radical libre DPPH

a. Principe

Pour étudier l'activité antiradicalaire des différents extraits et d’huiles , nous avons
opté pour la méthode qui utilise Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (a,0-
diphényle-B-picrylhydrazyle) comme un radical[25], C’est un radical libre trés stable a
I’état cristallin et en solution[26],11 posséde un électron non apparié sur un atome du pont
d’azote du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres,
i.e. DPPHe reste dans sa forme monomeére relativement stable a température ordinaire
(Fig.)[27].

Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette), en présence des
molécules dites antioxydantes afin de mesurer leur capacité a le réduire. La forme réduite
(diphénylepicryl-hydrazine : de couleur jaune) n’absorbe plus a 515 nm, ce qui se traduit par

une diminution de I’absorbance[23].

O,N
@@%
NO,

Fig09StructurechimiqueduradicallibreDPPHe(2,2DiPhenyle-1-PicrHydrazyle)

Dans le cas des composés phénoliques (®-OH), le mécanisme principal d’action
est le piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome H sur le DPPHe alors

transformé en molécule stable DPPH[27].
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Schéma 03 : Réaction radicalaire de DPPH .

b. Mode opératoire :

La méthode est réalisée par un test anti-radicalaire contre le DPPH mesuré au
spectrophotométre UV selon le protocole décrit dans la littérature. 1 ml de chaque
solution méthanolique des extraits et des HEs a différentes concentrations ou de standard
sont ajoutés (de 0,0 492 mg/ml),et ajoutés a3mldela solution méthanolique 40,004 % de
DPPH®, un controle négatif est préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec3mLdela
solution méthanolique de DPPH*[28].

La lecture de [I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour
chaqueconcentrationaS15nm aprés 30 minutes d’incubation a [’obscurit¢ et a la
température ambiante. Les controles positifs sont représentés par des solutions
d’antioxydants standards ; 1’acide ascorbique dont les absorbances ont ét¢ mesuré dans

les mémes conditions que les échantillons[29].
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0.1 ml de I’extrait et huiles 3 ml de DPPH* (0,004 %)
(de 0,0575 a 92 mg/ml)

Incubation pendant 30min a température ambiante

et a I'obscurité

v

‘ Lecture a570nm “

Schéma04 : dosage de DPPH

= EXxpression des résultats
a. Le pourcentage de réduction
Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est exprimé par

la formulesuivante :

. Abs c - Abs e
Pourcentage d’inhibition (%) = (

x 100
Abs c )

Ou:

Absc : Absorbance du controle (la solution de DPPH® en absence de I’huile essentielle,
I’extrait ou de I’acide ascorbique).
Abs e : Absorbance de la solution de DPPH® en présence de 1’huile essentielle, ou de

’acide ascorbique[30].

b. Calcule des concentrations inhibitrices (IC50)

Pour chaque extrait et huiles nous avons déterminé la valeur IC50 qui est la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% de 1’activit¢ du DPPH Les résultats

peuvent étre aussi exprimés en puissance antiradicalaire.

IC50 : Concentration de I’extrait et des HE nécessaire pour réduire a 50% la concentration

initiale du radical DPPH[31].
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1.2. Méthode de la réduction du fer (FRAP)

a. Principe

L’activité réductrice du fer des extraits et des huiles est déterminée selon la
méthode décrite par Oyaizu (1986), Cette méthode est basée sur la réaction de réduction du
Fe3*présent dans le complexe ferrocyanure de potassium en Fe?*[32], la réaction est révélée
parle virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe**) en couleur bleu verte du fer

ferreux(Fe?"),I’intensité de cette coloration est mesurée parspectrophotométriea700nm[5].

a3 [¥ J’ l" = 4]

. K\J{ﬁ 'B'a"k\‘ e

=
= ﬁ' Fe2*
-

Sample -+ AO

Fig10 : réduction du Fe®*

a. Mode opératoire

Un millilitre de I’extrait et d’huiles a différentes concentrations (de 0,007a 2,5mg/ml) est
mélangé avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une
solution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)s a 1,L.’ensemble est incubé au bain-marie
a50°C pendant 20 min ensuite, 2.5ml d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour
stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min.Un aliquote
(2,5ml) de surnageant est combinée avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution
aqueuse de FeCl3a0,1%.La lecture de I1’absorbance du milieu réactionnel se fait
a700nmcontreun blanc semblablement préparé, en remplacant 1’extrait par de 1’eau distillée
qui permet de calibrer I’appareil (UV-VIS spectrophotométre). Le contrdle positif est
représenté par une solution[33].Le contréle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard . Dans cette expérience, I'acide ascorbique est utilis¢ comme contrdle
positif, aux mémes concentrations choisies et dans les mémes conditions

expérimentales[34].
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[ L’incubation dans
bain-Marie a 50°C Yy
centrifugation a
W 3000 tr/min

Figll : I’incubation et centrifugation.

L'augmentation de l'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés.

a. Calcule des CRos

Afin de comparer l'activité antioxydante des extraits et des huiles, nous avons calculé
CRos5 qui est défini comme la concentration du substrat qui donne une absorbance 0.5a 700nm
qui représentée la réduction de 50% du fer.

Les CRos sont calculées graphiquement par la régression sigmoidale des graphes
tracés par le logiciel Origine 75 [35].

2. Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits et des HEs de SM

L’évaluation de I’activité antimicrobienne a ¢été réalisée par la méthode de

diffusion de disque ou et Méthode de diffusion sur puits.

a. Stérilisation du matériel

L’cau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des
solutions bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diamétre) enrobés dans
dupapier aluminium ont été stérilisés et I’autoclavé a 160°C pendant 1 heur [36].

b. Conservation des souches

Les souches bactériennes sont conservées dans des tubes stériles contenant

la gélosenutritive [37].
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a. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture approprié¢ a cette étude est le milieu Muller-Hinton préparé
comme suit : Dissoudre 38 g de la gélose Muller-Hinton dans un litre d’cau distillée. Faire
bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, puis auto-claver pendant 24h a 121°C,
la gélose de Muller Hinton fondue est coulée dans des boites de Pétri de 9 cm de fagon a

obtenir uneépaisseurde4 mm.

Figl2: Préparation du milieu de culture

b. Ensemencement des boites

Couler les boites de pétri stériles de 90 mm de diametre par la gélose de Muller
Hinton stérile prét a 1’usage.

Laisser les boites entrouvertes devant la flamme jusqu’a compléte
solidification. Ensemencer des boites de pétri préalablement ont été ensemencées

chaque bactérie[37].

Figl3 : Ensemencement bactérien.
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2.1. Méthode de diffusion sur disque

Les disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la surface dela gélose
inoculée a I’aide d’une pince stérile. De méme les antibiogrammes réalisés avec des
disques contenants des antibiotiques (témoin positif) appropriés préts a 1’emploi ont été
utilisés pour la comparaison avec les résultats de D’extrait et d’huiles testés [38].

Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37° [39].

Figl4 : Méthode de diffusion sur disque

2.2. Méthode de diffusion sur puits

C’est la technique de dilution en gélose par la détermination des 1’extrait et d’huiles
pour chaque boite de pétri préalablement Ensemencée, deux puis ont été réalisés a 1’aide
d’une pipette pasteur aux quels attaché sans injecter 30ul et 40ul respectivement ,Incubé a
37°Cpendant24heures Apres incubation I’activitéanti bactérienne est déterminée en termes

de diamétre de la zone d’inhibition produite autour des puits[17].

Figl5 : Méthode de diffusion sur puits
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2.3. Lecture

L’apparition d’une zone claire autour des puits (a l'intérieur duquel aucune croissance
bactérienne n'est observée) indique 1’action antibactérienne de 1’extrait de la plante vis-a-
vis la souche bactérienne testée. Les diametres de la zone claire sont mesurés a l'aide
d'une regle graduée, et les résultats obtenus sont exprimés en millimétre. Les bactéries
seront classées selon le diametre d’inhibition dans l'une des catégories Suivantes:

résistance,sensibilitélimitée,sensibilitémoyenneettréssensible[5]commelemontreletabb.

Tab05 : Sensibilité et degré d’activité selon le diamétre d’inhibition.

Diamétre du halo Degré de sensibilité des Résultats
d’inhibition (X) germes.

X< 8 mm Résistante -
8mm< X < 14mm Sensibilité limitée +
14mm< X< 20mm Sensibilité moyenne ++

X>20 mm Tres sensible +++
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Troisiéeme partie Résultats et discussion

I.  Révélation Phytochimique (Screening)

Nous avons commencé notre étude phytochimique de la plante « Schinus Molle » par
des tests effectués au laboratoire, pour qu’on puisse caractériser les différentes familles de
composés chimiques contenu dans notre plante. Les résultats des essais réalisés sur les feuilles

sont regroupés dans les tableaux suivants :

Tab 06 : Résultats expérimentaux des tests phytochimiques de 1’extrait aqueux effectués sur
les feuilles de SM.

Classes Etat de test Image Résultat
recherchées final
Amidon T ikl Absence
Nk :

apnia

Saponosides Présence

Tanins Présence

Anthraguinones - / Absence
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Résultats et discussion

Tab 07 : Résultats expérimentaux des tests phytochimiques de 1’extrait éthanolique effectués

sur les feuilles de SM.

Classes recherchées Etat de Image Résultat
test final
Flavonoides Présence
+++
Alcaloides sels + / Présence
Tanins cathéchiques Présence
+
Composés réducteurs Présence
+++

“ Test négatif (-), test positif (+), test faiblement positif (++), test fortement positif

(+++).
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Les résultats cités dans les tableaux, montrent 1’existence des flavonoides et des composés
réducteurs avec des quantités importantes. Et I’existence des alcaloides sels et des tanins,

Saponosides en faibles quantités dans les feuilles de schinus molle.

D’autre part, ces tableaux montrent I’absence de 1’amidon et des anthraquinones.

Il. Résultat d’extraction

1. Rendements Des Extractions

1.1. Rendement des Extraits phénoliques

Nous avons traité 1’extrait aqueux brut de notre plante par des solvants de polarité croissante
qui nous a permis d’obtenir trois extraits avec des rendements acceptables dans 1’ensemble,

comme il est indiqué dans le tableau suivant :

Tab 08 : Rendement des Extraits phénoliques de feuilles de SM.

Extraits BR DCM ACET AQ

R % 37.01% 0.67% 11.52% 54.38%

R 9% des Extraits

0,67%

, 11,52%

54,38%
= DCM = ACET = AQ

Fig 16 : diagramme représentatif des rendements des extraits de S. Molle.
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Le rendement le plus ¢élevé a été observé avec I’extrait aqueux (54.38 %) suivi par 1’extrait
acétate d’éthyle (11.52 %), Alors que l'autre extrait du dichlorométhane a été obtenu avec un
rendement trés faible (0.67%). La quantité des polyphénols de l'extrait sec varie selon le solvant
d’extraction, Le coefficient de diffusion du solvant, Une plante en comparaison a une autre de la

méme famille et en fonction des parametres d’extraction de ces composés.

1.2. Rendement des huiles essentielles

Les rendements en huiles essenticlles des parties aériennes de SM. Obtenues par
hydrodistillation, ont été calculés en fonction de la masse du matériel végétal traité¢ (1500g).
Les résultats sont mentionnés dans la figure et le tableau suivants :

Tab 09 : Rendement des HEs de feuilles et baies de SM.

Schinus molle Feuilles Fruits (Baies)

R % 2.17% 3.70 %

4,00%
3,50%
3,00%
2,50%
2,00%
1,50%
1,00%

RENDEMENTS

0,50%
0,00%

feuilles baies

HEs

Fig 17 : Histogramme représentatif des rendements des HES de la partie aérienne de la plante
S. Molle.

D’aprés I’histogramme (Fig 17), une différence importante et bien nette entre le
rendement des deux espéces a été démontré, on constate que I’extraction de HE a partir des
feuilles donnent un rendement de (2.17 %) et les fruits donnent un grand rendement que celles
des feuilles avec une valeur de (3.70 %) Cela peut s'expliquer par la concentration d'huiles

essentielles dans les baies. Ces derniéres sont des grains charnus avec une chair épaisse et
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sphérique et un mésocarpe. Méme apres la récolte, elles entraveront la volatilité¢ des huiles

essentielles. (Par conséquent, les baies sont écrasées)

Par ailleurs, nos résultats sont parmi les plus ¢levés trouvé jusqu'a présent.

2. Caractérisation des huiles essentielles de Schinus molle

2.1.  Caractéristiques organoleptiques d’huiles essentielles de SM

Le tableau suivant regroupe les caractéristiques des HEs des feuilles et fruits de la

plante étudiée :
Tab 10 : Caractéres organoleptiques des HEs des feuilles et des fruits.

HE Fruit Feuille

Couleur Jaune pale Jaune claire limpide

Odeur Poivre Poivre
Aspect Liquide Liquide
Volume 67 mi 43 ml
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2.2.  Les analyses (Parameétres physico-chimiques)

Tab 11 : Les valeurs expérimentales des Propriétés physicochimique des HEs des feuilles et

fruits de la plante étudier.

HEs Feuilles Fruits
Indice de réfraction 1,49181 1,476745
PH 4.567 3.88

Densité 0.985 0.835
Siccativité Siccatif Demi-siccatif

Le tableau ci-dessus exprime plusieurs résultats liés aux propriétés physicochimiques

des HEs.

On remarque que les indices de réfraction sont un peu élevés que celui de ’eau
(IR e =1.3331 le repere). Surtout, concernant les feuilles, ou I'IR est supérieur
(IR feuites=1.49181). Les indices de réfraction des HEs mesurés a 20 °C. Ces valeurs montrent
que celles des feuilles sont siccatives (les huiles siccatives ont des indices de réfraction
compris entre 1,480 et 1,523) [1], tandis que celles des fruits sont demi-siccatives. (Les huiles
demi-siccatives ont des indices de réfraction compris entre 1,470 et 1,476 et les non siccatives
ont des indices de réfraction compris entre 1,468 et 1,470) [1] Ces valeurs d’indices sont liées
a I’insaturation est influencé par 1’acidité de ces huiles.

Les valeurs de pH des fruit et feuilles sont aux voisinages de pH =5 ce qui exprime

leur acidité et confirme leur capacité bactéricide.

I11.  L’activités biologique

1. Activité antioxydante
1.1. Test DPPHe

L'utilisation du radical libre DPPHe fournit un moyen simple et rapide d'évaluer

l'activité antioxydante.

L'évaluation de la capacité des huiles essentielles de SM de piéger le radical libre

DPPHe a été réalisée en mesurant 1'absorbance de ce dernier en présence de différentes
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concentrations d'HE et d'extraits. Aprés 1'ajout d’échantillons, le DPPHe passe du violet au

jaune pour prouver sa capacité antioxydante.

Fig 18 : Virage de la couleur violette du radical libore DPPHe au jaune aprés 1’ajout
des HEs et extraits de SM.

< Dosage spectroscopique :

IC50 (concentration inhibitrice de 50 %), aussi appelée EC50 (Efficient
concentration50), est la concentration de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du
radical DPPH.

Les IC50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction

de différentes concentrations des extraits testées [2].

Les valeurs d’IC50 sont rapportées sur ’histogramme suivant, Selon les résultats
obtenus, les quatre échantillons testés ont présenté des valeurs d’IC50 inféricures a 144
mg/mL, indiguant un bon potentiel antioxydant donc un bon piégeur de radicaux libres. Parmi
ces échantillons, celles de I’extrait aqueux et de I’extrait acétate d’éthyle ont montrées une

plus grande capacité de piégeage du radical libre DPPHe.
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143,6046

75,2621

150 27,7245 25,7865
100 ex aq
o ex acet
Lo 50
O
0

HE fr HE fe mexacet Mexaq

Fig 19 : Histogramme présentatif des 1C50 des échantillons testés.
On remarque :

La capacité de piégeage la plus élevée du DPPH e a était observé pour I’extrait aqueux
avec une valeur de ICsp =25.7865 mg/ml suivie par la valeur de I’extrait acétate d’éthyle
ICs0 = 27.7245mg/ml.

Les deux HEs des feuilles et fruits ont exhibées des pouvoirs moins importants, avec des

valeurs d’'IC50 respectivement de 75.2621 mg/ml et 143.6046 mg/ml.

Pour déterminer 1’échantillon ayant la meilleure activité antioxydante nous avons élaboré
les graphes illustrés sur la Fig 20, qui représentent la variation du pourcentage de réduction de
DPPHe en fonction de la concentration des huiles essentielles et des extraits de SM avec

I'acide ascorbique comme standard.
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100 —— Asco
— EX Aq
X EX Acet
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g 80 —— HE Fe
= HE Fr
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o
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concentration mg/ml

Fig 20 : Représentation graphique de la variation du pouvoir d’inhibition du radical libre
DPPHe en fonction des différentes concentrations des extraits et HE de Schinus Molle avec

I’acide ascorbique comme standard.

Lorsque le DPPHe accepte un proton donné par un complexe antioxydant, il est
réduit et vire du violet au jaune, ce qui peut étre quantifié a partir du changement de sa valeur
d'absorbance [3]. La figure ci-dessous montre les résultats de mesure de pourcentage
d’inhibition du radical DPPHe en fonction de concentration des composés testés. A partir
d’une concentration de 5 mg/ml de solution mére, ces résultats montrent que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration du produit

testé (HES ou extraits).

On observe que le pourcentage d’inhibition de 1’extrait aqueux (84.72 %) est
plus élevé et significatif a celui de I’extrait d’acétates d’éthyle (84.6 %) pour toutes les
concentrations et que le pourcentage d’inhibition de 1’huile essentielle des fruits (52.92 %) est

plus faible que celui de I’huile essentielle des feuilles (69.96 %).

La substance de référence est I’acide ascorbique. Ces tests ont été réalisés

systématiquement en triplicata pour chaque échantillon.
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1.2. Testde FRAP

Pour confirmer le potentiel antioxydant évalué précédemment par le test DPPH® un
autre test a été €laboré. Ce dernier est représenté par la réduction de fer par la méthode FRAP.
Les résultats du pouvoir réducteur de fer des extraits de Schinus Molle et de 1’acide

ascorbique sont représentés dans les figures ci-dessous :

—

EX ACEt

Fig 21 : Changement de la couleur jaune du ferricyanure de potassium vers la couleur bleu

En présence de 1’acide ascorbique et les extraits de SM.
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de I’effet de I’extrait aqueux des feuilles de Schinus Molle sur la
réduction du fer ferrique.
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Fig 23 : Suivi cinétique de I’effet de I’extrait acétate d’éthyle des feuilles de Schinus Molle

sur la réduction du fer ferrique.
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Fig 24 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique.
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Fig 25 : Pouvoir réducteur des extrais et de I’acide ascorbique.
Les courbes obtenues montrent, que [’augmentation de 1’absorbance est

proportionnelle aux concentrations et au temps, ce qui peut s’expliquer par la présence
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probable de composés antioxydants capables d’offrir des électrons, réduisant ainsi le Fe®" en
Fe 2. Les résultats obtenus, indiquent que tous les extraits testés possédent un pouvoir
réducteur plus important. A une concentration de 9,2 mg/ml les deux extraits présentent une
absorbance maximale de 1.2367. Cependant, on observe que I’extrait aqueux a une activité

antioxydante supérieure a celle de 1’extrait acétate d’éthyle.

2. Evaluation activités antibactériennes

2.1. Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits et des HEs de SM

L'évaluation de l'activité antibactérienne des extraits acétate d’éthyle et aqueux de
Schinus molle par l'estimation du diamétre de la zone d'inhibition, exprimé en mm, cette étude
a éte tester vis-a-vis de quatre souches bactériennes via la méthode diffusion sur gélose (puits et

disques). Les résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tab 12 : Diameétres des zones d’inhibition des HEs et extraits de SM.

Diameétre d’inhibition (mm)

HE Extrait
Méthode Bactéries Fruits Feuilles | Acétate | Agueuse
de d’éthyle
diffusion
Staphylococcus |  10mm 15mm 10mm 7.5mm
_ aureus
Bactéries = Disques
a Gram Bacillus cereus 30mm | 12mm 9.5mm 11mm
positif
Puits Staphylococcus |  12mm 10mm 17.5mm 13mm
aureus
Bacillus cereus / 13.5mm 18.5mm 16mm
Bactéries Escherichia / / / /
a Gram ] coli
négatif Disques
Salmonella / / / /
Puits Escherichia 27mm 17mm / /
coli
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Salmonella 21mm 14mm 18mm 30mm
Tab 13 : degrés de sensibilité des extraits et des HEs.
Degré de sensibilité
HE Extrait
Méthode Bactéries Fruits Feuilles Acétate | Aqueuse
de d’éthyle
diffusion
Staphylococcus | Sensibilité¢ | Sensibilité = Sensibilité = Résistante
. _ aureus limitée = moyenne = limitée
Bactéries | Disques
a Gram Bacillus cereus Trés Sensibilité | Sensibilité | Sensibilité
positif sensible limitée limitée limitée
Puits | Staphylococcus @ Sensibilité = Sensibilité | Sensibilité = Sensibilité
aureus limitée limitée moyenne limitée
Bacillus cereus / Sensibilité | Sensibilité | Sensibilité
limitée moyenne | moyenne
Escherichia / / / /
. coli
Bactéries | Disques
a Gram Salmonella / / / /
négatif
Puits Escherichia Tres Sensibilité / /
coli sensible | moyenne
Salmonella Trées Sensibilité | Sensibilité Tres
sensible limitée moyenne | sensible

L’étude effectué¢ montre que les extraits et les huiles de la plante ont été trés actifs sur

les bactéries Staphylococcus aureus et Bacillus cereus avec les deux méthodes ; par contre
avec les bactéries E. coli et Salmonella , qui n'ont pas donné de résultats notables avec les
deux méthodes sauf I’huile essentiel de fruits et 1’extrait aqueux qui ont montré un

comportement bactéricide au sens propre du mot sur la bactérie salmonella avec la méthode
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de diffusion sur puits que celle sur les bactéries Staphylococcus aureus et Bacillus cereus

avec la méme méthode.

Fig 26 : Effet inhibiteur des extraits et des huiles sur les bactéries a gram positif par les deux

méthodes de diffusion (disques et puits).

Fig 27 : Effet inhibiteur des extraits et des huiles sur les bactéries a gram négatif par les deux

méthodes de diffusion (disques et puits).
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CONCLUSION GENERALE

Dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques et médicinales, nous nous
sommes intéressés a étudier une plantes ornementales poussant en Algérie et ce afin de
rechercher leurs éventuelles propriétés thérapeutiques.

A travers la présente étude, nous avons étudié l'activité antioxydante et
antimicrobienne de I’espéce Schinus molle de la région de Tébessa. Nous avons présenté les
résultats de I'étude phytochimique de cette plante, ainsi que leurs propriétés biologiques,
antioxydante et antimicrobienne. Pour avoir ce résultat on a effectué des analyses de deux
huiles essentielles et de deux extraits qui sont : les HEs des feuilles et fruits (baies), 1’extrait
aqueux et acétate d'éthyle.

D’aprés les résultats de notre travail, les fruits et les feuilles se sont avérés riche en
huile essentielle, on conclut alors que selon les normes de qualité les huiles des feuilles et des
fruits de notre plante sont des huiles de valeurs.

IIs sont caractérisés par un indice de réfraction supérieur a celle de 1’eau distillée, ce
qui confirme sa richesse en composés organiques,

L’évaluation de I’activité antioxydante des deux extraits des feuilles par les deux
méthodes : la méthode pié¢geage de radical libre (DPPH") et la capacité a réduire le fer (FRAP)

Ces méthodes ont montré que nos extraits ont révélés des réponses inhibitrices pour piéger les
radicaux et a réduire le fer. Par ailleurs nos échantillons ont montré une activité

antimicrobienne acceptable dans 1’ensemble.

Pour plus d’efficacité, nous avons envisagé les perspectives suivantes :
+ Compléter ce travail en effectuant la caractérisation par la méthode GC/MS des deux
huiles obtenues avec des rendements dont les valeurs sont parmi les plus élevées.

+ Elargir I’étude des activités antibactériennes sur d’autres souches de bactéries.
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