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fruits noir  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des Candida albicans souches bacteriennes testées. 

Figure n°36:Illustration de la CMB de l’extrait aqueux des branches, feuilles, fruits rouges et 

fruits noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans. 

Figure n°37:Illustration de la CMB de l’extrait acétonique des branches, feuilles, fruits rouges 

et fruits noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des trois souches microbiennes testées. 
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Figure n°38: Illustration de la CMB de l’extrait acétonique des branches, feuilles, fruits rouges 

et fruits noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans.  

Figure n°39: Illustration de la CMB de l’extrait avec l’hexane des  branches, feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des 3 souches bactériennes testées. 

Figure n°40: Illustration de la CMB de l’extrait hexanique des branches, feuilles, fruits rouges 

et fruits noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans 
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Introduction générale  

 L’utilisation des plantes aromatiques par l’homme est une pratique antique (Majinda et 

al.,2001). Leurs propriétés thérapeutiques sont dues à la présence de composés naturels 

bioactifs accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la 

plante (Boudjouref, 2011). De nos jours, de très nombreuses plantes sont utilisées comme 

source d’assaisonnement ou comme remède en médecine traditionnelle. Cependant, cette 

utilisation ne se base sur aucun critère scientifique, elle tient compte simplement des 

observations au cours des siècles. 

 Actuellement, plusieurs questions concernant la sécurité des produits chimiques 

synthétiques utilisés en médecine ou dans l’industrie alimentaire sont soulevées. En effet, la 

peroxydation des lipides au cours des processus de fabrication et de stockage des aliments 

sous l’action des radicaux libres de l’oxygène (ROS) conduit à la perte de la qualité des 

aliments. Aussi, les industries alimentaires utilisent des antioxydants de synthèse pour retarder 

l’oxydation des lipides. Ces antioxydants de synthèse sont responsables de nombreux effets 

indésirables. De plus, l’usage excessif d’agents antibactériens chimiques dans la médication 

humaine ainsi que dans l’élevage animal conduit à l’apparition de souches bactériennes 

résistantes (Mau et al., 2004). Actuellement, le développement de la résistance microbienne 

aux antibiotiques et la toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les scientifiques à 

chercher dans le monde végétal des molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet 

adverse (Boudjouref, 2011).  

 Les métabolites secondaires doués d'activités biologiques tels que les polyphénols, 

flavonoïdes, alcaloïdes, terpènes etc ont fait l’objet de nombreuses études (Bousselessela et 

al., 2014 ; Bitis et al., 2017 ; YCF Teles et al., 2018).  

 Les céréales et les légumineuses constituent la principale source de protéines dans de 

nombreux pays en voie de développement et les pertes causées lors de leur stockage sont 

estimées à 100 millions de tonnes dont 13 millions sont provoquées par les insectes ravageurs.   

 Les insectes des denrées stockées dont Tribolium castaneum de la famille des 

Bostrichidae introduit accidentellement en Afrique (Ngamo et Hance, 2007) représentent une 

partie très importante des ravageurs de denrées stockées (Syed Shayfur et al., 2007). 

 En raison de son efficacité et de son application facile et pratique, l’utilisation 

d’insecticides chimiques constitue à l’heure actuelle la technique la plus utilisée pour lutter 

contre les insectes nuisibles. Cependant, l’emploi intensif et inconsidéré de ces insecticides a 

provoqué une contamination de la chaine alimentaire et une éradication des espèces non cible 
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telles que la faune auxiliaire (Soejarto et al., 1989). De plus l'usage très répandu de ces 

pesticides a entraîné l'apparition de formes de résistances chez les insectes traités (Leonard et 

Ngamo, 2004). Ces dangers ont conduit l’OMS (Organisation mondiale de la Santé) à 

interdire l’usage de certains insecticides chimiques, d’autres vont être prohibés dans un futur 

proche. Toutes ces raisons militent en faveur de la recherche de méthodes alternatives de lutte 

en particulier l’utilisation d’extraits de plantes ayant des propriétés insecticides et/ou 

insectifuges, qui soient efficaces, faciles à adopter pour les producteurs du tiers monde. Il est 

donc nécessaire de poursuivre la recherche des molécules naturelles actives, non polluantes et 

qui s’inscrit dans une lutte moins nocive et plus raisonnée. En effet, des plantes telles que 

Hyptis spicigera, Cassia nigricans; Cinnamomum zeylanicum, Piper nigrum ont été 

longtemps utilisées par les paysans pour protéger les produits récoltés (Jacobson, 1989, Keita 

et al., 2000 ; Isman, 2000).  

 L’Algérie par sa situation géographique abrite une importante richesse en plantes 

aromatiques et médicinales. De nombreuses plantes sont utilisées dans les remèdes 

traditionnels. Parmi elles, se trouve Pistacia lentiscus L. connu en Algérie sous le nom de 

Drou ou Darw, communément appelé arbre de mastique ou lentisque. C’est une plante 

originaire du bassin méditerranéen appartenant à la famille des ″Anacardiaceae″. Cette plante 

possède des propriétés dans le traitement de l’athérosclérose, de l’arthrite, de l’asthme et de la 

goutte. Sa résine et son huile essentielle sont utiles pour soigner l’ulcère gastroduodénal et les 

atteintes fongiques et bactériennes. Elle est décongestionnante, anti-inflammatoire, 

antiseptique, et antispasmodique (Chaib, 2015). La partie aérienne est traditionnellement 

utilisée dans le traitement de l'hypertension artérielle grâce à ses propriétés diurétiques. Les 

feuilles sont pourvues d'activités anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique, 

antipyrétique, astringente, hépato protective, expectorante et stimulante. Elles sont également 

utilisées dans le traitement de l’eczéma, des infections buccales, des diarrhées, des lithiases 

rénales, de la jaunisse, des maux de tête, de l’asthme et des problèmes respiratoires 

(Mansour, 2014).). Ses huiles essentielles sont aussi utilisées en pharmacie, en aromathérapie 

et dans la création des parfums.  

 L’utilisation de nouvelles techniques faisant appel aux critères de chimie verte et du 

développement durable pour l’extraction de substances bioactives, est devenue fort 

intéressante car elle répond aux enjeux scientifiques et aux problèmes économiques et 

environnementaux actuels (Li et al., 2013). La spécificité des problèmes d’isolement des 

composés bioactifs comme les huiles essentielles est liée à la nécessité de conserver leurs 

fonctions au cours de leur extraction. Des conditions d’extraction douces sont souvent 
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recommandées. Actuellement, il y a une demande croissante de nouvelles techniques 

d’extraction permettant des temps d’extraction plus courts, une réduction de la consommation 

d’énergie et une réduction de la pollution. L’extraction assistée par ultrasons est une méthode 

simple, efficace et peu couteuse. Elle consomme nettement moins d’énergie que les méthodes 

classiques d’extraction. Elle est considérée comme une technique très bien adaptée pour 

l’extraction des antioxydants et est largement utilisée à l’échelle laboratoire pour extraire de 

tels composés à partir de sources naturelles variées (Galvan D'Alessandro,2013). 

 C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail dont le l’objectif principal est 

d’extraire les molécules bioactives de différentes parties de Pistacia lentiscus (L.) de la 

région de Bouira, de déterminer la composition des huiles essentielles et la concentration des 

polyphénols totaux et des flavonoïdes, d’étudier leurs caractéristiques physicochimiques, leur 

composition chimique, et leurs activités antioxydante, antimicrobienne et insecticides. 

 Le présent travail comporte deux parties distinctes : 

Une partie bibliographique dans laquelle nous réaliserons une synthèse des connaissances 

concernant P. lentiscus L., les substances bioactives (les huiles essentielles et les composés 

phénoliques) et leurs activités.  

Une partie expérimentale qui est subdivisée en deux chapitres :  

   L’un présente les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail, 

l’autre est consacré à la présentation des résultats obtenus ainsi que leurs discussions. 

Enfin, la conclusion générale met en évidence les principaux résultats obtenus et leur 

rôle pour la valorisation du patrimoine national dans le domaine des plantes médicinales. Des 

perspectives de recherches ont aussi été dégagées. 
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I. Monographie de la plante 

I.1.Etude botanique de Pistacia lentiscus (L.) 

 Le genre Pistacia appartient à la famille des Anacardiacées ou Pistaciacées (Delazar et 

al., 2004 ; Gaussen et al., 1982). Il comprend 11 espèces d'arbres et d'arbustes dioïques, dont 

la majorité sont connues pour leurs capacités à produire les oléorésines (Onay et Jeffree, 2000 

; Brickell, 2004). En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre espèces, Pistacia 

lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Quezel et Santa, 1962). 

 Pistacia lentiscus L., pistachier lentisque, ou lentisque est appelé aussi arbre au mastic 

car sa sève est utilisée pour la réalisation d'une gomme à odeur prononcée. Le pistachier 

lentisque peut s’adapter à des conditions pédoclimatiques difficiles, comme la sécheresse ou un 

sol calcaire (Correia et Catarino, 1994) ; il a la capacité de régénérer après un incendie de 

forêt ou une déforestation (Ladd et al., 2005). 

I.1.1. Taxonomie et systématique de la plante  

 La classification admise actuellement est celle de Quezel et Santa (1963) et Dupont et 

Guignard (2007). 

Position systématique  

✓ Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes 

✓ Sous embranchement : Angiospermes 

✓ Classe : Eudicots 

✓ Sous classe : Eurosidées II 

✓ Ordre : Sapindales (Rutales) 

✓ Famille : Anacardiacées- Térébinthacées 

✓ Genre : Pistacia 

✓ Espèce : Pistacia lentiscus L 

✓   Noms vernaculaires : Derou, darw. 

I.1.2. Description morphologique  

 Pistacia lentiscus (L.) est un arbrisseau de 1 à 3 mètres (Fig. 1), à forte odeur résineuse 

(Coste, 1937 ; Rodríguez-Pérez et al., 2013). Il se distingue des autres pistachiers par des 

feuilles composées paripennées, qui se terminent par une paire de folioles, tandis que celles des 

autres pistachiers se terminent par une seule foliole. Les feuilles sont caduques, vertes en hiver.  

L’Ecorce est rougeâtre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Quand l'écorce est 

incisée, la plante laisse s´écouler une résine irritante non colorée à odeur forte. 
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 Figure n°1 : Arbuste de P. lentiscus (L.) (Belfadel, 2009). 

Les branches sont tortueuses et pressées et forment une masse serrée (Fig.1). 

Les feuilles sont persistantes, composées, possédant un nombre pair de folioles (4 à 10) d'un 

vert sombre, elliptiques, obtuses, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont le pétiole est 

bordé d'une aile verte (Fig.2A). 

Les fleurs unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme de grappe. Elles sont 

très aromatiques et forment des racèmes de petite taille à l'aisselle des feuilles. Les fleurs 

femelles sont vertes jaunâtre et les fleurs males sont rouge foncé (Fig. 2A).  

Le fruit est une baie globuleuse de 2 à 3 mm, monosperme. Le fruit est d’abord rouge devient 

brunâtre à sa maturité en automne (Fig. 2B et C). 

Le mastic : L’incision du tronc de cet arbuste fait écouler un suc résineux nommé mastic qui, 

une fois distillé, fournit une essence employée en parfumerie (Fig. 2D). 

 

Figure n°2 : Fleurs [A], Fruits rouges [B], noirs [C] et mastic [D] de P. lentiscus (L.) (Ben Douissa, 

2004). 

I.1.3. Répartition géographique de Pistacia lentiscus (L.) 

Pistacia lentiscus (L.) est un arbrisseau dioïque thermophile qui pousse, à l’état sauvage 

dans les maquis et les garrigues, en particulier les maquis des régions arides d’Asie et les forêts 

Fleurs 
Fruits rouges  

  Fruits noirs  

  Feuilles  

Branches  
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du bassin méditerranéen (Quezel et Santa, 1963) jusqu’aux Canaries (Bellakhdar, 2003) et  

dans tout type de sols en préférant les terrains siliceux pauvres en nutriments (potassium et 

phosphore) (Arab et al., 2014; Baratto et al., 2003). Il est retrouvé dans l'Algérie subhumide 

et semi-aride, plus précisément dans le bassin de la Soummam en association avec le pin d'Alep, 

le chêne vert et le chêne liège (Belhadj, 2000) (Fig. 3). 

 

Figure n°3 : Aire de répartition du genre Pistacia (Belfadel, 2009). 

 

I.2. Etude chimique de Pistacia lentiscus (L.) 

 En raison de sa large utilisation en médecine traditionnelle, les différents organes de P. 

lentiscus (L.) ont fait l’objet de nombreuses études phytochimiques afin d’identifier les 

principes actifs. Ces études ont été consacrées essentiellement au mastic et ont mises en 

évidence la présence de flavonoïdes, d’huiles essentielles, et de triterpenoides (Marner et al., 

1991; Papageorgiou et al., 1997).  

I.2.1. Fruits 

 Les composés phénoliques identifiés dans le fruit de P. lentiscus (L.) sont constitués 

essentiellement d’acides phénoliques libres (les acides p-hydroxybenzoïque, gallique, 

cinnamylidène acétique) et estérifiés (acides quinique, 4-O-glucoside p-coumarique, 5-

galloylquinique, l'isomère de acide caffeoylquinique et 3,4,5 O-acide trigalloylquinique), de 

flavonoïdes (quercétine, taxifoline, quercétine-3-O-glucuronideet lutéoline 6,8-di-C-hexoside), 

un secoiridoïde (oléoside) et d’un diterpène phénolique (épirosmanol) (Trabelsi et al., 2015).  

 L’huile végétale (fixe) représente 38,8 % du poids des fruits et contient 53 % d’acide 

gras monoinsaturé. Le principal acide gras est l’acide oléique (50 -72%), suivi des acides 

palmitique (23,2%) et linoléique (21,7%). Les autres acides gras retrouvés en faible quantités 

sont les acide palmitoléique (1.3%), stéarique (1.1%), linolénique (0.8%), gadoléique (0.2%) et 

arachidique (trace). Quatre stérols ont été trouvés dans l’huile fixe, le β-sitostérol (90%), le 

camestérol, le cholestérol et le stigmastérol (Trabelsi et al., 2011). 

 L’huile essentielle représente 0,2% du poids des fruits. Les composés caractéristiques 

sont des monoterpènes (α-pinène, β-pinène, β-myrcène, limonène, et α-phéllandrène), quelques 
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sesquiterpènes, des esters aliphatiques, des cétones, et des composés phénoliques (thymol et 

carvacrol) (Grant et al., 1990; Congiu et al., 2002). 

 Les protéines représentent 5% du poids des fruits (Hamad et al., 2011). La composition 

minérale de ces fruits montre que la teneur en potassium est élevée (2,67%), alors que celles du 

sodium, calcium et phosphore sont plus faibles. 

I.2.2. Feuilles 

 Les feuilles de Pistacia lentiscus L. sont caractérisées par la présence de glycosides de 

flavonols comme les quercétine, myricétine, lutéoline ainsi que l’isoflavone génistéine 

(Romani et al., 2002 ; Stocker et al., 2004; Vaya et Mahmood, 2006). Elles contiennent aussi 

6 à 7% de gallotannins de faible poids moléculaire, et des dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-

O-di- et 3,4,5-O-trigalloyl (Romani et al., 2002). 

 L’huile essentielle représente 0,14- 0,17% du poids des feuilles de Pistacia lentiscus (L.). 

Elle est composée essentiellement de monoterpènes β- Myrcène α- pinène, terpinène-4, 

longifolène, limonène, et ß-caryophellène (Mecherara-Idjeri et al., 2008 ; Dob et al., 2006 ; 

Benyoussef et al., 2005 ; Castola et al., 2000).  

I.2.3. La résine  

La résine, également connue sous le nom de mastic (ou mastix), est une substance 

aromatique et résineuse qui suinte du tronc et des branches principales du lentisque. Elle est 

récoltée comme une épice dans le Sud de l'île grecque de Chios en mer Egée, où elle est 

également connue sous le nom "Tears Chios". Les analyses chimiques ont révélé la présence 

d’un polymère de  myrcène, le cis- 4-poly-β- myrcène, une petite fraction d’huile essentielle 

(environ 2%), des triterpénoïdes sous forme de deux types de squelettes tétracyclique (euphane 

et dammarane) et pentacycliques (oleanane et lupane). Des triterpénoïdes bicycliques et 

tricycliques ont été également identifiés (Belfadel, 2009). 

I.3.Utilisations traditionnelles  

 Pistacia lentiscus L. qui est connu pour ses propriétés médicinales depuis l'antiquité ; il 

occupe une place appréciable dans la médecine traditionnelle et pharmaceutique de plusieurs 

régions méditerranéennes avec différentes utilisations (Zitoini, 2016). 

 Les feuilles, fruits, tiges et racines du pistachier lentisque ont été traditionnellement 

utilisées pour un large éventail d'objectifs. La décoction des racines séchées est efficace contre 

l’inflammation intestinale et de l’estomac ainsi que dans le traitement de l’ulcère (Palevitch et 

Yaniv, 2000). Les feuilles sont utilisées dans le traitement de l’eczéma, des infections buccales, 

des diarrhées, de la jaunisse, des maux de tête, de l’asthme et des problèmes respiratoires (Villar  
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et al., 1987 ; Ali Shtayeh et al., 1998 ; Ali-Shtayeh et al., 2000 ; Lev et Amar, 2002).  

 En Algérie, l'huile fixe extraite des fruits mûrs est employée en application locale externe 

sous forme d’onguent pour soigner les brûlures, les petites blessures, les érythèmes et les 

douleurs dorsales (Iserin, 2001 ; Baudoux, 2003 ; Grosjean, 2007). L’huile fixe est aussi 

employée par voie orale contre les problèmes respiratoires d’origine allergique et les ulcères de 

l’estomac. Ces usages sont surtout répandus à l’Est du pays (région d’El-Milia, Skikda, 

Guelma).  

I.4.Effets thérapeutiques et activité biologique de Pistacia lentiscus (L.) 

Les extraits des feuilles de P. lentiscus ont une puissante activité antiradicalaire (Arab et 

al. 2014 ; Krimat et al.,2014) et antibactérienne (Benrokia et Aouar ., 2015 ; Bammou et 

al.,2015). 

L'activité antibactérienne de l'huile extraite du mastique de P. lentiscus est très élevée 

contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis (Koutsoudaki et al., 2005). 

Cette huile a aussi une activité antibactérienne sélective contre Porphyromonas gingivalis et 

Prevotella melaninogenica et une activité anti plaque sur les dents en inhibant la croissance 

bactérienne dans la salive (Sakagami et al., 2009). 

 Les extraits des feuilles du pistachier lentisque in vivo et in vitro, révèlent une activité 

anti-inflammatoire (Giner-Larza et al., 2001 ; Maxia et al., 2001 ; Gardeli et al., 2008 ; 

Remila et al., 2015 ; Ait Idir et Bouyoucef, 2017), notamment de l’inflammation intestinale 

et de la goutte (Al-Said et al., 1986). 

 L’huile essentielle et les différents extraits des feuilles de P. lentiscus ont indiqué un effet 

inhibiteur significatif sur la mutagénicité in vitro (Douissa et al., 2005 ; Haydar et al., 2005). 

I.5.Données toxicologiques de Pistacia lentiscus (L.) 

 La gomme mastic provoque une toxicité aiguë, une irritation de la peau et une 

phototoxicité chez les animaux et les humains (Spott et coll, 1970 ; Keynan et coll, 1987 ; 

Keynan et coll, 1997 ; Ford et coll, 1992). Par contre, l’huile essentielles des feuilles de P. 

lentiscus, administrée par voie orale est dépourvue de toxicité aigüe chez les souris 

(Medjekane, 2017). 

II. Les huiles essentielles et les composés phénoliques 

II.1. Les huiles essentielles 

II.1.1. Aperçus historiques  

 L’histoire des plantes aromatiques est souvent liée à celle de l’humanité. Depuis l’Egypte 

antique (environ quatre mille cinq cents ans avant Jésus Christ), l’homme utilise largement les  
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huiles balsamiques, les onguents parfumés, les résines aromatiques, les épices et les végétaux 

odoriférants lors des rites religieux, en magie, en thérapeutique, en alimentation ainsi que dans 

les pratiques de la vie courante. La distillation des huiles essentielles commence en Orient 

depuis des millénaires ; les premières bases de préparation des huiles essentielles ont été 

développées en Inde, en Perse et en Egypte (Ntezurubanza, 2000). 

II.1.2. Définition 

 Les huiles essentielles sont des substances de compositions complexes, huileuses, 

volatiles, d’odeur et de saveurs généralement fortes, extraites à partir des différentes parties de 

certaines plantes.Les huiles essentielles ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers 

et ont donné naissance à une branche nouvelle de la phytothérapie : l’aromathérapie (Bruneton, 

1999). 

 La norme française AFNOR NF T75006 définit l’huile essentielle comme étant « un 

produit obtenu à partir d’une matière première végétale, soit par entraînement à la vapeur, soit 

par des procédés mécaniques à partir de l’épicarpe des Citrus, soit par distillation à sec ». Cette 

définition n’intègre cependant pas toutes les autres substances dont les propriétés et 

l’apparence semblent similaires, mais qui sont obtenues par des procédés différents. 

II.1.3. Localisation et lieu de synthèse 

 Seules 1% des espèces végétales élaborent des essences. Les Myrtaceae, Lauraceae, 

Lamiaceae, Asteraceae, Apeaceae, Cupressaceae, Poaceae, Zingiberaceae, Piperaceae sont des 

familles qui se caractérisent par un grand nombre d’espèces accumulatrices d’huiles essentielles 

(Mohammedi, 2006). 

 Tous les organes végétaux peuvent renfermer des huiles essentielles. On les trouve aussi 

bien dans les écorces (Cannelier), les racines (Vétiver), les rhizomes (Gingembre), les fruits 

(Anis, Fenouil, Badiane), le bois (Camphrier), les feuilles (Citronnelle, Eucalyptus), les graines 

(Muscade) et les boutons floraux (clou de Girofle) et les sommités fleuries (Lavande et Menthe) 

(Belaiche, 1979 ; Paris et Hurabielle, 1981 ; Bruneton, 1999 ; Ghuestem et al., 2001). 

 La synthèse et l’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées à la 

présence de structures histologiques spécialisées telles que les poils glandulaires épidermiques 

(Labiaceae, Geraniaceae, et Rutaceae), les organes sécréteurs sous-cutanés comprenant les 

cellules et les poches sécrétrices généralement disséminées au sein du tissu végétal (Myrtaceae, 

Auranthiaceae), les canaux sécréteurs (Ombelliferaceae Apiaceae ou Asteraceae). Ces 

structures sont souvent localisées sur ou à proximité de la surface de la plante : Plusieurs 

catégories de tissus sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une espèce, voire dans un 

même organe (Bruneton, 1999). 
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 Les trichomes glandulaires sont les sites primaires de la biosynthèse d'huile essentielle, 

et les plantes qui manquent de telles structures spécialisées synthétisent et amassent seulement 

des traces de monoterpènes.  

II.1.4. Composition chimique des huiles essentielles 

 Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de constituants appartenant à deux 

familles chimiques (terpènes et composés phénoliques) mais on y trouve également des 

constituants aliphatiques issus de la synthèse des acides gras et plus rarement d’autres 

composants d’origines diverses (dérivés soufrés, nitriles, thiocyanates…) (Nyegue, 2005). 

II.1.4.1. Les Terpènes 

 Les terpènes sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieurs unités 

isopréniques. Ce sont des polymères de l’isoprène, de formule brute (C5H8)n. Selon le nombre 

d’unités associées, on distingue les monoterpènes en (C10), les sesquiterpènes en (C15), les 

diterpènes en (C20), les triterpènes en (C30), les tétraterpènes en (C40) et les polyterpènes. 

Ces unités peuvent aussi se lier entre elles par des liaisons dites irrégulières de type artémésyl, 

santolinyl, lavandulyl et chrysanthémyl (Dale Poulter et al., 1997). 

 Les huiles essentielles contiennent particulièrement des monoterpènes, des 

sesquiterpènes et peu de diterpènes (Finar,1994). Les monoterpènes et sesquiterpènes sont sous 

forme acycliques, monocycliques, bicycliques ou tricycliques ; Ils sont issus de réarrangements 

complexes du squelette hydrocarboné, des réactions d’oxydation et de réduction, conduisant à 

la formation de molécules généralement intéressantes sur le plan olfactif et même biologique 

tels que des alcools, aldéhydes, cétones esters, éthers, peroxydes. 

II.1.4.2. Les composés aromatiques 

 Les composés aromatiques dérivent du phénylpropane (C6-C3). Ils sont moins fréquents 

que les terpènes. Cette classe comprend des composés odorants comme la vanilline, l’eugénol, 

l’anéthole, l’estragole. Ils sont fréquemment rencontrés dans les H.Es d’Apiaceae (anis, fenouil, 

persil, etc…) et sont caractéristiques de celles de la vanille, de l’estragon, du basilic, du clou de 

girofle,…. Ces substances phénoliques se distinguent entre elles par : 

✓ Le nombre et la position des groupements hydroxyle et méthoxy, 

✓ La position de la double liaison de la chaîne latérale, allylique ou propénylique, 

✓ Le degré d’oxydation de la chaîne aliphatique (alcool, aldéhyde, cétone ou acide…). 

II.1.4.3. Composés d’origines variées 

 En général, les composés d’origine variée de faible masse moléculaire, entrainés lors de 

l’hydrodistillation, sont des hydrocarbures aliphatiques à chaîne linéaire ou ramifiée porteurs 

de différentes fonctions. A titre indicatif, l’heptane et la paraffine sont retrouvés dans l’essence 
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de camomille, des acides en C3 et C10, des esters acycliques sont présents surtout dans les fruits 

(acétate de butyle dans la pomme et l’acétate d’isoamyle de la banane), des aldéhydes comme 

l’octanal et le décanal sont décelés dans le genre Citrus, des alcools comme le 1-octèn-3-ol a 

été mise en évidence dans l’essence de lavande. 

II.1.5. Biosynthèse des constituants des huiles essentielles 

II.1.5.1. Biosynthèse des terpènes 

 L’unité de base de la biosynthèse des terpènes est l’isopentényl-diphosphate IPP et son 

isomère le diméthylallyl-diphosphate DMAPP. Deux voies de biosynthèse conduisent à ces 

unités de base à 5 atomes de carbone (Singh et al.,1990). 

 La première est la voie du mévalonate. Son précurseur est l’acétyl coenzyme A 

(CH3COSCoA), produit de la glycolyse (catabolisme des sucres). Cette voie a lieu dans le 

cytosol au niveau de RE et débute par la condensation de trois unités d’acétylCoA, passe par 

un composé en C6 (le mévalonate) et conduit à IPP. 

Pour cette voie principale, la première étape est une condensation de type Claisen entre deux 

molécules d’acétylCoA pour conduire à l’acétoacétylCoA. 

 
 
 La deuxième étape est une réaction d’aldolisation entre une 3ième molécule d’acétylCoA 

et l’acétoacétylCoA conduisant à la formation du HMGCoA ; cette étape est catalysée par une 

HMGCoA synthase. Après hydrolyse et réduction par le NADPH (Nicotine Adénine 

Dinucléotide Phosphate) du HMGCoA par une HMGCoA réductase, l’acide mévalonique se 

forme. 

 

   La déshydratation et la décarboxylation de l’acide mévalonique (MVA) par une 

élimination concertée après sa pyrophosphorylation par l’ATP (Adénosine triphosphate), 

permettent d’aboutir aux deux intermédiaires en C5, bio-précurseurs des terpènes : le 

pyrophosphate d’isopentén-3-yle (IPP) en équilibre, par simple transfert de proton, avec le 

pyrophosphate de diméthylallyle (DMAPP). Les deux intermédiaires IPP et DMAPP se 

condensent pour générer le géranyle pyrophosphate (GPP) point de départ de tous les 

monoterpénoïdes.  
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   Cette étape de condensation tête à queue est catalysée par une GPP synthase. 

 

 

   La condensation tête à queue d’une autre unité de IPP sur le géranyle pyrophosphate par 

la FPP synthase forme le pyrophosphate de farnésyle, précurseur de tous les sesquiterpènes.  

Le squalène résulte de la condensation tête à tête de deux FPP. Cette réaction est catalysée par 

une squalène synthase. 

         Cette voie du mévalonate a lieu au niveau de RE pour la synthèse des sesquiterpènes, 

triterpènes dont les stérols. 

 

Figure n °4 : Schéma global de la biosynthèse des terpènes par voie de l’acide mévalonique 

 La seconde voie, voie du méthylérythritol phosphate (MEP) ou encore nommée voie non 

mévalonique, est spécifique aux végétaux et a lieu au niveau des plastes. Elle commence par 

la condensation d’une unité pyruvate (C3) avec une unité de glycéraldéhyde 3- phosphate (C3) 

et conduit au méthylérythritol phosphate, un composé intermédiaire enC5. 

 Plusieurs étapes enzymatiques conduisent ensuite à la synthèse de IPP. Cette voie n’a 

été mise en évidence qu’à la fin des années 90. La voie chloroplastique sert à la synthèse des 

terpènes chloroplastiques, mono, di et tétraterpènes dont les caroténoides. 
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Figure n° 5 : Schéma global de la biosynthèse des terpènes par voie du méthylérythritol phosphate. 

 

II.1.6. Composition quantitative et qualitative des Huiles Essentielles 

 Les huiles essentielles présentent une très grande variabilité, tant au niveau de leur 

composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité peut s’expliquer 

par différents facteurs d’origine intrinsèque, spécifiques au génome de la plante ou extrinsèque, 

liés aux conditions de l’environnement. La composition chimique et le rendement dépendent 

aussi des conditions de récoltes, de séchage et d’extraction. 

II.1.6.1. Facteurs intrinsèques 

 L’influence du stade végétatif (Garnéro, 1991; Bruneton, 1999; Stefanini et al., 2006), 

de l’organe de la plante (Maffei et Sacco, 1987; Barry, 2001; Chowdhury et al., 2009), des 

hybridations, des facteurs de mutation, de la polyploïdie (Aprotosoaie et al., 2010) et du 

polymorphisme chimique «chimiotypes ou formes physiologiques» (Anton et Lobstein, 2005; 

Belyagoubi, 2006) sont les principaux facteurs intrinsèques qui influencent la composition et 

le rendement des huiles essentielles. 

II.1.6.2. Facteurs extrinsèques 

 Les conditions environnementales influencent aussi la composition des huiles 

essentielles. La température, la quantité de lumière, la pluviométrie et les conditions édaphiques 

représentent autant de causes potentielles de variations de la composition chimique d’une plante 

(Bruneton, 1999; Mohammad et al., 2009; Olle et Bender, 2010). Les conditions culturales 

telles que la date de semis, la date de récolte, les traitements phytosanitaires, l’emploi d’engrais, 

ainsi que les techniques de récolte influencent aussi la composition et le rendement des huiles 

essentielles lorsqu’il s’agit de plantes cultivées (Lahlou, 2004; Benini, 2007). 

II.1.7. Rôle des huiles essentielles dans la plante 

 Les plantes possèdent des métabolites dits secondaires par opposition aux métabolites 

primaires (les protéines, les glucides et les lipides) qui sont retrouvés dans tous les organismes 

vivants.  
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 Ces composés interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les organismes 

vivants qui l'entourent et l’environnement. Ils sont des éléments essentiels de la coévolution des 

plantes avec les organismes vivants, tels que parasites, pathogènes et prédateurs, mais aussi 

pollinisateurs et disséminateurs et de l’adaptation des plantes à de nouvelles conditions de vie.  

II.1.8. Caractéristiques et propriétés physico-chimiques 

 Les essences et les huiles essentielles ont des propriétés physiques communes, qui 

peuvent cependant varier en fonction de leur composition chimique (Franchomme et Pénoël, 

2001). À température ambiante, les huiles essentielles sont liquides. Il existe cependant des 

exceptions. Par exemple, l’huile essentielle est visqueuse chez la myrrhe (Commiphoramyrrha 

(T. Nees) Engl.), pâteuse pour le bois de gaïac (Bulnesia sarmienti Lorentz ex. Griseb.), solide 

pour le cèdre de Virginie (Juniperus virginiana L.) ou parfois la rose (Rosa x damascena Mill.) 

ou encore être composée d’un mélange solide-liquide lorsqu’elle est extraite de la badiane 

(Illicium verum Hook. F.) (Fernandez et Chemat, 2012). 

 Les huiles essentielles sont volatiles. C’est ce qui les rend entrainables à la vapeur et 

particulièrement odorantes. Ce caractère les différencie aussi des huiles végétales grasses ou 

dites « fixes ». Si ces dernières laissent des taches indélébiles, la trace laissée par une huile 

essentielle tendra à disparaitre plus ou moins rapidement. La volatilité est liée à la composition 

chimique et à la taille de la molécule. Les monoterpènes sont par exemple beaucoup plus 

volatiles que les sesquiterpènes (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012). 

 Les essences sont lipophiles et donc très peu solubles dans l’eau. Certains composants de 

par leur richesse en groupements hydrophile (cétone, alcool…) le sont cependant, comme par 

exemple la verbénone du romarin (Rosmarinus officinalis L.) ou le lavandulol que l’on retrouve 

dans l’huile essentielle de la lavande vraie (Lavandula angustifolia Mill.). Certains composants 

sont même très hydrosolubles et vont favoriser l’apparition d’émulsion dans le produit de 

distillation lors de l’extraction. C’est, entre autres, le cas de l’huile essentielle d’écorce de 

cannelle de Ceylan (Cinnamomum verum J. Presl). 

 Leur solubilité est totale dans les huiles grasses qui représentent leurs meilleurs solvants, 

elle est très grande dans les alcools à titres élevés et dans les solvants organiques (Franchomme 

et Pénoël, 2001). 

La couleur des huiles essentielles est très variable. Cela comprend l’ultra-violet (UV) du zeste 

de mandarine (Citrus reticulata Blanco), le bleu (lié à la présence de chamazulène) des 

sommités de tanaisie annuelle (Tanacetum annuum L.), le vert émeraude (azulène) de l’inule 

odorante ou de l’immortelle d’Italie (Helichrysum italicum (Roth) G.Don), le vert franc du nard 

de l’Himalaya (Nardostachys jatamansi (D.Don) DC.), le vert pâle du zeste de bergamote 
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(Citrus bergamia Risso & Poitet),  le rouge de certaines sarriettes (Satureja sp.) ou le jaune pâle 

de la sauge sclarée (Salvia sclarea L.). 

 La plupart des huiles essentielles ont une couleur jaune presque imperceptible. Elles 

foncent au court de leur vieillissement (oxydation).  

La densité ou densité relative d’une huile essentielle est le rapport de sa masse volumique à la 

masse volumique de l’eau distillée, à 20°C. Cette grandeur sans dimension est mesurée selon 

la norme NF T 75-111 à l’aide d’un pycnomètre. La densité des huiles essentielles est très 

souvent inférieure à 1 (densité de l’eau) et varie en fonction de leur composition chimique. La 

valeur de 0,92 peut être considérée comme une moyenne. Elle en est parfois très proche comme 

celle du zeste de mandarinier (Citrus reticulata Blanco: 0,9929), de santal blanc (Santalum 

album L.: 0,9741), ou d’écorce de cannelier (Cinnamomum verum J.Presl. :1,0027). Quelques 

huiles essentielles ont même une densité supérieure à l’eau comme par exemple l’huile 

essentielle de gaulthérie couchée (Gaultheria procumbens L.:1,1807) ou d’oignon (Alliumcepa 

L.:1,54 à 1,58) (Franchomme et Pénoël, 2001 ; Fernandez et Chemat, 2012). 

L’indice de réfraction reflète le changement de direction subi par un rayon lumineux passant 

d’un milieu optique à un autre (par exemple de l’air à l’huile essentielle), à 20°C. Il s’agit d’une 

grandeur sans unité, qui se mesure avec un réfractomètre d’après la norme NF T 75-112. Dans 

le cas des huiles essentielles, l’indice de réfraction est généralement élevé. On peut donner 

comme exemple l’huile essentielle d’écorce de cannelier (Cinnamomum verum J.Presl.) dont 

l’indice de réfraction est compris entre 1,573 et 1,591(Franchomme et Pénoël, 2001; 

Fernandez et Chemat, 2012). 

Le pouvoir rotatoire, caractéristique des molécules chirales, exprime la capacité qu’elles ont 

à dévier la lumière polarisée. La mesure, réalisée avec un polarimètre, se fait selon la norme 

NF T 75-113. Pour les valeurs positives, la substance étudiée sera dite dextrogyre et lévogyre 

pour les valeurs négatives. Les huiles essentielles sont actives sur la lumière polarisée de 

manière très variable en fonction de la nature et de la concentration des différentes molécules 

chirales qu’elles contiennent. On mesure ainsi des valeurs de +105°chez l’oranger (Citrus 

sinensis (L.) Osbeck) et de -17,75° chez la menthe poivrée (Mentha x piperita L.) (Fernandez 

et Chemat, 2012 ; Faucon, 2012). 

II.1.9. Conditions de récolte et d’extraction 

 Le rendement et la composition chimique des huiles essentielles varient également en 

fonction de la méthode d’extraction (Khajeh et al., 2004 ; Sefidkon et al., 2007). L’instabilité 

des constituants des huiles essentielles explique que la composition du produit obtenu par 

hydrodistillation soit, le plus souvent, différente de celle du mélange initialement présent dans  
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les organes sécréteurs du végétal. Au cours de l’hydrodistillation, l’eau, l’acidité et la 

température peuvent induire l’hydrolyse des esters mais aussi des réarrangements, des 

isomérisations, des racémisations, des oxydations, etc. (Silou, 2004 ; Lucchesi, 2005). 

 La durée de séchage affecte aussi bien le rendement que la composition chimique (Yayi 

et al., 2004). Les parasites, les virus et les mauvaises herbes (Svoboda et Hampson, 1999 ; 

Smallfield, 2001) influent aussi sur le rendement et la composition chimique des huiles 

essentielles. Il faut aussi signaler que les conditions de stockage des matières premières avant 

distillation peuvent également influencer la composition et le rendement des huiles essentielles 

(Besombes, 2008). 

II.1.10. Techniques d’extraction des huiles essentielles 

 Les huiles essentielles et les substances aromatiques sont obtenues avec des rendements 

très faibles (de l’ordre de 1% pour les HE). Ainsi, les différentes techniques d’extraction des 

huiles essentielles ou d’extraits aromatiques doivent d’une part, tenir compte de ces 

caractéristiques et d’autre part, apporter des performances quantitatives satisfaisantes. 

II.1.10.1. Méthodes traditionnelles d’extraction des huiles essentielles 

 Ces techniques d’extraction sont toutes basées sur l’entraînement des molécules volatiles 

de la plante par la vapeur d’eau. Le degré de contact entre la plante et l’eau est le seul paramètre 

qui diffère. 

II.1.10.1.1. Hydrodistillation 

 L’hydrodistillation est généralement conduite à pression atmosphérique. La plante se 

trouve dans un réacteur où elle est en contact direct avec l’eau bouillante. La chaleur permet 

l’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues. 

Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les 

vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de l’eau par 

différence de densité. 

 La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre 

plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matière végétale à traiter. La durée de la 

distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la composition de 

l’extrait. L’appareil utilisé pour l’extraction des huiles essentielles est le Clevenger. 

II.1.10.1.2. Entrainement à la vapeur 

 C’est le moyen le plus répandu pour extraire les molécules volatiles des plantes 

aromatiques. Le matériel végétal n’est pas en contact avec l’eau, mais la vapeur d’eau produite 

par une chaudière traverse la matière végétale de bas en haut, provoque l’éclatement des cellules 

et entraine les molécules volatiles. 
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 En traversant un tube réfrigérant, la vapeur d’eau saturée en composés volatils se 

condense en un mélange hétérogène composé d’HE et d’hydrolat (Bruneton, 1999). La phase 

aqueuse qui est composée par une faible proportion de composés aromatiques porte alors le 

nom d'eau florale. L’absence de contact direct entre l’eau et la matière végétale, puis entre l’eau 

et les molécules aromatiques évite certains phénomènes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant 

nuire à la qualité de l’huile. 

II.1.10.1.3. Hydrodiffusion  

 L’hydrodiffusion est une variante de l’entraînement à la vapeur. Elle consiste à faire 

passer, du haut vers le bas et à pression réduite, la vapeur d'eau au travers de la matrice végétale. 

L'avantage de cette méthode est d'être plus rapide donc moins dommageable pour les composés 

volatils, et de ne pas mettre en contact le matériel végétal et l’eau. De plus, l’hydrodiffusion 

permet une économie d’énergie due à la réduction de la durée de la distillation et donc à la 

réduction de la consommation de vapeur (Chenni, 2016). 

II.1.10.1.4. Pression à froid  

 C’est une technique simple où les écorces des agrumes sont pressées à froid pour extraire 

leurs HEs en utilisant des rouleaux ou des éponges. Le principe de cette méthode consiste à 

faire éclater par différents procédés mécaniques (compression, perforation) les poches qui sont 

situées à la superficie de l’écorce des fruits renfermant l’HE. L’huile libérée est ensuite 

recueillie par un courant d’eau (Bruneton, 1999).  

II.1.10.1.5. Extraction des substances aromatiques par solvant organique sur 

appareillage Soxhlet 

 L’extraction par solvant organique à chaud est actuellement largement utilisée. Le 

principe de cette méthode consiste à faire tremper les plantes dans un solvant organique volatil 

à chaud, soit pour obtenir des produits que l’on ne peut extraire par un autre procédé, soit en 

vue de rendements plus élevés (Marrouf et Tremblin, 2009). Un système de régénération 

interne du solvant permet de mettre en contact en permanence le végétal avec du solvant pur.  

II.1.10.2. Méthodes innovantes d’extraction des huiles essentielles  

 Les techniques traditionnelles d’extraction ont certes démontré leur efficacité mais aussi 

leurs limites en termes de productivité, de rentabilité et de qualité des extraits. En effet, la perte 

de certains constituants, la dégradation de certains composés insaturés par effet thermique, ainsi 

que la présence de résidus de solvants organiques plus ou moins toxiques peuvent être 

engendrés par ces techniques d’extraction. 

 Pour pallier à ces inconvénients, de nouvelles techniques respectant le concept et les 

principes d’extraction verte se sont développées. Elles offrent ainsi de nombreux avantages  
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(Réduction du temps d’extraction sans altérer la composition des extraits, diminution de la 

consommation d’énergie, utilisation de petite quantité de solvant ou absence de solvant…) 

(Chenni, 2016). 

II.1.10.2.1. Extraction assistée par micro-ondes des HEs 

 C’est une technique développée dans le but d’extraire des produits naturels comparables 

aux HEs et aux extraits aromatiques. La plante est chauffée par un rayonnement micro-ondes 

dans une enceinte dont la pression est réduite de façon séquentielle : les molécules volatiles 

sont entrainées dans le mélange azéotropique formé avec la vapeur d’eau propre à la plante 

traitée (Marrouf et Tremblin, 2009). Ce chauffage, en vaporisant l’eau contenue dans les 

glandes oléifères, crée à l’intérieur de ces dernières une pression qui brise les parois végétales 

et libère ainsi le contenu en huile. Cette technique permet de réduire le temps d’extraction, la 

dégradation thermique et d’économiser de l’énergie (Huie, 2002). 

II.1.10.2.2. Extraction au fluide supercritique 

 Ce procédé permet d’augmenter le rendement dans le cas de plantes peu riches en huiles 

essentielles. Il utilise les fluides à l’état supercritique pour extraire les composants contenus 

dans les végétaux. C’est ainsi que plusieurs gaz sont actuellement utilisés industriellement, dont 

le dioxyde de carbone CO2. C’est un produit naturel, inerte chimiquement, ininflammable, non 

toxique, facile à éliminer totalement, sélectif, aisément disponible et peu couteux (Bruneton, 

1999 ; Wichtl et Anton, 1999). 

 L’extraction au fluide supercritique consiste à comprimer le dioxyde de carbone à des 

pressions et à des températures au-delà de son point critique (P=72.8 bars et T= 31.1°C). Le 

fluide ainsi obtenu traverse le produit à traiter et le charge en composé à extraire ; il est ensuite 

détendu et passe en phase gazeuse et finalement se sépare du composé extrait. L’extraction des 

huiles essentielles par le CO2 supercritique fournit des huiles de très bonne qualité et en temps 

d’extraction relativement court par rapport aux méthodes classiques (Wichtl et Anton, 1999).  

II.1.10.2.3. Turbo hydro-distillation "THD 

 La turbo hydro-distillation ou THD est un procédé d’hydro-distillation accéléré en 

discontinu. Son principe consiste à immerger la matière végétale dans un alambic ; l’ensemble 

est porté continuellement à ébullition sous pression atmosphérique et agité avec un agitateur en 

acier inoxydable (Chenni, 2016). Cette technique représente une alternative aux hydro- 

distillations de longue durée ou en surpression. 

II.1.10.2.4. Extraction par détente instantanée contrôlée"DIC" 

 Le procédé détente instantanée contrôlée (DIC) est une technique d’extraction- séparation 

directe basée sur la thermodynamique de l’instantanéité et des processus d’auto- vaporisation  
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couplée à l’évolution hydro-thermo-mécanique de nombreux polymères à usages alimentaire, 

 cosmétique et pharmaceutique (Meullemiestre et al.,2015). Cette méthode permet d’extraire 

les composés volatils par évaporation pendant une courte durée sous haute température (180°C) 

et haute pression (10 bars) suivi d’une auto-vaporisation de structures végétales résultant de 

multi-cycles de chute de pression instantanée. Ce procédé sans solvant présente une 

amélioration significative dans l’efficacité ou la consommation d’énergie et un temps de 

chauffage très court dans chaque cycle DIC limitant la dégradation thermique. En outre, la DIC 

permet d’obtenir des huiles essentielles avec des rendements plus élevés et une qualité 

supérieure à celle des procédés classiques (Li et al., 2014). 

II.1.10.2.5. Hydrodistillation assistée par ultrasons 

 Son principe consiste à immerger la matière végétale dans l’eau ou dans le solvant, et à 

la soumettre à l’action des ultrasons (Chemat, 2011). 

Pendant la sonication, les ondes sonores utilisées de 20 kHz à 10 MHz induisent des vibrations 

mécaniques agissant comme un piston dans la surface du milieu, et conduisent au phénomène 

de cavitation à travers une succession de phases d’expansion et de compression. L’implosion 

des bulles de cavitation générées donne lieu à des micro-jets qui détruisent les glandes 

sécrétrices des huiles essentielles et facilite le transfert de masse et la libération de l’huile 

essentielle. Les principaux avantages de ce procédé sont l’accélération de la cinétique 

d’extraction et l’amélioration du rendement. De plus, l’extraction assistée par ultrasons fournit 

des huiles essentielles de très haute qualité avec moins de dégradation thermique. L’extraction 

par ultrasons peut être couplée ou associée avec d’autres techniques d’extraction telles que 

l’énergie des micro-ondes, l’extraction par fluide supercritique, ou par des méthodes classiques 

telle que l’extraction au Soxhlet (Li et al.,2014 ; Meullemiestre et al.,2015). 

II.1.11. Les méthodes d’analyse des huiles essentielles 

 La chromatographie est le procédé fréquemment utilisé pour séparer les constituants des 

huiles essentielles. Elle se base sur les différences d'affinités des substances à analyser à l'égard 

de deux phases, l'une stationnaire ou fixe, l'autre mobile. Selon la technique chromatographique 

mise en jeu, la séparation des composants entraînés par la phase mobile, résulte soit de leurs 

adsorptions et de leurs désorptions successives sur la phase stationnaire, soit de leurs solubilités 

différentes dans chaque phase (Schwedt, 1993).  

II.1.11.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG) 

 La chromatographie en phase gazeuse (CG) est une méthode d’analyse par séparation qui 

s’applique aux composés gazeux ou susceptibles d’être vaporisés par chauffage sans 

décomposition. La CG est une technique bien adaptée à l’analyse des HEs, compte tenu de la 

volatilité des constituants.  
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 Elle permet de séparer les composés volatils d’un mélange complexe ainsi que l’analyse 

quantitative des résultats à partir d’un volume d’injection réduit (Laverdière, 1999).  

 C’est de loin la technique la plus utilisée pour les huiles essentielles. La phase mobile est 

un gaz (hélium, azote, argon ou hydrogène), appelé gaz vecteur. Le principe de la 

chromatographie en phase gazeuse basé sur la séparation des différents solutés gazeux par 

migration différentielle le long de la phase stationnaire. Si la phase stationnaire est un liquide 

non ou peu volatil, possédant des propriétés de solvant vis-à-vis des composés à séparer, on 

parle de chromatographie gaz-liquide (CGS) ou chromatographie de partage. Si la phase 

stationnaire est un solide absorbant (silice, alumine…), on parle de chromatographie gaz-solide 

(CGL) ou chromatographie d’adsorption (Audigie et al, 1995). 

 Cette méthode ne peut suffire à une bonne identification, sans l’apport du couplage entre 

la CG et une technique d’identification spectroscopique, en général la spectrométrie de masse 

(CG-SM).  

II.1.11.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

(GPC/SM)  

 Si la chromatographie permet à elle seule de séparer correctement les différents 

constituants d’un mélange, il est néanmoins délicat de se livrer à une interprétation structurale 

permettant une identification certaine. L’idée de coupler une autre méthode physique 

d’investigation après séparation chromatographique, dans le but d’ajouter à la chromatographie 

une deuxième dimension analytique, s’est concrétisée dès 1960 dans la combinaison entre la 

chromatographie en phase gazeuse et la spectrométrie de masse CPG-SM (De Maack et 

Sablier, 1994). Le principe de cette méthode consiste à transférer par le gaz vecteur (phase 

mobile) les composés séparés par chromatographie en phase gazeuse dans le spectromètre de 

masse au niveau duquel, ils vont être fragmentés en ions de masse variables dont la séparation 

sera en fonction de leur masse. La comparaison informatique du spectre d’un pic inconnu avec 

une ou plusieurs librairies de référence permet son identification à condition que la similitude 

des spectres, inconnus et référence, soit suffisant et que les indices de rétention soient 

identiques, dans des conditions opératoires comparables (Desjobert et al., 1997; Bruneton, 

1999). La GC et la GC/MS permettent, en plus de connaître très exactement la composition 

chimique, la recherche d’éventuelles traces de produits indésirables tels des pesticides ou des 

produits chimiques ajoutés (Baser and Buchbauer, 2010).  

II.1.11.3. La chromatographie liquide à haute performance  

 La chromatographie liquide à haute performance utilise une phase stationnaire très fine. 

La phase mobile liquide circule sous l’effet d’une haute pression. L’injection de l’échantillon à 

analyser est pratiquée en introduisant un faible volume de produit (quelques microlitres) dans  
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l’éluant sous pression. Après leur séparation, les différents constituants de l’échantillon sont 

détectés en sortie de colonne. Un calculateur assure l’acquisition et le traitement des données 

(Audigie et al., 1995). Cette technique est peu intéressante pour les fractions volatiles, toutefois 

elle est efficace pour étudier les constituants non volatils des concrètes et des absolues ou pour 

opérer des préfractionnements. Elle peut être couplée également à un analyseur de masse 

(Bruneton, 1999).  

II.1.11.4. La Résonance Magnétique Nucléaire RMN  

 La résonance magnétique nucléaire à haute résolution est un outil exceptionnel pour 

déterminer la structure d’une molécule naturelle ou synthétique. Grâce à la diversité des 

paramètres mesurables, elle permet d’aborder l’ensemble des problèmes posés par l’examen 

d’une molécule en solution. L’originalité de la RMN par rapport aux autres techniques 

spectroscopiques réside dans le fait d’apporter une information précise et individuelle sur la 

très grande majorité des atomes constitutifs de la molécule, de fournir la possibilité d’identifier 

les connexions entre atomes des diverses entités, squelette, groupes fonctionnels et finalement 

de permettre de les situer dans l’espace les uns par rapport aux autres. La stratégie présentée 

pour la détermination de structure par RMN est très efficace pour les molécules de dimension 

moyenne. Les méthodes de base de la RMN monodimensionnelle et bidimensionnelle sont le 

plus souvent suffisantes pour atteindre l’objectif fixé (Platzer, 2002). 

II.1.12. Toxicité des huiles essentielles 

 Les huiles essentielles, à cause de leur richesse en composés actifs, doivent être utilisées 

avec une extrême prudence, car elles peuvent présenter de très graves dangers lors d'une 

utilisation aléatoire autonome. Certaines sont rapidement dangereuses (absinthe, armoise, 

chénopode, sauge officinale, hysope, thuya, tanaisie, aneth, rue, anis, carvi, romarin) 

(Bernadet, 2000). D'autres sont à éviter durant la grossesse, ou interdites aux personnes 

souffrant d'épilepsie, d'hypertension ou d'affections dermatologiques (Bremness, 19983). Elles 

peuvent avoir de graves effets secondaires. Elles peuvent être allergisantes ou 

hypersensibilisantes, photosensibilisantes par la présence de furocoumarines, neurotoxiques 

dus aux cétones, néphrotoxiques dus aux terpènes majoritaires dans l’huile essentielle de 

Térébenthine et des rameaux de Genévrier, hépatotoxiques dus aux phénols pris pendant des 

laps de temps trop importants ou à doses massives. L’eugénol, qui est l’un des constituants du 

Thym, est hépatotoxique. Chez l’enfant, 10 mL d’eugénol peut conduire à une insuffisance 

rénale. Il a été démontré que le linalol, l’un des constituants d’une autre espèce de thym, est 

cytotoxique pour les cellules de la peau humaine (Eisenhut, 2007).   

 En règle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigüe par voie orale ; la majorité des  
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huiles couramment utilisées ont une dose létale (DL50) comprise entre 2 et 5 g/kg (Anis, 

Eucalyptus, Girofle…etc.) ou, ce qui est le plus fréquent, supérieure à 5 g/kg (Camomille, 

Lavande…etc.) ; d’autres, ont une DL50 comprise entre 1 et 2 g /kg, (Basilic, de l’Estragon, et 

de l’Hysope avec 1,5ml/kg). Les plus toxiques sont les huiles essentielles de Boldo (0,13 g/kg) 

qui provoquent des convulsions dès 0,07 g/kg, de Chénopode (0,25 g/kg), de Thuya (0,83 g/kg), 

et de moutarde (0,34 g/kg) (Bruneton, 1999). 

 En ce qui concerne leur cancérogénicité, certaines huiles contenant des constituants "allyl 

et propénylphénols" dans leurs molécules sont susceptibles d'induire l'apparition de cancers 

chez les rongeurs (Bruneton,1999). 

II.1.13. Domaines d’application des huiles essentielles 

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

utilisées dans de multiples domaines telles que l’alimentation, la pharmacie, la parfumerie, 

l’aromathérapie (Richard, 1992). Ces HEs ne sont pas toujours des produits finaux mais elles 

peuvent servir d’intrants à la fabrication de plusieurs produits 

1. Secteur parfumerie/ cosmétique  

 L’utilisation des huiles essentielles comme base dans la fabrication de parfums constitue 

une pratique courante depuis des siècles dans la plupart des civilisations. La consommation 

d’huiles dans ce secteur se caractérise par le besoin d’une très grande variété de produits, de 

quantités relativement faibles et de prix souvent élevés. 

2. Secteur parfumerie technique  

 La parfumerie technique (qui comprend les produits d’entretien ménager domestiques ou 

industriels) a également recours aux huiles essentielles pour l’image de propreté à laquelle elles 

sont associées, mais aussi parfois pour leurs propriétés antiseptiques. Par exemple, la citronnelle 

dégage un parfum qui indique au visiteur que l’endroit a été fraîchement lavé.  

3. Secteur alimentaire 

 L’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le gout des aliments, 

les parfumer et les colorer. Le secteur des boissons gazeuses s’avère être un gros consommateur. 

Les fabricants d’aliments préparés les utilisent de plus en plus parce que le consommateur 

recherche d’avantage les produits avec des ingrédients naturels. Dans ce secteur, les volumes 

d’huiles essentielles peuvent être très importants. L’huile la plus utilisée dans le monde est 

l’huile essentielle d’orange. 

✓  

✓  
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✓ 4.Secteur Santé   

 Dans le domaine de la santé, il faut distinguer le secteur pharmaceutique de celui des 

médecines douces. Dans ce deuxième secteur, les vertus thérapeutiques des huiles sont 

reconnues et utilisées depuis des siècles dans beaucoup de pays. En effet, ce marché a donné 

naissance à une industrie des produits naturels comme les produits homéopathiques. Cette 

industrie, très développée en Europe, bénéficie d’un attrait croissant de la part des 

consommateurs non seulement en Europe mais aussi en Amérique du Nord.  

 Les huiles à utilisation médicinale peuvent être vendues pures en petits flacons ou sous 

forme de vaporisateurs, de pastilles, de bonbons… Ces huiles peuvent également être utilisées 

comme inhalant pour soulager les difficultés respiratoires, comme dentifrice (dans l’eau), ainsi 

que pour rafraîchir ou soulager la gorge (Grysole, 2004).  

II.1.14. La conservation des huiles essentielles 

 A cause de leur évaporation rapide, de leur sensibilité à l’air et à la lumière, les huiles 

essentielles doivent être conservées dans des flacons opaques et fermés hermétiquement 

(Valnet, 1984 ; Salle et Pelletier, 1991). 

II.1.15. Principaux marchés des huiles essentielles 

 Les principaux marchés des HEs sont les Etats-Unis, l'Europe de l'Ouest, le Japon et le 

Canada (Marrouf et Tremblin ,2009). Le marché des huiles essentielles est en croissance. La 

majeure partie n'est pas produite localement à cause des contraintes de coût, de climat et des 

conditions géographiques. Le marché est très varié et on y trouve un grand nombre de 

manufacturiers ainsi que beaucoup de courtiers. En Europe Occidentale, la France est 

traditionnellement le centre de commerce du parfum. Marseille, Bordeaux et Paris sont restés 

longtemps le centre du marché des huiles essentielles. Londres, Hambourg et Rotterdam sont 

des centres de collection et de distribution ainsi que Brème, Amsterdam et Anvers. 

II.2. Les composés phénoliques 

 La plante doit faire face à de multiples agressions de l’environnement (prédateurs, 

microorganismes pathogènes) ; elle a donc développé un métabolisme particulier, le 

métabolisme secondaire lui permettant de synthétiser les substances les plus diverses pour se 

défendre (Kansole, 2009). Les métabolites secondaires sont des molécules organiques 

complexes synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes. Ils sont divisés en 

trois grandes familles : Les polyphénols, les terpènes et les alcaloïdes (Lutge et al., 2002; 

Abderrazak et Joël., 2007). Les polyphénols constituent le groupe le plus nombreux et le plus 

largement distribué dans le règne végétal avec plus de 8000 structures phénoliques connus 

(Lugasi et al., 2003).  
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II.2.1. Définition 

Les composés phénoliques sont des produits du métabolisme, caractérisés par la présence 

d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement 

hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction (éther, ester, hétéroside…etc) (Bruneton, 

1999 ; Lugasi et al., 2003 ; Collin et Crouzet, 2011).  

 La désignation « polyphénols » ou « composés phénoliques » sont fréquemment utilisée 

pour nommer l’ensemble des composés phénoliques qui désigne à la fois les mono, les di et les 

polyphénols dont les molécules comportent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions 

phénoliques. Ces molécules peuvent posséder ou non d’autres fonctions (alcoolique : OH, 

carboxylique : COOH…). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux 

supérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier, 2006). 

II.2.2. La classification et structure des composés phénoliques 

 Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le 

squelette de base, pouvant aller du simple phénol en C6 à des formes très polymérisées et 

pouvant comporter différents degrés de modification (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de 

méthylation…). Ces molécules peuvent être également diversement substituées (glucides, 

lipides, protéines et autres métabolites secondaires pouvant être ou non des composés 

phénoliques). En s’appuyant sur la structure carbonée de base, plusieurs classes de composés 

phénoliques peuvent être distinguées. 

1.Les acides phénoliques : Ils sont composés de 2 classes : Les dérivés d’acide benzoïque 

et les dérivés d’acide cinnamique.  

Les acides hydroxybenzoïques sont des structures en C6C1 et sont à la base de structures 

complexes comme les tanins hydrolysables présents dans les mangues et les fruits rouges 

(fraises, mûres…) (Manach et al., 2004).  

Les acides hydroxycinnamiques ou phenylpropanes (structure en C6C3) sont plus abondants. 

Ils sont principalement composés d’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique. 

L’acide caféique se combine avec l’acide quinine pour former l’acide chlorogénique, que l’on 

retrouve dans de très nombreux fruits et à forte concentration dans le café (El Gharras, 2009).  

2.Les lignanes: Ils sont constitués de la condensation de deux unités de phénylpropane. Ils 

entrent dans la composition de certaines graines de céréales, de fruits et autres légumes ; ils sont 

environ 1000 fois plus concentrés dans les graines de lin (El Gharras, 2009). 

3.Les lignines : Les lignines résultent de la polymérisation tridimensionnelle de trois unités  
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phénoliques monolignols (Mohamad Ibrahim et al., 2011 ; Buranov et Mazza, 2008). Elles 

sont présentes au niveau des vaisseaux conduisant la sève brute et sont responsables de la 

rigidité des fibres végétales. Elles constituent 15 à 35% du bois tendre des Gymnospermes et 

15 à 35% du bois dur des Angiospermes.  

4.Les stilbènes : Ces composés sont en très petite quantité dans notre alimentation. Ils sont 

de type C6-C2-C6. Le plus connu d’entre eux est le resvératrol qui a été largement étudié pour 

ses propriétés anticancéreuses mises en évidence lors de l’étude des activités biologiques de 

plantes médicinales (El Gharras, 2009). 

5. Les flavonoïdes : Le squelette de base des flavonoïdes en C15 (C6-C3-C6) est constitué de 

deux cycles benzéniques A et B. Les trois carbones servant de jonction entre ces deux noyaux 

forment généralement un hétérocycle oxygéné central. Chez les flavonoïdes au sens strict le 

noyau aromatique B se trouvent sur le carbone C2 

      Ils représentent le principal groupe de composés phénoliques. Plus de 4000 flavonoïdes 

ont été caractérisés jusqu’à aujourd’hui chez les végétaux. Ces composés sont largement 

répandus dans les fruits, les légumes, les jus de fruits, le cacao, le thé et le vin (Heim et al., 

2002).  

        Les principales classes de flavonoïdes sont les flavonols, les flavones, les flavanones, les 

isoflavones, les anthocyanines et les flavanols ; elles diffèrent par la structure de l’hétérocycle. 

A l’état naturel, les flavonoïdes existent très souvent sous forme d’hétérosides. Une ou plusieurs 

de leurs fonctions phénols peuvent être glycosylées. La nature des sucres liés aux molécules de 

flavonoïdes et leur position sur le cycle varient. La quercétine glycosylée est l’hétéroside le plus 

rencontré chez les végétaux (Hollman et al., 1996). 

✓ Les flavonols : Ils sont les flavonoïdes les plus abondants dans l’alimentation. Les 

composés les plus représentatifs de cette famille sont le kaempferol et la quercétine. Cette 

dernière est connue pour posséder un très fort pouvoir antioxydant en raison de sa structure 

chimique favorable au piégeage des radicaux libres. Elles sont rencontrées dans l’oignon, les 

brocolis, les poireaux, les myrtilles…. La glycosylation par un glucose ou un rhamnose est très 

fréquente (Manach et al., 2004). 

✓ Les flavones : Cette sous-classe est la moins abondante dans les fruits et légumes. 

Elles sont essentiellement constituées de lutéoline et apigénine glycosylés. Les seules denrées 

comestibles connues à ce jour qui en possèdent sont le persil et le céleri (Manach et al., 2004).  

✓ Les flavanones : Dans l’alimentation, les flavanones se retrouvent dans les tomates, 

la menthe, et sont présents en quantités importantes dans le citron. Les principaux aglycones 
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sont la naringénine dans le pamplemousse, l’hespéridine dans l’orange et l’ériodictyol dans le 

citron. La position 7 est le siège de la glycosylation (El Gharras, 2009). 

✓ Les anthocyanes sont des pigments naturels colorés que l’on retrouve dans les plantes 

vasculaires. Leur aptitude à se solubiliser facilement dans les milieux aqueux offre des 

possibilités très larges dans le domaine industriel. Ils sont responsables de la coloration 

(orange, rose, rouge, violet et bleue) de certaines fleurs (tulipe, rose, orchidée) et fruits 

(pomme, baies, raisin). Une caractéristique importante de ces composés réside dans leur 

aptitude antioxydante (Castaneda-Ovando et al., 2009). 

✓ Les flavanols : Les flavanols existent sous forme de monomères, dont l’unité la plus 

simple est la catéchine, et sous forme polymère appelés les proanthocyanidines. La catéchine 

est présente dans de nombreux fruits comme la pomme, mais le chocolat et le thé sont les 

principales sources de ce composé (El Gharras, 2009). 

✓ Les proanthocyanidines sont connus sous le nom de tanins condensés. Ils peuvent 

être sous forme de dimères, oligomères et polymères de catéchine. Ils sont liés entre eux en 

position C4, C8 ou encore C6 (Tarascou et al., 2011). Ils entrent en grande partie dans la 

composition des raisins où ils sont localisés dans les graines et la peau. Le degré de 

polymérisation de ces composés varie en fonction de l’organe végétal (entre 1 et 20 pour la 

graine et en moyenne 30 pour la peau). L’aptitude de ces composés à s’associer avec les 

protéines salivaires leur confère la propriété d’astringence que l’on retrouve chez certains fruits 

(raisin, pomme, poire) et certaines boissons (thé) (El Gharras, 2009). 

6 . Les isoflavonoides : Ce sont des isomères des flavonoïdes, portant le noyau aromatique B 

sur le carbone C3. Les isoflavones sont des produits dérivés du soja sont la principale source 

d’isoflavones glycosylées ou non dans l’alimentation. On les rencontre aussi dans les 

légumineuses.  

II.2.3. Localisation des composés phénoliques dans la plante  

 A l'échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans deux 

compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont conjugués, 

avec des sucres ou des acides organiques, augmentant ainsi leur solubilité et limitant leur 

toxicité. Dans la paroi cellulaire, ils sont présents sous forme de lignines et de monomères en 

faibles quantités. Au niveau tissulaire, les composés phénoliques sont inégalement répartis ; les 

anthocyanes et les flavonols, sont généralement présents dans les couches cellulaires externes 

des organes de la plante, en particulier les épidermes des fruits et des feuilles.  
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II.2.4. Biosynthèse des composés phénoliques 

 Les composés phénoliques constituent un groupe important de métabolites secondaires. 

La plupart des molécules phénoliques sont formées à partir de deux acides aminés aromatiques, 

tyrosine et phénylalanine. Ces acides aminés sont formés à partir de la voie de l’acide 

shikimique (Macheix et al., 2005). La biosynthèse des polyphénols se fait selon deux voies 

principales : 

II.2.4.1. Voie de l’acide shikimique 

Dans cette voie, l’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont les produits de 

la voie des pentoses phosphate et de la glycolyse respectivement. Cette voie est à l’origine des 

précurseurs (Phénylalanine et Tyrosine) des composés phénoliques C6-C1 formant les tannins 

hydrolysables, des C6C3 des flavonoïdes et des tannins condensés (Haslam et Cai., 1994; 

Dewick, 1995).  

II.2.4.2. Voie de l’Acétate 

 La voie de l’acétate conduit à des poly ß-coesters (polyacétates) de longueur variable 

menant par cyclisation à des composés polycycliques tels que les dihydroxy-1,8 anthraquinones 

ou les naphtoquinones (Bruneton, 1999). De plus, la diversité structurale des composés 

polyphénoliques due à cette double origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilité 

d’une participation simultanée des deux voies (du shikimate et de l'acétate) dans l’élaboration 

de composés d’origine mixte, comme les flavonoïdes (Martin et Andriantsitohaina, 2002). 

 

Figure n°6 : Représentation des voies de biosynthèse des polyphénols (Akroum, 2011). 

 

II.2.5. Rôle et intérêts des composés phénoliques   

II.2.5.1. Chez les végétaux  

 Les composés phénoliques sont impliqués essentiellement dans les relations entre la  
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plante et son environnement. Les lignines interviennent dans la rigidification des parois 

cellulaires des vaisseaux du bois. Les acides phénoliques, en particulier l’acide férulique, 

participe à la régulation de la croissance pariétale en modifiant le niveau de réticulation des 

polymères protéiques ou osidiques des parois. Les composés phénoliques sont également 

impliqués dans l’organogenèse et la croissance de la plante. Les flavonoïdes régulent la 

croissance de la plante en agissant sur l’activité de l’auxine-oxydase. De plus, les antioxydants 

phénoliques sont impliqués dans l’équilibre rédox des cellules (Sarni-Manchado et Cheynier, 

2006; Havsteen, 2002).  

Certains composés phénoliques participent à la coloration des organes végétaux. Les organes 

colorés attirent insectes et oiseaux, qui assurent la dissémination des fruits et pollinisation des 

fleurs. Les molécules phénoliques sont également impliquées dans la protection des plantes 

contre :  

1. Les prédateurs (leur métabolisme et leur digestion sont perturbés).    

2. Les micro-organismes pathogènes (en synthétisant des formes toxiques de l’oxygène et en 

inhibant les enzymes et protéines du pathogène).  

3. Les radiations solaires (en absorbant les rayonnements UV) (Petti et Scully, 2009). 

4. Le dialogue plante – micro-organismes. Les isoflavonoïdes interviennent dans la symbiose 

existant rhizobium/légumineuses (Havsteen, 2002).  

II.2.5.2. Utilisation des substances phénoliques par les humains 

         Les substances phénoliques ont un rôle dans les critères de qualité (couleur, astringence, 

amertume et qualité nutritionnelles...) qui orientent les choix de l'homme dans sa consommation 

des organes végétaux (fruits, légumes, tubercules) et des produits qui en dérivent par 

transformation (Macheix et al., 2005 ; Dicko et al., 2006). 

         Le rôle des molécules phénoliques est largement démontré dans la protection contre les 

maladies dégénératives comme les cancers et les maladies cardio-vasculaires (Manach, et 

al.,2005). Cependant, le bénéfice antioxydant que pourraient apporter les polyphénols à la santé 

humaine est sans cesse remis en question et leur biodisponibilité est encore mal connue ; des 

études, tant pharmacologiques que cliniques, sont donc encore nécessaires. 

II.2.6. Extraction des composés phénoliques  

         L’extraction des substances phénoliques est généralement de type solide-liquide. Une 

méthode dite conventionnelle comme la macération était jusqu’ici utilisée. Cependant, ce 

procédé est long à mettre en œuvre et nécessite de grande quantité de solvant organique. Ces 

dernières années ont été marquées par l’utilisation de procédés d’extraction alternatifs, efficaces  

et durables, faisant intervenir des techniques comme l’extraction assistée par ultrasons,  
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l’extraction assistée par micro-ondes, l’électrotechnologie (champs électriques pulsés), des 

traitements enzymatiques ou des traitements qui impliquent des fluides compressés comme 

solvant d’extraction tels que l’extraction par fluide pressurisé, l’extraction par eau subcritique 

ou l’extraction par fluide supercritique. Ces techniques offrent de nombreux avantages d’un 

point de vue du rendement d’extraction, du temps d’extraction, de la consommation en énergie 

et en solvant. De plus ces procédés de chimie verte rendent possible le recours à des solvants 

qui sont respectueux de l’environnement et de la santé humaine. Le solvant vert le plus utilisé 

actuellement est l’éthanol en raison de sa disponibilité, sa pureté, son faible coût et son caractère 

non toxique et biodégradable (Peroumal, 2014). Le procédé d’extraction est basé sur la 

différence de solubilités des composés d’un mélange dans un solvant. 

II.2.6.1. Méthodes d’extraction conventionnelle 

  L'extraction conventionnelle par solvant est la méthode la plus répandue. De nombreux 

paramètres d’extraction doivent être pris en compte : le type et la concentration du solvant 

organique, la température, le temps d'extraction et le nombre de cycles d'extraction. Parmi ces 

méthodes on peut citer : 

✓ Le Soxhlet : C’est une méthode classique pour l’extraction solide-liquide. Les avantages du 

Soxhlet sont les suivants : l’échantillon entre rapidement en contact avec une portion fraiche de 

solvant. Cette méthode ne nécessite pas de filtration après extraction. Le Soxhlet est 

indépendant de la matrice végétale. La durée importante d’extraction et la grande quantité de 

solvant consommée sont les inconvénients les plus significatifs de cette méthode, conduisant à 

des pertes économiques et à des problèmes sur le plan environnemental. Les échantillons étant 

portés à haute température pendant une période relativement longue, le risque de 

thermodestruction de certains composés n’est pas à négliger. Etant donné la grande quantité de 

solvant utilisée, l’étape postérieure d’évaporation/concentration devient limitante. Cette 

technique est limitée d’un point de vue de la sélectivité du solvant et n’est pas facilement 

automatisable (Luque de Castro et Luque de Garcia, 1998 ; Wang et Waller, 2006). 

✓ La macération : Elle consiste à mettre en contact le matériel végétal avec le solvant 

d’extraction, avec ou sans agitation, à température ambiante ou à 4°C pour empêcher l’action 

des polyphénoloxydases qui dégraderaient les composés phénoliques, pendant une durée 

déterminée. Cette technique repose sur la solubilité des substances dans un solvant d’extraction. 

Pour une meilleure extraction, la matrice végétale est généralement broyée. Les polyphénols 

sont majoritairement extraits par des solvants de polarité moyenne à forte tels que l’éthanol, le 

méthanol ou l’acétone ou de l’eau (Peroumal, 2014). 
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II.2.6.2. Méthodes d’éco-extraction  

           L’éco-extraction est une technique qui permet de réduire le temps d’extraction et la 

consommation d’énergie.  

II.2.6.2.1. Extraction assistée par ultrasons  

Dans les liquides, la propagation des ondes entraîne des cycles successifs de 

compression (haute pression) et de raréfaction (basse pression). Cette différence de pression 

induit un mouvement à l’intérieur du fluide. Lors d’un cycle de raréfaction, des bulles de 

cavitations vont se former à partir de noyaux gazeux existant dans le fluide (Fig. 8). L’effet de 

tension sur le fluide produit de nouvelles cavités. Lorsque les bulles atteignent une dimension 

instable, elles implosent pendant le cycle de compression libérant des énergies très importantes. 

 

Figure n°7 : Représentation des bulles de cavitation sous l’effet des ultrasons (Mason et Paniwnyk, 

2000). 

Lorsque les bulles de cavitation sont générées à proximité de la surface du matériel 

végétal, l’implosion qui en résulte produit des jets de liquide projetés à très grande vitesse (Fig. 

9). Une augmentation locale de la pression (1000 atm) et de la température (5000 K) induit la 

destruction des parois cellulaires de la matrice végétale permettant ainsi la libération des 

molécules d’intérêt dans le milieu environnant (Chemat et al., 2011). 

 

Figure n°8 : Destruction de la membrane cellulaire par l’implosion de bulles de cavitation (Walker, 

1978). 

L’extraction assistée par ultrasons peut être utilisée sur diverses matrices végétales pour 

l’extraction des antioxydants, notamment les composés phénoliques. Généralement, le 

rendement et la cinétique d’extraction sont améliorés (Chemat, 2011). 

II.2.6.2.2. Extraction assistée par micro-ondes  

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques de haute fréquence allant de 300 

MHz à 300 GHz entre les ondes radio et les infrarouges. Sous l’action des micro-ondes, les 

molécules vibrent en libérant de la chaleur rapidement conduisant à une augmentation 
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importante de la température à l’intérieur du matériel végétal et provoquant finalement la 

rupture des cellules. Les composés à extraire sont alors libérés vers l’extérieur et peuvent soit 

constituer directement l’extrait (cas de l’extraction assistée par micro-ondes sans solvant) soit 

se mélanger avec le solvant environnant (cas de l’extraction assistée par micro-ondes avec 

solvant). L’échauffement rapide de la matière constitue l’une des spécificités du chauffage 

micro-onde. Le transfert de chaleur s’effectue de l’intérieur vers l’extérieur du matériel végétal, 

induisant ainsi une cinétique d’extraction plus courte.  

L’extraction assistée par micro-ondes est une technique adaptée pour l’obtention de 

composés antioxydants, notamment les polyphénols. Elle permet aussi de réduire le volume de 

solvant utilisé tout en assurant un meilleur rendement par rapport aux méthodes d’extraction 

classiques (Chemat, 2011). 

II.2.6.2.3. Extraction par fluide pressurisé  

Cette technique d’extraction solide-liquide emploie les mêmes solvants que la macération 

mais à des pressions (100 à 140 atm) et des températures (40 à 200°C) plus élevées pendant un 

temps très court (5 à 15 minutes) (Garcia-Salas et al., 2010). Cette combinaison de hautes 

pressions et de températures situées au-dessus du point d’ébullition du solvant favorise la 

diminution de la viscosité du solvant, du temps d’extraction et la désorption de solutés de la 

matrice végétale.  

En fin d’extraction, l’extrait est récupéré dans un récipient de collecte par un flux de gaz 

neutre comprimé, en général de l’azote. Le processus d’extraction peut être répété plusieurs fois 

avec du solvant frais, ce qui permet d’améliorer le transfert des composés à extraire et le 

rendement d’extraction.  

II.2.6.2.4. Extraction par eau subcritique  

L’extraction par eau subcritique est une variante de la technique d’extraction par fluide 

pressurisé. L’eau chaude maintenue sous sa forme liquide grâce à l’utilisation de hautes 

pression et température est appelée eau subcritique. Lorsque l’eau est chauffée à 250 °C à une 

pression supérieure à 40atm, sa constante diélectrique (ɛ=27) est comparable à celle de l’éthanol 

(ɛ=24) et du méthanol (ɛ= 33) (Luque-García et Luque de Castro, 2003). Ainsi l’extraction 

par eau subcritique permet d’extraire des composés moyennement polaires à non polaires 

contrairement à l’eau à température et pression ambiantes.  

II.2.6.2.5. Extraction par fluide supercritique 

Dans des conditions de températures et de pressions supérieures aux valeurs de ses points 

critiques, le fluide est dit supercritique et présente un état à la fois proche d’un gaz et d’un 

liquide.  
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Le dioxyde de carbone est le solvant le plus largement utilisé en raison de ses conditions 

critiques facile à atteindre (31,1 ºC and 73,8 MPa), sa non toxicité, sa disponibilité. Il est 

également peu couteux, non inflammable et chimiquement stable (Garcia-Salas et al., 2010). 

Lors de l’extraction, le solvant passe de manière continue à travers l’échantillon et les molécules 

d’intérêts sont obtenues sous forme concentrées après élimination du CO2 sous forme gazeuse. 

Ce type de solvant ne convient pas pour l’extraction des polyphénols en raison de leur faible 

polarité. L’ajout d’un co-solvant comme l’éthanol ou le méthanol est nécessaire.  

II.2.6.2.6. Extraction assistée par des enzymes pectolytiques  

Les préparations enzymatiques commerciales contiennent principalement des pectinases, 

des cellulases, des hémicellulases, des glucanases ou encore des tannases. Ces enzymes sont 

couramment utilisées pour fragiliser ou dégrader les parois cellulaires facilitant ainsi la 

libération du contenu intracellulaire. Elles servent donc principalement à améliorer l’extraction 

des polyphénols. Cependant, c’est une technique onéreuse en raison du coût des enzymes 

employées (El Darra, 2013). 

II.2.7. Propriétés chimiques et mécanismes d’action contre les radicaux libres 

 Une propriété importante des groupements hydroxyles des phénols est leur acidité due à 

la labilité des protons, qui entraine la formation d’anions phénoxydes stabilisés par résonnance. 

Cet anion a la possibilité de perdre un électron pour former un radical (Sartori-Thiel, 2003) ou 

être récupéré par un radical libre. La structure aromatique du radical phénoxyde ainsi formé lui 

confère une certaine stabilité, une réactivité plus faible, en raison de la délocalisation du radical. 

Il peut, ensuite, réagir avec un autre radical libre (Korkina et al., 2012). 

Les substitutions les plus rencontrées sur les phénols des végétaux sont la méthylation et 

la conjugaison avec des esters et des glycosides, lesquels peuvent être acylés. (Sartori-Thiel, 

2003). Par conséquent, l’aptitude de certains polyphénols à être naturellement présents sous 

forme glycosidique dans l’aliment leur octroie une biodisponibilité toute relative. En effet, la 

glycosylation, la conjugaison et la polymérisation tendaient à diminuer leur absorption 

intestinale (Manach et al., 2004). 

La grande capacité des composés phénoliques à contrecarrer les radicaux libres, et à 

chélater les ions métaux de transitions est directement reliée à leurs caractéristiques structurales. 

Cette activité est due aux groupements hydroxyles présents sur cycles benzoïques et à la 

proximité des groupes alkyls. Les flavonoïdes est la famille qui réunit toutes ces caractéristiques 

(Rice-Evans et al., 1996). 
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II.2.8. Propriétés biologiques d’intérêt des composés phénoliques  

1.Activité antioxydante : Cette activité est, sans nul doute, celle qui caractérise le mieux, les 

polyphénols, en particulier, les flavonoïdes. En effet, de nombreuses revues leur confèrent le 

rôle d’excellents piégeurs d’espèces réactives directement issues de l’oxygène (O2
-•, HO•, NO•, 

H2O2, 
1O2, HOCl, RO• et ROO•) provenant de biomolécules telles que les lipoprotéines, les 

protéines et les acides nucléiques (ADN, ARN). Cette faculté, est fréquemment citée comme 

étant une clé pour la prévention et/ou la réduction du stress oxydant en lien direct avec des 

maladies chroniques comme les maladies cardiovasculaires, la carcinogénèse et les maladies 

neurodégénératives. Les radicaux libres seraient aussi impliqués dans le processus de 

vieillissement (Quideau et al., 2011). 

2.Activités antibactérienne, antifongique et antivirale : Ces composés jouent un rôle de 

protection des plantes contre les invasions microbiennes, les champignons, et les virus. Ces 

propriétés antifongiques et antivirales trouvent de nombreuses applications en médecine 

humaine (Xia et al., 2011). La vigne, Vitis vinifera, possède des activités antimicrobiennes 

grâce à la présence de nombreux polyphénols, notamment d’acide gallique, d’acides 

hydroxycinammiques, de flavanols, de flavonols, et de tanins (Nassiri-Asl et Hosseinzadeh, 

2009). 

Les composés, appartenant aux acides phénoliques, les plus représentatifs sont les acides 

cinnamiques et caféiques. On les retrouve présents dans le thym et le téragone. Ces composés 

sont particulièrement efficaces contre de nombreuses souches de bactéries, de champignons et 

de virus (Cheng et al., 2008).  

La capacité des tanins à créer des complexes avec les protéines par des liaisons 

hydrogènes, des liaisons hydrophobes ou des liaisons covalentes, leur permet alors de désactiver 

les adhésions microbiennes, enzymatiques et les enveloppes cellulaires transportant les 

protéines des microorganismes (Cowan, 1999).  

3.Activité anti-inflammatoire : Les études de l’activité anti-inflammatoire des flavonoïdes sont 

très répandues, bien que l’inflammation soit un phénomène normal d’autodéfense de 

l’organisme contre des blessures, elle est parfois incontrôlée dans les maladies auto-immunes 

(arthrite rhumatoïde) ou lorsqu’elle est liée aux réponses allergiques (asthme) (Benavente-

Garcia et Castillo, 2008; Conforti et al., 2008). Dans la famille des stilbènes, le resvératrol, 

a montré des propriétés anti-inflammatoires in vivo et in vitro. Les recherches se tournent 

actuellement vers la synthèse de produits à base de resvératrol dans le but de diminuer 

l’utilisation de médicaments synthétiques (Udenigwe et al., 2008). 
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II.2.9. Applications industrielles des polyphénols  

De telles propriétés ont donc été exploitées, et trouvent des applications dans de 

nombreux domaines industriels, agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique. Grâce aux 

propriétés antimicrobiennes de certains polyphénols comme les flavan-3-ols, flavanols et 

tanins, il est désormais possible de développer des conservateurs alimentaires (Daglia, 2012).  

La capacité antioxydante des polyphénols est utilisée dans les produits agroalimentaires pour 

lutter contre la peroxydation lipidique et ainsi permettre une meilleure stabilisation des denrées 

alimentaires. Ils sont également préconisés pour améliorer la stabilité de pigments de jus colorés 

(comme le jus de betterave), d’arômes alimentaires, et rentrent dans la composition de produits 

pharmaceutiques pour des utilisations par voie orale et des cosmétiques pour des applications 

locales (Moure et al., 2001).  

III. Activité antioxydante  

          Radicaux libres, Espèces Réactives d’Oxygène (ERO), Stress oxydant et Antioxydants 

deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la santé et même 

pour le grand public. Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisqu’il faut rappeler que 

dans le milieu des années 50, R. Gerschman puis D. Hartman évoquaient déjà la toxicité de 

l’oxygène et la « free radical theory » pour expliquer le processus du vieillissement. En 1969, 

les Américains Mc Cord et Fridovich isolent à partir de globules rouges humains un système 

enzymatique antioxydant, la SOD, démontrant ainsi pour la première fois que notre organisme 

produit bel et bien des EROs dont il doit se protéger. Cette découverte sera le point de départ 

d’une intense recherche scientifique dans le monde entier sur le stress oxydant et les 

antioxydants (Favier, 2003).  

III.1. Le stress oxydant 

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de 

production des espèces réactives de l’oxygène (EROs) et ceux qui sont responsables de leur 

contrôle et élimination (Sayre et al.,2008 ; Bloomer et al., 2008 ; Browne et al., 2008 ; Power 

et al., 2010). Ce déséquilibre peut se produire quand le système de défense antioxydant est 

surmené par l’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une carence 

d’apport et/ou de production d’antioxydants. L’équilibre ou homéostasie redox est perturbé et 

les cellules deviennent vulnérables aux attaques par les EROs (Mac Laren, 2007).  

III.2. Les radicaux libres  

Un radical libre est défini comme toute molécule ou atome possédant un ou plusieurs 

électrons non appariés (Jacques et André., 2004). Cette molécule est très instable et réagie  
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rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer l’électron nécessaire pour acquérir 

la stabilité. Une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la 

plus proche en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-même un radical 

libre (Martinez-Cayuela, 1995). Sa durée de vie est très courte (quelques millisecondes, voir 

quelques nanosecondes) (Mac Laren, 2007 ; Sayre et al.,2008 ; Goto et al., 2008). 

Les principales espèces réactives de l’oxygène sont le radical superoxyde (O2*-), le 

radical hydroxyle (*OH), le monoxyde d’azote (NO*) ainsi que certains dérivés oxygénés 

réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

et le peroxynitrite (ONOO-) (Jacques et André., 2004 ; Gutteridge, 1993). 

III.2.1. Production des radicaux libres 

Chez les plantes, la source majeure des EROs est le chloroplaste avec la production de 

l’oxygène singulet au niveau de l’antenne des photosystèmes et de l’anion superoxyde qu 

niveau du système de photolyse de l’eau et du PSI 

L’une des sources majeures de production des EROs dans la cellule animale est la chaîne 

respiratoire mitochondriale. Cette production résulte de l’addition d’un électron à l’oxygène 

moléculaire. Une telle réaction est catalysée par la cytochrome oxydase mitochondriale 

(Marfak, 2003). 

O2  +  1e-     O2
.- 

 

Les autres chaînes de transport d’électrons située dans le peroxymes et le RE contribuent 

également à la production du O2־ dans la cellule. D’autre part, les EROs peuvent se produire 

au cours des processus pathologiques ou la production du radical répond à une stimulation et 

intervient dans le processus inflammatoire (NADPH oxydase et xanthine oxydase) 

(Antwerpen, 2006). 

  Une autre espèce réactive oxygénée produite au cours de l’inflammation est le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2). 

Le monoxyde d’azote est produit aussi par un système enzymatique NO synthétase 

(NOS), à des fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages 

(Favier, 2003). D’autres systèmes sont capables de produire les EROs : les réactions catalysées 

par les lipooxygénases et cyclooxygénases dans la voie de synthèse des leucotriènes, et 

prostaglandines (Babior et al., 2002) ; les aldéhydes oxydases ou les protéines hémiques qui  

peuvent oxyder leur fer (I) en fer (III) avec production du radical O2· . 
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L’organisme humain est soumis à l’agression de différents agents capables de donner 

naissance à des radicaux libres. Les rayonnements UV (ultra-violet) induisent la synthèse de 

radicaux libres et de molécules génératrices de radicaux libres par l’intermédiaire d’agents 

photo-sensibilisants. Les radiations ionisantes provoquent également la génération de radicaux 

libres dérivés de l’oxygène (Afonso et al. ,2007). L’ingestion d’alcool est suivie de la formation 

de radicaux libres selon divers mécanismes (Hadi, 2004). Des toxiques, tels que l’oxyde d’azote 

(NO) et le dioxyde d’azote (NO2), présents dans notre environnement (goudron, tabac, polluants 

industriels), sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des alvéoles 

pulmonaires (Hadi, 2004). 

III.2.2. Conséquences moléculaires du stress oxydant 

La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de molécules 

biologiques : oxydation de l’ADN, des protéines, des lipides et des glucides, mais aussi des 

lésions secondaires dues au caractère cytotoxique et mutagène des métabolites libérés 

notamment lors de l'oxydation des lipides (Favier, 2003). La mise en évidence des dérivés de 

l’oxydation de ces différents substrats seront donc des marqueurs de la présence d’un stress 

oxydant (Cano, 2007). 

✓ Oxydation de l’ADN : Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagènes ou l’arrêt 

des réplications de l’ADN. Ils agissent en provoquant des altérations des bases et des pontages 

ADN protéines (Krippeit-Drews et al., 1994). L'attaque radicalaire peut être directe et 

entraîner l'oxydation des bases, donnant naissance à un grand nombre de bases modifiées ou 

indirect résultant de l'attaque des lipides dont la peroxydation génère des aldéhydes mutagènes, 

formant des adduits sur les bases de l'ADN de type MDA-guanine ou éthéno-dérivés. 

✓ Oxydation des protéines : L’action des radicaux libres a lieu sur les chaînes latérales de 

certains acides aminés (groupement thiol des cystéines). Ils sont également responsables de la 

formation de ponts disulfures qui modifient la conformation des protéines et nuisent à leur 

activité biologique (activité enzymatique, transduction d’un signal ou système de transport) 

(Jacques et André, 2004). A proximité des sites de liaison d’ions métalliques peuvent se 

dérouler des réactions d’oxydation qui produisent des acides aminés anormaux.  

✓ Oxydation des lipides : Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la 

cible privilégiée de l'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogène sur les 

carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diène conjugué, oxydé en 

radical peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique provoque la désagrégation des 

membranes biologiques.  
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III.2.3. Alimentation et stress oxydant 

  La production des EROs peut se faire au niveau cellulaire en réponse à divers stimuli, tel 

que la surcharge métabolique elle-même provoquée par une surabondance de macronutriments. 

Ainsi, un repas riche en graisse et en glucides induit une réponse oxydatif et inflammatoire plus 

intense et prolongée avec une production accrue des ERO chez les patients obèses par rapport 

aux sujets normo-pondérés (Patel et al., 2007). Il est possible donc de choisir des aliments 

antioxydants et non inflammatoire afin de minimiser l’inflammation et le stress oxydatif 

postprandial. Une bonne alimentation fournie directement l’essentiel des éléments pouvant 

assurer une bonne défense antioxydante. Cette alimentation devrait garantir : 

♦Un apport en Vitamines A et C, en caroténoïdes et en flavonoïdes qui ont pour rôle la 

neutralisation des entités radicalaires en les piégeant (Scavangers). 

♦ Un apport en oligoéléments (Fer, Sélénium, Cuivre, Zinc et Manganèse) indispensables à 

l’activité des enzymes antioxydantes (Cu, Zn-SOD, Se-GPx). 

Sur la base de ces données, les scientifiques accordent de plus en plus d’importance à une 

alimentation riche en fruits et légumes.  

III.3. Les antioxydants 

         En termes de protection et de préservation des aliments, différentes mesures pour 

contrôler et minimiser l’oxydation de lipides sont recherchées par les industries. L’ajout des 

antioxydants peut prévenir ou ralentir le processus d’oxydation. Actuellement, un regain 

d’intérêt pour les composés phytochimiques comme sources d’antioxydants naturels est 

constaté. L’objectif est de les utiliser dans les aliments et les préparations pharmaceutiques afin 

de remplacer les antioxydants de synthèse, qui sont la cause de risques potentiels pour la santé 

vu leurs effets carcinogènes ou mutagènes (Le Cren, 2004).  

Pour contourner les dommages causés par les EROs, la cellule fait appel à des systèmes 

de défense appelés antioxydants. Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la 

capacité de retarder, prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible (Halliwell 

et Gutteridge, 2007).  

III.3.1. Les différents types d’antioxydants  

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systèmes de défense très 

efficaces pour l’élimination des radicaux libres primaires de façon permanente (Avissar et al., 

1989). Cette ligne de défense est constituée de la superoxyde dismutase (SOD), de la catalase 

et des peroxydases (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006). Ces enzymes antioxydantes 

permettent l’élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes : 
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Superoxyde dismutase  

 

2 O2
.-+2H+      H2O2+O2 

Catalase  

2 H2O2                 2H2O+ O2 

Gluthathione peroxydase  

      H2O2+ 2 GSH     2H2O2 + GS-SG 

Figure n°9 : Réactions enzymatiques de piégeage des EROs (Halliwell, 2006).  

 

Cette deuxième ligne de défense, consiste en un ensemble de composés susceptibles de 

ralentir considérablement les effets des radicaux libres qui n’ont pas été piégés par les systèmes 

de défense précédents. Ce sont des molécules exogènes, apportées par l’alimentation comme 

les vitamines, les minéraux et les polyphénols. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une 

molécule d’antioxydant piège un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner à nouveau, cette 

molécule d’antioxydant doit donc être régénérée (Dacosta, 2003).     

 Plusieurs substances peuvent agir en tant qu’antioxydants in vivo (vitamine E, acide 

ascorbique, β-carotène, flavonoïdes, composés phénoliques etc.) (Kohen et Nyska, 2002). Il 

existe des antioxydants synthétiques largement utilisés (butylhydroxytoluène (BHT) du 

butylhydroxyanisole BHA) et des esters de l'acide gallique (gallate de propyle, gallate doctyle, 

et de dodécyle) et des antioxydants synthétiques moins courant tels que la TBHQ 

(tertiobutylhydroquinone) utilisée pour la conservation des huiles brutes, l'acide 

nordihydrogualarétique (NDGA) et le 4-hydroxyméthyl 2,6-ditertiobutylphénol ou Ionox 100, 

dont les propriétés antioxydantes sont voisines de celles du BHT (Johnson, 1988). 

III.3.2. Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydant  

 Les EROs ont des rôles physiologiques très importants en agissant, à faibles 

concentrations, sur la régulation des réponses biologiques et la transduction du signal (Favier, 

2003).  

 Dans l’ensemble, dans les tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de faire 

face et détruire les radicaux produits ; la balance Oxydants /Antioxydants est en équilibre. Mais 

dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution, …) 

ou d’une diminution des capacités antioxydantes (insuffisance d’apports des micronutriments 

antioxydants, inactivation enzymatiques) un déséquilibre entre la production des radicaux libres 

et le système de défense est à l’origine d’un état redox altéré de la cellule appelé stress oxydant 

(Sohal et al., 2002).  
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 Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et l’organisme par l’apport 

d’antioxydants secondaires (vitamine C, E, caroténoïdes, polyphénols…) (Kohen et Nyska, 

2002).  

III.3.3. Mécanismes d’action des antioxydants  

  Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de l’oxygène 

singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de 

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition. D’une manière générale, un 

antioxydant peut empêcher l’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-même plus 

rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome d’hydrogène 

cas de la vitamine E (α tocophérol) ou d’électrons souvent aromatiques, cas de dérivés du 

phénol (Favier, 2006). 

 Il y a actuellement, un regain d’intérêt pour les composés phytochimiques comme sources 

d’antioxydants naturels. L’objectif est de les utiliser dans les aliments et les préparations 

pharmaceutiques afin de remplacer les antioxydants de synthèse, qui sont la cause de risques 

potentiels pour la santé vu leurs effets carcinogènes ou mutagènes (Le Cren, 2004). 

III.3.4. Méthodes d’évaluation de l’activité antioxydante  

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et de la nature diversifiée des 

antioxydants, il n’y a pas de méthode universelle de mesure de l’activité antioxydante d’une 

façon bien précise (Cristina et al., 2009).  Le plus souvent, il faut combiner les réponses de 

tests différents et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydant de 

l’échantillon à tester (Cristina et al., 2009). 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de l'activité antioxydante, 

nommées d'après le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres,: FRAP 

(Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TEAC 

(Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6-

sulphonate) et DPPH+ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) etc. Les différentes méthodes donnent 

des résultats assez différents et devraient être appliquées préférentiellement pour la 

comparaison de produits similaires (Georgieva et al., 2010). 

✓ Piégeage du radical superoxyde (O2
•-)  

         Cet essai évalue la capacité d’un produit à capturer, l’anion superoxyde O2
•-. Ce radical 

est généré in vitro par le système hypoxanthine/xanthine oxydase. Dans cette méthode, le 

radical réduit le NBT2
+ (Nitro-Blue Tétrazolium) de couleur jaune, en bleu de formazan de 

couleur pourpre qui absorbe à 560 nm. Ainsi, un composé antioxydant capable de capturer 

l’anion superoxyde empêchera la formation du bleu de formazan et la solution restera jaune. 
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✓ Piégeage du peroxyde d’hydrogène (H2O2 scavenging activity) 

 Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du peroxyde 

d'hydrogène est basée sur son absorption dans l'UV. Comme la concentration de H2O2 diminue 

par les composés piégeurs, absorbance à 230nm diminue également. Néanmoins certains 

échantillons absorbent également à cette longueur d'onde, exigeant la réalisation d'une mesure 

à blanc (Malgalhae et al., 2008). 

✓ Piégeage du radical hydroxyle (HO•) 

Le radical hydroxyle (OH•) est un radical libre extrêmement réactif formé dans les 

systèmes biologiques à partir d'anion superoxyde et le peroxyde d'hydrogène en présence des 

ions métalliques comme le fer et le cuivre suivant la réaction de Haber Weiss (Castro et 

Freeman, 2001). Ce radical possède un électron libre avec un potentiel de réduction élevé 

(2310 mV) qui lui permet de réagir avec les lipides, les protéines les polypeptides et l'ADN 

particulièrement la thiamine et la guanine (Siddhuraju et Becker, 2007). 

La capacité des substances à piéger le radical hydroxyle est souvent évaluée par le 

pourcentage d’inhibition de la réaction du radical OH• avec une molécule détectrice (Clement 

et Armstrong, 1972). Les molécules détectrices utilisées dans la littérature, sont nombreuses. 

On peut citer le désoxyribose (Halliwell et al., 1987), la dopamine (Slivka et Cohen, 1985), la 

thymine (Hicks et Gebick, 1986), la 4- nitrosodiméthylaniline (Kraljic et Yrumbore, 1965) .  

✓ Piégeage du radical peroxyle (ROO•) par la méthode de TRAP et ORAC  

         La mesure de l’activité antiradicalaire par la technique de l’ORAC (Oxygen-Radical 

Absorbance Capacity) développée par Cao et al., (1993) est une méthode simple et 

reproductible permettant d’évaluer la capacité antioxydante de différentes molécules. La β-PE 

(β Phycoérythrine) est une protéine fluorescente extrêmement sensible au stress oxydant. En 

présence d’AAPH [(2,2’-azobis (2-amidinopropane) dichloride], un donneur du radical 

peroxyl, la structure tétramérique de la β-PE est modifiée, elle se dimérise. Cette dimérisation 

est dépendante de la concentration en radicaux peroxydes du milieu réactionnel. Elle peut être 

suivie en mesurant la décroissance de la fluorescence de la β- PE en fonction du temps. Cette 

cinétique de décroissance de la fluorescence, est directement reliée à la concentration de 

radicaux libres présents dans le volume réactionnel.  

Dans le test TRAP (total radical Trapping Antioxidant Potential), l’AAPH (Total radical-

trapping antioxidant parameter) est solubilisée en milieu aqueux avec l’antioxydant et un 

indicateur comme le luminol devient luminescent lorsqu’il est oxydé à 37°C.  
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La capacité des antioxydants à bloquer l’oxydation de l’indicateur est comparée à celui 

d’un antioxydant comme le Trolox (témoin) (Schlesier et al., 2002). 

✓ Piègeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH•) 

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (2,2-diphényl-1- picrylhydrazyl) 

fut l'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydant 

des composes phénoliques (Brand-Williams et al., 1995). Il possède un électron non apparie 

sur un atome du pont d'azote (Popovici et al., 2009). 

La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut être suivie par spectrophotométrie 

UV visible, en mesurant la diminution de l’absorbance à 517nm provoquée par la présence des 

extraits phénoliques. Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque l’électron célibataire 

s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des composés phénoliques à 

piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.  

✓ Piégeage du ABTS (2,2’-azynobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid]) 

         La méthode de radicale ABTS est basé sur la neutralisation d'un radical - cation résultant 

de l’oxydation mono électronique du chromophore synthétique 2,2'- azino-bis (3 - 

éthylbenzothiazoline -6- sulfonique acide) (ABTS·) :  

ABTS ·  ABTS·+ + e-. 

         Cette réaction est suivie par spectrophotométrie par la variation de spectre d'absorption 

(Jiri et al., 2010). 

✓ Test de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing - antioxydant Power) 

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite 

par Oyaiz (1986) (Bougandoura, 2013). La méthode de la réduction du fer est basée sur la 

réduction de fer ferrique en sel de fer par les antioxydants qui donnent la couleur bleu (Ou et 

al., 2001). 

✓ Blanchissement de la béta-carotène (β-carotene bleaching method) 

 Cette technique spectrophotométrique développée par Marco (1968), puis légèrement 

modifiée par Miller (1971) consiste à mesurer, à 470 nm, la décoloration du β-carotène résultant 

de son oxydation par les produits de décomposition de l’acide linoléique. La dispersion de 

l’acide linoléique et du β-carotène dans la phase aqueuse est assurée par du Tween. L’oxydation 

de l’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50 °C) de manière non spécifique. L’addition 

d’antioxydants purs (Von Gadow et al, 1997) ou sous forme d’extraits végétaux (Moure et al.,  
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2000; Koleva et al., 2001) induit un retard de la cinétique de décoloration du β-carotène. Cette 

méthode est sensible, rapide et simple.  

✓ Méthode de thiocyanate ferrique (FTC) 

 L'activité antioxydante des extraits de plantes est mesurée par l'inhibition de la 

peroxydation de l'acide linoléique en utilisant la méthode au thiocyanate ferrique selon la 

méthode décrite par (Bidie et al., 2011). 

✓ Méthode de la xanthine oxydase  

 Cette méthode est basée sur l'inhibition de XO (xanthine oxydase) qui conduit une 

diminution de la production d'acide urique, qui a été déterminée par spectrophotométrie. 

(Oskoueian etal., 2011). 

✓ Chélation du fer 

La capacité chélatrice des extraits des plantes est déterminée selon la méthode de Le et 

al. (2007). La méthode est basée sur l'inhibition de la formation du complexe Fe (II)-Ferrosine 

après le traitement des échantillons avec les ions Fe2+ (Benbrinis, 2012). 

VI. Activité antimicrobienne 

 La présence des pathogènes dans les denrées alimentaires est responsable de nombreuses 

maladies qui peuvent être mortelles (Burt, 2004). Au cours des dernières années, l’industrie 

agroalimentaire s’intéresse aux extraits naturels des plantes et principalement aux huiles 

essentielles comme alternatives aux additifs artificiels, d’une part pour conserver les aliments 

et diminuer leur altération et d’autre part pour prévenir et contrôler la croissance des 

microorganismes. 

IV.1. Diversité du monde microbien  

IV.1.1. Les bactéries 

Les bactéries se divisent en deux groupes majeurs : bactéries à gram positif (colorées en 

violet), bactéries à gram négatif (colorées en rose). Cette distinction de réponse à la coloration 

de gram est due à la différence qui existe dans la composition des parois bactériennes ; celles 

des bactéries gram négatif laissent passer la solution alcoolique, tandis que celles des bactéries 

gram positif représentent une véritable barrière que la solution alcoolique ne peut franchir 

(Leclerc et al., 1995 ; Madigan et al., 1997). 

✓ Bactéries gram négatif :Les bactéries Gram négatif possèdent une enveloppe cellulaire 

constituée d'une membrane cytoplasmique (ou membrane interne), d'un périplasme contenant 

une paroi fine et d'une membrane externe ; ces bactéries ayant deux membranes biologiques 

sont qualifiées de didermes.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_n%C3%A9gatif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_cytoplasmique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_interne
https://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9riplasme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_externe
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diderme
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✓ Escherichia coli : Le genre Escherichia fait partie de la famille des entérobactéries et 

comprend cinq espèces dont une seule, Escherichia coli, est utilisée à titre d’indicateur de la 

qualité des eaux. La majorité des souches d'Escherichia coli ne sont pas pathogènes (Edberg 

et al., 2000). C’est la seule bactérie qui soit sans équivoque d’origine fécale et, à ce titre, elle 

est considérée comme un organisme indicateur spécifique d’une pollution fécale. 

✓ Pseudomonas aeruginosa : Cette espèce, connue sous le nom de bacille pyocyanique ou 

bacille du pus bleu, est une bactérie gram-négative du genre Pseudomonas. Elle peut, dans 

certaines conditions, être pathogène. Très résistante, elle est avec d'autres bactéries gram négatif 

de plus en plus souvent responsable d'infections nosocomiales. C'est l'une des bactéries les plus 

difficiles à traiter cliniquement. Le taux de mortalité atteint 50 % chez les patients vulnérables 

(immunodéprimés) (Leclerc et al., 1995). 

✓ Salmonella typhimurium : Les salmonelles (Salmonella) forment un genre de 

protéobactéries appartenant à l'ordre des entérobactéries. Elles provoquent des maladies telles 

que la fièvre typhoïde, la fièvre paratyphoïde et la toxi-infection alimentaire (Leclerc et al., 

1995). 

✓ Acinetobacter baumanii est une bactérie Gram-négatif du genre Acinetobacter. Il s'agit d'un 

germe d'infection opportuniste chez l'Homme, particulièrement chez les personnes 

immunodéprimées. Elle est connue comme agent de maladies nosocomiales où sa transmission 

est manu portés. Elle a aussi été isolé du sol et de l'eau. 

✓ Klebsiella pneumoniae : Le genre Klebsiella (klebsielles), de la famille des entérobactéries, 

comporte cinq espèces dont l'espèce-type Klebsiella pneumoniae est la plus fréquente. La 

Klebsiella est naturellement présente au niveau de certains organes comme le tube digestif ou 

les poumons, mais son action est bien contrôlée par l'organisme, d'où l'absence d'infection.  

✓ Enterobacter cloacae : Enterobacter est un genre de bactérie appartenant à la classe des 

Gamma proteobacteria et à la famille des Enterobacteriaceae. L'habitat est l'intestin de 

l'Homme et des animaux. Enterobacter est aussi trouvé dans les selles, les eaux d’égout, le sol, 

les produits laitiers. Certaines souches du genre Enterobacter peuvent être responsables 

d'infections nosocomiales (Ruiz-Garbajosa et al., 2006). 

✓ Proteus mirabilis est une bactérie de type bacille à Gram négatif appartenant aux 

entérobactéries et au genre Proteus. Elle est commensale du tube digestif des animaux et peut 

être responsable d'infections essentiellement urinaires et cutanées.  

✓ Bactéries gram positifs : Les bactéries Gram positif possèdent une enveloppe cellulaire 

constituée d'une membrane cytoplasmique et d'une épaisse paroi; puisqu'elles n'ont qu'une 

membrane biologique, elles sont aussi appelées bactéries monodermes. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_cytoplasmique
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✓ Staphylococcus aureus : Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, aérobies ou 

anaérobies facultatifs. Le staphylococcus est responsable d'intoxications alimentaires, 

d'infections localisées suppurées et, dans certains cas extrêmes, de septicémies physiques 

(greffe, prothèses cardiaques).  

✓ Enterococcus faecalis est une bactérie commensale habitant le tube digestif des humains et 

d'autres mammifères. E. faecalis peut causer des infections mortelles chez l'Homme et le singe, 

particulièrement dans un environnement hospitalier : le haut niveau de résistance naturelle aux 

antibiotiques de la bactérie contribue à sa pathogénicité et au risque nosocomial. Elle peut aussi 

déclencher des inflammations chroniques de l'intestin (Ruiz-Garbajosa et al., 2006). 

✓ Listeria monocytogenes : C’est la seule espèce du genre Listeria pathogène pour l’homme. 

✓ Bacillus cereus : Les souches de Bacillus cereus sont constituées de bacilles Gram positif. 

Le bacille peut produire six types de toxines, cinq entérotoxines et une toxine émétique, qui 

peuvent être thermostables ou thermolabiles, selon les souches (Logan et al., 2006 ; From et 

al., 2005). 

IV.1.2. Les champignons 

Les champignons sont des organismes eucaryotes pluricellulaires ou unicellulaires. Le 

terme champignon est devenu ambigu car il désigne un taxon obsolète. Ce terme englobe à la 

fois les Fungi (ou Mycota), les Oomycota, les Chytridiomycota et les Mycetozoa. Leurs cellules, 

pourvues d'une paroi chitineuse ou cellulosique, sont immobiles et se nourrissent des molécules 

organiques se trouvant directement dans le milieu. Leur appareil végétatif est un thalle ; ce sont 

donc des thallophytes. 

✓ Candida albicans est l'espèce de levure la plus importante et la plus connue du genre 

Candida. C’est un organisme vivant à l'état naturel dans les muqueuses de l'être humain. On le 

retrouve chez 80 % de la population, et il n'entraine habituellement aucune maladie ou 

symptôme en particulier. 

IV.2. Types d’agents antimicrobiens  

On désigne par agent antimicrobien tout agent inhibant la croissance et/ou la survie des 

micro-organismes (Asada et al., 1998). Ces substances ont une affinité plus importante pour 

les micro-organismes provoquant leur destruction tout en minimisant les dommages qu'elles 

causent à l'organisme (Perry et al., 2002). Il existe trois types d’agents antimicrobiens ; des 

agents physiques, chimiques et chimio thérapeutiques.  

✓ Les agents physiques : Exercent un effet antagoniste vis-à-vis des microorganismes. La 

chaleur ou certains types de radiations ont une action létale qui permet leur emploi dans la 

stérilisation de différents milieux. Les principaux agents physiques sont la chaleur (humide où  
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sèche), les radiations (micro-ondes, rayons ultra-violets, rayons gamma, rayons béta, rayons 

alpha, rayons X). Chaque type de radiation a une longueur d’onde spécifique qui détermine son 

énergie, son mécanisme d’action et son domaine d’application (Bousseboua, 2001). 

✓ Les Agents chimiques : Correspondent aux substances utilisées comme désinfectants et 

antiseptiques. Leur action est létale ou inhibitrice de la croissance microbienne. Les 

désinfectants et antiseptiques les plus largement employés sont les alcools, les composés 

phénoliques qui agissent par dénaturation des protéines et altération des membranes cellulaires, 

les aldéhydes, les halogènes et les détergents (Bousseboua, 2001).  

✓ Les Agents chimio thérapeutiques : Sont des composés chimiques naturels ou de synthèse 

qui inhibe le développement des microorganismes. Ces composés agissent à faibles doses. Ils 

exercent une action très spécifique sur le fonctionnement cellulaire tout en ayant une toxicité 

sélective. Ils inhibent le développement de sa cible ou la tue tout en étant inoffensifs pour l'hôte. 

Dans ce groupe, on retrouve les antibiotiques, les antifongiques et les antiviraux (Guillaume, 

2000). 

✓ Les agents biologiques : 

Les enzymes : Divers enzymes lipidiques pourraient jouer un rôle dans la protection des 

aliments contre les microorganismes. Elles pourraient avoir des applications dans la 

conservation spécialement quand les bactéries sporulantes sont à craindre (Bourgeois et al., 

1996).  

Les huiles essentielles : Sont des molécules actives, impliquées dans les mécanismes de 

défense des plantes ; elles sont issues du métabolisme secondaire. Elles ne participent pas 

directement à la croissance des plantes, mais ont évolué pour leur fournir une protection 

naturelle contre les attaques de microorganismes ou d’insectes. Une partie de ces métabolites 

secondaires se concentre dans les sacs oléifères, qui sont des poches sécrétrices d’huiles 

essentielles. Leur spectre d’action est très étendu, car elles agissent contre un large éventail de 

bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est 

par ailleurs variable d’une huile essentielle à l’autre et d’une souche bactérienne à l’autre 

(Kalemba et Kunicka, 2003). 

IV.3. Huiles essentielles comme agents antimicrobiens  

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis 

l’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20ième siècle pour que les scientifiques 

commencent à s’y intéresser. En effet, de nombreux travaux de recherche ont mis en évidence 

leur puissante activité antiseptique agissant aussi bien sur les bactéries, les champignons 

pathogènes que les virus (Safaei-Ghomi et al., 2010; Belletti et al., 2008). 
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 C’est en 1875 que Buchholtz avait mis en évidence pour la première fois que les HEs sont 

douées d’une activité biocide envers les microorganismes (Pauli et Schilcher, 2010).  

 Les huiles essentielles sont parmi les métabolites secondaires les plus actifs vis–à–vis des 

microorganismes. In vitro, l’effet microbiocide de certaines HEs a même été trouvé supérieur 

à celui des antibiotiques (Valnet et al., 1978).  

 Cette affinité du potentiel antifongique est expliquée par le fait que les plantes sont 

beaucoup plus attaquées par les champignons que par les bactéries (Agrios, 2005). D’autre part, 

les bactéries à Gram négatif sont moins sensibles aux HEs par rapport aux bactéries Gram 

positif grâce à la physiologie de leur paroi (Burt, 2004). 

Les plantes médicinales fournissent également des composés qui n’ont pas 

nécessairement un effet direct sur les microorganismes, mais qui augmentent ou restaurent 

l’activité des antibiotiques en inhibant les mécanismes de résistance. Ces composés 

appartiennent à diverses classes phytochimiques et agissent comme inhibiteurs des pompes à 

efflux (flavonoïdes, terpénoïdes, alcaloïdes), des PBP 2a (penicillin binding protein) (quinones, 

terpénoïdes) provoquant la perméabilité des membranes bactériennes (terpénoïdes) et des 

lactamases (alkyls gallates). 

 Les composants ayant des structures polyphénoliques comme les flavonoïdes et les 

tannins sont fortement actifs contre les microorganismes testés. Les polyphénols entrainent 

notamment des lésions irréversibles sur les membranes et sont utiles contre les infections 

bactériennes, virales et parasitaires, quelle que soit leur localisation (Dugo et al., 1998 ; 

Dorman, 2000; Chaumont et al., 2001). Les monoterpénols, sont connus après les phénols, 

pour avoir une action plus bactéricide que bactériostatique. Ces molécules à large spectre, sont 

utiles dans de nombreuses infections bactériennes. Elles agiraient comme des agents 

dénaturants des protéines ou comme des agents déshydratants (Onawunmi, 1984). Les 

aldéhydes sont également quelque peu bactéricides. Les plus couramment utilisées sont le néral 

et le géranial (des citrals), le citronnellal et le cuminal (Inouye, 2001).  

IV.4. Nature de l’activité antibactérienne  

Lorsque l’on parle d’activité antibactérienne, on distingue deux sortes d’effets (Hammer, 

1999) : Une activité létale ou bactéricide qui est la propriété de tuer les bactéries dans des 

conditions définies et une inhibition de la croissance ou effet bactériostatique. 

 L’activité bactériostatique est plus souvent assimilable aux huiles essentielles que 

l’activité bactéricide. Cependant il a été démontré que certains constituants chimiques des 

huiles essentielles ont des propriétés bactéricides (Kunle et al., 2003; Walsh et al.,2003).  
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 L’effet bactéricide des huiles essentielles riches en monoterpénols et en phénols sur 

Staphylococcus aureus (Desjobert et al., 1986), ou encore celle de l’Origanum compactum sur 

Escherichia coli (Burtet Reinders, 2003) a été mis en évidence. Toutefois, cette action 

bactéricide des huiles essentielles sur la cellule bactérienne demeure encore insuffisamment 

élucidée (Lakhdar et al., 2012). 

IV.5. Mode d’action contre les bactéries 

L’activité antimicrobienne des extraits de plantes est liée principalement aux profils 

chimiques. Plusieurs familles chimiques sont présentes dans la même préparation. Les huiles 

essentielles peuvent comporter plus de soixante composants différents dont le composant 

majoritaire peut constituer de plus de 85% des huiles essentielles (Lahlou, 2004). Cette 

remarquable diversité constitutionnelle permet d’expliquer l’étendu du champ d’action. 

 Cependant le mécanisme par lequel ils agissent sur les micro-organismes reste difficile à 

cerner, chaque constituant de l’huile possédant son propre mode d’action. Il est probable que 

leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable à un mécanisme unique, mais à plusieurs 

sites d’action au niveau cellulaire (Carson et al., 2002) tels que la précipitation des protéines 

et des acides nucléiques (Rafi et al., 1994), l’inhibition de la synthèse des macromolécules 

(ADN, ARN, des protéines et des peptido-glycanes (Combe et al., 1988). Il a aussi été observé 

une diversité d’actions toxiques des HE sur les bactéries comme la perturbation de la membrane 

cytoplasmique, de la force motrice des protons, la fuite d'électron ainsi que la coagulation du 

contenu protéique des cellules. 

 

Figure n°10 : Sites d’action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne (Burt, 2004). 

Le mode d’action des HEs dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des 

composants actifs, en particulier de leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans 

la double couche de phospholipides de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire 

un changement de fluidité de la membrane, une perturbation chémo-osmotique et une fuite 

d’ions (K+). Ce mécanisme a été observé in vitro avec l’huile de l’arbre à thé sur les bactéries 

Gram+ (Staphylococcus aureus) et Gram- (E. coli) et les levures (Candida albicans) (Carson 

et al., 2002; Cox et al., 2000). 
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 L’effet inhibiteur de certains aldéhydes sur des micro-organismes fongiques est 

essentiellement dû d’une part à la réactivité de la fonction aldéhyde avec le groupement thiol 

des acides aminés impliqués dans la division cellulaire et d’autre part à la formation d’un 

complexe entre le donneur d’électron et l’aldéhyde, induisant un changement de l’état ionique 

de la membrane qui se traduit par un déséquilibre d’échange avec le milieu extérieur. Cet état 

entraîne une mort certaine de la cellule fongique (Kurita et al., 1979). 

Les extraits phénoliques possèdent plusieurs modes d’action sur les différentes souches 

bactériennes. Ils sont efficaces contre un large spectre de microorganismes pathogènes et non 

pathogènes. Leur action se déroule en trois phases (Dorman, 2000). 

1. Attaque de la paroi bactérienne par l’extrait végétal, provoquant une augmentation de 

la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires. 

2. Acidification de l’intérieur de la cellule, bloquant la production de l’énergie cellulaire 

et la synthèse des composants de structure.  

3. Destruction du matériel génétique, conduisant à la mort de la bactérie. 

IV.6. Effets antimicrobiens des composants des huiles essentielles 

Les effets des composants des huiles essentielles, comme pour les associations d’antibiotiques, 

sont définies selon quatre interactions possibles : 

✓ Indifférence : L’activité d’une huile essentielle n’est pas affectée par l’autre.  

✓ Addition : l’effet de l’association est égal à la somme des effets de chaque huile essentielle 

étudiée isolément, à la même concentration que dans l’association. 

✓ Synergie : L’effet est significativement supérieur à la somme de chaque huile essentielle 

étudiée isolément, à la même concentration.  

✓ Antagonisme : L’association diminue l’activité de l’une ou l’autre des huiles essentielles. 

Elle est inférieure à la somme des effets de chaque huile essentielle prise séparément.  

Pour les bactéries gram positifs, des associations d’huiles essentielles de cannelle et de thym 

sont synergiques ou indifférentes sur Staphylococcus aureus et sont indifférentes sur le genre  

Bacillus sp. (Hermal, 1993). Pour les bactéries gram négatif, comme Pseudomonas aeruginosa 

et Escherichia coli, les associations ne sont pas plus efficaces que les huiles essentielles pures 

et elles sont souvent indifférentes. Par contre, une prédominance de cannelle est plus efficace 

que celle du thym, contrairement aux bactéries à gram positif (Hermal, 1993). 

IV.7. Facteurs influençant l’activité antimicrobienne des huiles essentielles 

 L’efficacité antimicrobienne des huiles essentielles dépend de deux principaux 

paramètres : La composition chimique de l’HE et le microorganisme resté (type, structure…) 

(Kalemba et Kunicka,2003). 
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IV.7.1. Activité liée à la composition chimique 

 L’activité des huiles essentielles est souvent réduite à l’activité de ses composés 

majoritaires, ou ceux susceptibles d’être actifs. Toutefois, certains composés minoritaires 

pourraient agir de manière synergique (Lahlou, 2004). 

 De nombreuses études ont mis en évidence une activité antimicrobienne qualitativement 

similaire entre les huiles essentielles et leurs composés chimiques testés isolément mais des 

différences quantitatives existent. En effet, l’effet antimicrobien des huiles essentielles est 

supérieur à celui de ses composés majoritaires testés séparément (Lahlou, 2004;  Didry et al., 

1993).  

 Les composés chimiques connus pour leur efficacité antimicrobienne et leur large spectre 

sont les phénols (thymol, carvacrol et eugénol), les alcools, (α-terpineol, terpinen-4-ol, linalol), 

les aldéhydes, les cétones et plus rarement les carbures (Cosentino et al.,1999; Dorman et 

Deans, 2000). Les phénols, dont le thymol et l’eugénol, sont responsables de l’activité 

bactéricide des huiles essentielles qui en contiennent (Burt et Reinders, 2003; Cox et al., 

2000). Ils produisent des dégâts irréversibles au niveau de la membrane (Pibiri, 2008). 

Cependant, les phénols seuls ne sont pas responsables de l’intégralité de l’activité des huiles 

essentielles ; les autres composés chimiques doivent également être pris en compte (Cosentino 

et al., 1999). Les alcools sont généralement plus connus aussi bien pour leur activité létale que 

pour leur action bactériostatique sur les cellules végétatives, en dénaturant les protéines 

(Dorman et Deans, 2000). Les aldéhydes, fortement électronégatif sont de puissants agents 

antimicrobiens en réagissant avec les composés nitrés vitaux (protéines et acides nucléiques) 

des bactéries (Desjobert et al., 1997; Dorman et Deans,2000). 

IV.7.2. Activité liée au microorganisme 

Une huile essentielle peut être biocide vis-à-vis de certaines souches, biostatique vis-à-

vis d’autres ou encore n’avoir aucun effet. Ceci peut être lié au type de microorganisme (Gram 

positif ou Gram négatif), à sa forme planctonique ou en biofilm, à son métabolisme et à sa 

résistance. En effet, les bactéries Gram positif seraient plus résistantes aux huiles essentielles 

que les bactéries Gram négatif (Zaika Spices and Herbs, 1988 ; Santos et Novales, 2012).  

La résistance bactérienne aux huiles essentielles, comme pour tout agent antimicrobien, 

semble être liée à la formation du biofilm. En effet, un isolat clinique récent peut montrer une 

résistance augmentée, pouvant provenir des interactions avec les cellules de l’hôte (Alviano et 

Alviano, 2009), tandis que les microorganismes évoluant sous forme planctonique sont plus 

susceptibles (Fine et al., 2001). 
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IV.8. Méthodes de détermination de l’activité antimicrobienne  

A l’heure actuelle, l’activité antimicrobienne in vitro d’une substance peut être mise en 

évidence par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu’en milieu 

liquide. Des difficultés pratiques liées à l'insolubilité des constituants des huiles essentielles 

dans l'eau, à leur volatilité, à la nécessité de les tester à de faibles concentrations et aux 

problèmes de standardisation des méthodes, peuvent avoir une influence sur les résultats. Les 

différents protocoles peuvent ainsi être classés selon : 

✓ Le milieu dans lequel est réalisé la diffusion de l’huile essentielle (liquide, solide ou gazeux) 

✓ La nature du contact de l’huile essentielle avec le germe : diffusion sur disque, en puits, en 

solution alcoolique ou en dispersion dans un émulsifiant. 

Une première étape consiste à faire un « screening » ou une sélection des huiles ayant un effet 

antimicrobien potentiel. Il s’agit d’une étude préliminaire qualitative. 

Une seconde étape consiste à calculer quantitativement le degré d’activité antimicrobienne des 

huiles essentielles sélectionnées, en déterminant la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) 

et la Concentration Minimale Bactéricide (CMB) de ces huiles. 

La CMI est définie comme étant la concentration la plus faible d'un agent antimicrobien qui 

inhibe la croissance visible d'un micro-organisme après incubation, et la CMB comme la plus 

faible concentration d'antimicrobien qui tue 99,9% des microorganismes après sous-culture sur 

milieu sans antibiotiques (Andrews, 2001; Cosentino et al., 1999). 

IV.8.1. Techniques de screening des huiles essentielles 

IV.8.1.1 Aromatogramme 

C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles 

(Girault et Bougeon, 1971). Cet examen est équivalent à un antibiogramme où les 

antibiotiques sont remplacés par des essences préalablement sélectionnées et reconnues. Il s'agit 

d'une méthode en milieu gélosé. Le contact se fait par l'intermédiaire d'un disque de papier (de 

cellulose) de 6 mm sur lequel on dispose une quantité donnée d'huile essentielle (10 µL) (Bondi 

et al., 1993). Après ensemencement et incubation, le diamètre des zones d’inhibition est mesuré 

(Fig.11). 

 

Figure n°11 : Schéma du principe de la mise en œuvre de l’antibiogramme 
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IV.8.1.2 Technique de diffusion en puits  

Un puits (d’environ 6mm) est creusé au centre de la gélose dans lequel sera coulée une 

quantité d’huile essentielle pure ou diluée. Après incubation, des zones d’inhibition de 

croissance bactérienne sont mesurées (Dorman et Deans, 2000).  

Pour ces deux techniques, la sensibilité du germe testé peut être évaluée selon le diamètre 

d’inhibition obtenu. En effet, la sensibilité d’un germe est nulle pour un diamètre inférieur ou 

égal à 8 mm. Elle est limitée pour un diamètre compris entre 8 et 14 mm, et moyenne pour un 

diamètre entre 14 et 20 mm. Pour un diamètre supérieur ou égale à 20 mm le germe est très 

sensible (Duraffourd et al., 1990). 

IV.8.2. Techniques de détermination de la CMI des huiles essentielles 

IV.8.2.1. Techniques de diffusion en milieu solide  

L’huile essentielle est mélangée aux concentrations désirées avec le milieu gélosé liquéfié 

par simple agitation manuelle. Après refroidissement, le milieu est ensemencé puis incubé 

(Taudou, 1990). L’addition d’un émulsifiant (Tween 80), inerte, stable et dépourvu d’action 

synergique antibiotique, peut être réalisée pour améliorer la solubilité de l’huile essentielle et 

sa diffusion dans la gélose (Perruci et al., 1994).  

IV.8.2.2. Techniques de diffusion en milieu liquide 

✓ Test de microdilution:(Carson et al., 1995) 

 L’incorporation de l’huile essentielle dans le milieu de culture liquide nécessite la 

présence d’un émulsifiant (Tween 80) pour la préparation des différentes concentrations d’huile 

essentielle. La détermination de l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle se fait au 

moyen d’une microplaque de 96 puits. La détermination de la CMI est réalisée en faisant appel 

à un indicateur de croissance en solution (Triphényl Tétrazolium Chloride, TTC). La croissance 

bactérienne est indiquée par l’apparition d’une couleur rouge de la solution témoignant de la 

réduction ou de la précipitation du TTC. La CMI est ainsi déterminée par le puits de la 

microplaque, qui ne montre aucun changement de couleur. La CMB est calculée en prélevant 

10 µL des puits ne montrant pas de croissance bactérienne sur un milieu solide. La plus faible 

concentration tuant 99,9% des micro-organismes en culture sur ce milieu correspond à la CMB. 

✓ Test de macrodilution (Onawunmi 1989)  

 Le principe est le même que celui du test de micro dilution, sauf qu’il est effectué dans 

des tubes contenant l’huile essentielle, à différentes concentrations, incorporée dans un bouillon 

de culture liquide. La CMI est déterminée au niveau du tube ne montrant aucune croissance 

microbienne visible. 
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IV.3.7.2. 3.Techniques de diffusion en phase vapeur 

✓ Méthode des micro-atmosphères : (Kellner et Kobert ,1954) 

 Le disque imprégné d’essence est disposé au centre géométrique du couvercle de la boîte 

de pétri et non pas au contact avec la gélose. Après fermeture de la boite, les substances volatiles 

s’évaporent dans l'enceinte de la boîte. La lecture des résultats de ce test porte sur la croissance 

ou non de l’inoculum, se traduisant par un halo qui sera mesuré par un pied à coulisse. Cette 

méthode ne quantifie pas l'activité antimicrobienne réelle des huiles essentielles ; elle met 

seulement en évidence la sensibilité du microorganisme testé aux constituants volatils à la 

température d'incubation. 

V. Activité insecticide  

Les principales espèces ravageuses des denrées stockées appartiennent aux Coléoptères 

et aux Lépidoptères. En effet, des enquêtes ont révélé que les principaux ravageurs Lépidoptères 

des céréales sont les Sitotroga cerealella (Oliv.), Ephestia kuehniella (Zell.) et Plodia 

interpunctella (Hübn.). Pour les Coléoptères, les principaux ravageurs sont Sitophilus oryzae 

(L.), Rhyzopertha dominica (Fab.), Trogoderma granarium (Everts) et Tribolium castaneum 

(Hbst.). 

 L’utilisation des insecticides chimique constitue à l’heure actuelle la technique la plus 

utilisée pour lutter contre les insectes ravageurs ; le recours aux produits chimique d’origine 

végétale apparait comme la meilleure alternative de lutte propre (Abbassi et al., 2005).  

Face à la demande croissante de promotion d’un développement durable et de la protection de 

l’environnement, des méthodes alternatives sont préconisées. Dans le cas des pays en voie de 

développement, il est urgent de mettre l’accent sur l’exploitation des pratiques locales à travers 

un recensement des composantes de la biodiversité (Kossou et al., 2001). Une sélection selon 

des critères basés sur l’ethnobotanique a plus de chance d’aboutir à la découverte d’un principe 

actif d’intérêt qu’un criblage de plantes effectué au hasard (Lewis et Elvin-Lewis, 1995).  

V.1. Etude bioécologique du Tribolium castaneum 

 Tribolium castaneum représentent une partie très importante des ravageurs de denrées 

stockées (Syed Shayfur et al., 2007). Ce ravageur a été introduit accidentellement en Afrique 

(Ngamo et Hance, 2007). La capacité de cette espèce à trouver sa nourriture, à coloniser le 

milieu infesté et son aptitude à persister dans de petites quantités d’aliment, lui attribuent son 

statut de ravageur. Bien que ce dernier soit secondaire, requérant une infestation préalable par 

des ravageurs primaires, il peut facilement infester le blé ou d’autres graines endommagées 

durant la récolte (Farrell, 2010). Selon un rapport de la FAO (1976 in Delobel et Tran, 1993),  
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il s’agit de l’un des deux insectes les plus nuisibles aux produits céréaliers usinés. 

V.1.1. Caractères généraux des Ténébrionidés 

Les ténébrionidés sont des coléoptères de taille comprise entre 2 mm et 80 mm, de forme 

très variée, à téguments le plus souvent rigides, épais, noirs mat ou luisant, de teinte sombre, 

coloré ou « métalliques » par interférence, avec des yeux généralement grands, ovales ou ronds 

chez certaines sous-familles. Les antennes sont composées de 11 articles, plus rarement 10. Ils 

sont aptères ou ailés. Ils présentent une nervation alaire du type primitif. Ils possèdent 5 sternites 

abdominaux, les pattes sont longues ou tout au contraire contractées, souvent elles sont 

fouisseuses. Certains ténébrionidés ont été signalés comme nuisibles sur les plantes cultivées, 

d’autres s'attaquent aux denrées alimentaires stockées ou emmagasinées. Parmi ces dernières, 

le genre Tribolium comprend deux espèces principales espèces cosmopolites et nuisibles : T. 

castaneum Herbst. Et T. confusum Duv. 

V.1.2. Etude du genre Tribolium 

Les Tribolium sont de petits coléoptères allongés et parallèles de couleur brun-rouge. La 

tête semi-circulaire est large plate à son bord antérieur, aplatie en une sorte de chaperon qui 

couvre les pièces buccales et échancre les yeux sur près de la moitié de leurs surfaces. 

A l'état d’imago, ils ont une longueur de 4 mm, sont peu actifs et fuient la lumière. Il existe 

plusieurs espèces mais deux seulement présentent un intérêt primordial en raison de leur 

fréquence dans les denrées amylacées. Il s'agit de Tribolium confusum DUV décrit sous ce nom 

pour la première fois en 1798 par HERBST.et Tribolium castaneum Herbst.  

Les deux espèces, très semblables d'aspect et de taille identiques, se distinguent par la 

forme de leurs antennes. Chez T. confusum DUV. Les antennes vont en s'élargissant 

régulièrement de la base au sommet, tandis que chez T. castaneum HERBST., les trois derniers 

articles sont nettement plus gros et forment une sorte de massue (Lepesme, 1944). De plus, 

chez T. confusum le bord interne des yeux est surmonté par une crête saillante en une sorte 

d’arcade, ce qui n'est pas le cas chez T. castaneum Herbst.  

Il vole parfois sur de courtes distances mais T. confusum DUV n'a jamais été observé en 

vol, bien que pourvu d'ailes normalement développées.   

V.1.3. Position systématique  

Selon Lepesme (1944) Tribolium castaneum appartient : 

✓ Règne : Animalia 

✓ Sous règne : Metazoa 

✓ Embranchement : Arthropoda 

✓ Classe : Insecta 
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✓ Ordre : Coleoptera 

✓ Sous ordre : Polyphaga 

✓ Famille : Tenebrionidae 

✓ Sous famille : Ulominae 

✓ Genre : Tribolium 

✓ Espèce : Tribolium castaneum. 

V.1.4. Origine et distribution géographique 

 L’origine de cette espèce est à chercher vraisemblablement en Afrique. C’est un ravageur 

doté d’une grande faculté d’adaptation et présente actuellement une distribution cosmopolite. 

Il est plus fréquent sous les climats chauds notamment les tropiques (Delobel et Tran, 1993). 

 Tribolium castaneum est retrouvé sous les écorces des arbres ou sous les branches en 

décomposition. Par la suite il a pu infester les structures anthropogéniques utilisées dans les 

processus d’entreposage des denrées alimentaires. 

V.1.5. Description morphologique des différents stades du Tribolium castaneum 

Dans la farine infestée, les larves, pupes et adultes sont visibles, à cause de leur taille. 

Cependant les œufs sont difficilement reconnaissables, particulièrement à l’œil nu car les 

particules de la farine, adhérant aux œufs, rendent leur identification plus ardue (Leelaja et al., 

2007). 

V.1.5.1. L’adulte 

Tribolium castaneum est un petit coléoptère de couleur brun rougeâtre mesurant 3-4 mm 

de long, son corps est lisse et allongé. Les antennes se terminent par une massue nettement 

distincte (Fig. 12 A). Il se distingue des autres tribolium par la partie ventrale des yeux qui est 

large et qui sont relativement rapprochés. Les élytres présentent des lignes longitudinales 

pointillées. C’est un insecte caractérisé par un dimorphisme sexuel ; le male se distingue de la 

femelle par la présence d’un tubercule pilifère arrondi à la base du fémur antérieur (Delobel et 

Tran, 1993). 

V.1.5.2. L’œuf  

 Les œufs du vers de farine sont blanchâtres ou transparents, avec des particules 

alimentaires adhérentes à leur surface. Ils mesurent 0,61 mm à 0,77 mm de long et 0,35mm à 

0,4 mm de large. Ils sont fluorescents sous des longueurs d’onde de 365 nm (radiations 

ultraviolettes) (Fig.12. A) (Leelaja et al.,2007). 

V.1.5.3. La larve 

Elle est huit fois plus longue que large, pouvant atteindre 6 mm de long à son plein  
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développement et portant trois paires de pattes. Elle est vermiforme, cylindrique, d’une couleur 

jaune très pale à maturité. La tête est brunâtre ornée latéralement de courtes soies jaunâtres. 

 La larve se distingue par une rangée dorsale de courtes soies à la base du dernier segment 

abdominal et d’une paire d’urogomphes recourbée vers le haut, dans un plan perpendiculaire à 

celui du corps (Fig. 12 B) (Delobel et Tran, 1993). 

V.1.5.4. La nymphe 

 Elle mesure 5mm de long, nue, de couleur blanchâtre, devenant progressivement brun 

pale (Fig.12C). Les nymphes femelles se reconnaissent des nymphes males par les papilles 

génitales, situées juste en avant des urogomphes, qui sont nettement plus développées chez les 

femelles que chez les males (Sokoloff, 1974). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°12 :(A) : Adulte ;(B) : Vue dorsale 

de la larve et (C) : Nymphe de Tribolium 

castaneum.  

 

V.1.6. Biologie et cycle de développement  

C’est une espèce très prolifique ; au cours de leur vie, les femelles peuvent pondre plus 

de 1000 œufs (2 à 10 œufs/jour) directement dans le substrat alimentaires (Rees, 2004). Entre 

3 et 12 jours post-oviposition, les œufs vont éclore en petites larves actives, qui restent 

généralement cachées à l’intérieur de l’aliment, loin de la lumière (Mason, 2003). 

 Elles se nourrissent dans le milieu, subissant 5 à 11 mues (fonction des conditions 

individuelles, environnementales et la disponibilité de source d’alimentation) avant de se 

métamorphoser en une nymphe nue. La durée du stade larvaire varie de 22 à plus de 100 jours 

selon la température ambiante. 
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  Le stade nymphal dure huit jours, après cela les imagos vont émerger. Les premiers 

accouplements auront lieux après deux jours de l’émergence des imagos et dureront 3 à 15 

minutes. Leur longévité peut atteindre près de 3 mois (Mason, 2003).  

La durée du cycle complet varie généralement entre 7 semaines à 3 mois. La température 

favorisant le développement de ces insectes est de 20 à 37°C avec 60 à 80 % d’humidité relative. 

Dans ces conditions, la durée d’une génération peut être de 27 à 35 jours. 

Tribolium castaneum ne se développe pas en dessous de 18°C. A une humidité relative 

de 10% le développement de cette espèce peut se faire à 25-28°C et il est impossible à hautes 

températures 35°-38°C (Delobel et Tran, 1993). 

V.2. Ethologie de Tribolium castaneum 

V.2.1. Mobilité 

Tribolium castaneum est un insecte qui se déplace rapidement lorsqu’il est dérangé. 

L’adulte est un très bon voilier ; son vol devient primordial quand l’alimentation est rare ou 

détériorée. Il se déplace de préférence en fin d’après-midi, par temps chaud et calme, migre à 

partir de stocks infestés à la recherche de nouvelles sources alimentaires permettant 

l’oviposition et le développement larvaire. Les adultes peuvent voler 48h après leur émergence, 

les femelles nouvellement émergées (2 à 10 jours) ont tendance à voler plus que les jeunes 

males, qui préfèrent rester dans le substrat pour s’accoupler (Perez- Mendoza et al., 2007). 

V.2.2. Régime alimentaire de Tribolium castaneum 

Le Tribolium rouge de la farine est un insecte, psichophage, mycophage et 

occasionnellement nécrophage et prédateur d’autres insectes. Il a pu être observé dans les 

pourritures et sous les écorces d’arbres (Alabi et al.,2008). 

Au niveau des minoteries, des usines alimentaires, des boulangeries et des habitations, les 

adultes et les larves se nourrissent de farines de céréales et autres produits de mouture. Ils sont 

incapables de perforer les grains ; seul le germe est consommé la plupart du temps (Delobel et 

Tran, 1993). D’autres produits, pâtes, pois, haricots, noix, épices, chocolat, résidus de pressage 

de l’huile et graines oléagineuses peuvent être infestés par les triboliums.  

V.3. Les ennemis naturels de Tribolium castaneum 

Certains arthropodes particulièrement les acariens, tel que Pediculoides vebtricosus 

(Nemp),Acarophenax tribolu (Nemp) tendent à limiter l’activité de tribolium ; deux  

hyménoptères de la famille des bethylides Rhabdepyris zea (Turu et Waters) Sleroderma 

immigrans (Bridw) parasitent les larves (Benazzeddine, 2010). 
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V.4. Pertes et dégâts  

Les céréales et les légumineuses constituent la base de la nourriture des populations 

(Guey et al., 2011). Depuis que les grains sont stockés par l’homme, le problème de leur 

conservation est posé. Il consiste à mettre hors d’atteinte des intempéries, des prédateurs et des 

parasites, des masses de grains plus ou moins importantes pour des durées variables. Les 

agressions d’origines biologiques sont dues à des êtres vivants (rongeurs, oiseaux, insectes, 

acariens et microorganismes). Ce sont les insectes et les acariens, qui causent le plus de dégâts 

aux denrées stockées.  Les dégâts causés par l’infestation d’insecte pendant le stockage sont un 

problème grave, près de 20 à 25% des grains alimentaires sont endommages par des insectes 

nuisibles (Jacobson, 1989).  

Les insectes ravageurs des denrées stockées, majoritairement des coléoptères, peuvent 

causer non seulement une réduction des graines mais également une diminution de la qualité 

des graines et de la viabilité des semences, compromettant leur consommation et leur semis. 

Ces pertes interviennent à tous les stades, de la récolte à la consommation et plus de 30% de la 

production est perdue (Alzouma, 1995 ; Ngamo et Hance, 2007). Cette proportion est plus 

forte en région sahélienne du fait de la longue période de stockage (Ngamo et Hance, 2007).  

Si aucune protection n'est faite après sept mois de stockage, la perte des denrées peut être totale. 

 De plus, l’humidité issue du métabolisme de leurs pullulations et les produits d’excrétion 

azotée favorise l’apparition de moisissures dans les lieux de stockage. Le tribolium recherche 

surtout les denrées amylacées pulvérulentes comme la farine, le son, etc. (Lepesm, 1944). Ce 

parasite infeste aussi le riz, le maïs, le sorgho, le millet, les légumineuses, le manioc et la farine 

de manioc et l’igname. Les adultes et larves se nourrissent surtout des brisures ; ils attaquent 

les grains endommagés et affectionnent les germes des grains (Robiche et al., 2002). Les 

adultes, mais aussi les larves, se nourrissent tout d’abord du germe puis de l’entreposage ce qui 

permet aux insectes de proliférer, cela entraine une augmentation de la température dans 

l’entrepôt, favorisant davantage la prolifération des parasites.  

V.5. Stratégies et moyens de lutte  

La protection des céréales stockées contre les attaques d’insectes et d’acariens soulève 

des problèmes variés et elle doit faire appel à un ensemble de techniques différentes qu’il est 

nécessaire d’appliquer à bon escient. Le souci majeur d’un stockeur est de garder son stock de 

céréale intact. Un ensemble de mesure préventive et curative doivent être prises. Il s’agit de 

toutes techniques destinées à réduire l’infestation au champ, au début du stockage ainsi que 

pendant le stockage. 
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V.5.1. Méthodes traditionnelles 

 Diverses méthodes traditionnelles ont été répertoriées dont le ramassage des graines à un 

stade phénologique précoce, une récolte régulière des gousses dès leur maturité, et une 

association du niébé avec l’arachide ou une céréale lors des cultures. Un séchage (usage de la 

fumée, séchage au soleil) préalable au stockage devient nécessaire jusqu’à l’obtention d’un taux 

d’humidité des graines de l’ordre de 13%. La fumée et la chaleur s’avèrent renfermer une action 

physique quelque peu répulsive voire même insecticide. Un tri de la récolte avant le stockage 

est nécessaire ; Le paysan choisit les graines indemnes pour réduire l’infestation initiale. Un 

nettoyage, soigneusement entrepris, des locaux de stockage, des sacs en jute, et de tous les 

moyens utilisés pour le transport ou la manutention des graines est indispensable. Le stockage 

hermétique est de plus en plus pratiqué en milieu rural (Seck et Gaspard, 1992). 

✓  Un stockage dans des récipients en argile séchée ou dans des fûts métalliques qui doivent 

être remplis au maximum de manière à limiter le volume d’oxygène dans ces enceintes ou dans 

des sacs en plastique est recommandé. Les sacs en polypropylène ayant une doublure en coton 

ont donné des résultats satisfaisants (Caswell et Vanhuis, 1991 in Lienard et Seck, 1994). 

✓ Un mélange aux graines de substances minérales pulvérulentes (cendres, chaux, sable, 

silice, …) peut les préserver d’infestation par les insectes. C’est un procédé très ancien et 

universel. Ces substances pulvérulentes ont pour effet de rayer la cuticule et de blesser les 

articulations qui gêneraient les déplacements et la respiration des insectes. La cendre constitue 

une barrière physique qui empêcherait l’entrée des adultes dans la graine des stocks, diminuerait 

leur oviposition et réduirait leurs émergences (Kossou et Aho, 1993 ; Lienard et Seck, 1994). 

V.5.2. La lutte chimique 

Pour combattre les insectes ravageurs des cultures et des stocks de récoltes, les paysans 

recourent souvent à la lutte chimique, qui représente pour eux la méthode de protection la plus 

efficace pour sauvegarder leurs productions. Au-delà du fait qu’elle soit onéreuse, cette 

méthode présente et génère de nombreux inconvénients à court et à long terme (Seck et al.,1991 

; Gueye et al., 2011). Un mauvais usage de ces produits de synthèse conduit à la fois à de graves 

conséquences sanitaires pour l’utilisateur, le consommateur et ainsi qu’à la pollution de 

l’environnement et à des désordres écologiques (Regnault-Roger et al.,2002; Ngamo et 

Hance, 2007; Toumnou et al., 2012; Adjalian et al., 2014; Kayombo et al., 2014). 

L’usage intensif et répété des produits chimiques non appropriés a provoqué l’apparition 

du phénomène de résistance chez de nombreux ravageurs (Kumar, 1991). Ce phénomène de 

résistance, outre de compromettre l’efficience des mesures de lutte, peut avoir des séquelles  
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préoccupantes sur les plans économiques et sanitaires, mais également écologiques, par 

l’accroissement des doses d’insecticides utilisées. 

Les insecticides utilisés affectent également les populations d’ennemis naturels qui sont 

des organismes utiles. Des études approfondies effectuées sur l’influence des insecticides sur 

les ennemis naturels des ravageurs démontrent clairement que ces derniers perturbent 

sérieusement la relation ravageurs-ennemis naturels, dont la conséquence est non seulement la 

résurgence du ravageur, mais encore plus sa pullulation (Kumar, 1991 ; Ilboudo, 2009). Deux 

principaux genres de produits chimiques sont utilisés pour la conservation des stocks de graines, 

il s’agit des insecticides de contact et des fumigants. 

 Les insecticides de contact sont des produits pénétrant les tissus de l'insecte après avoir 

traversé la cuticule. Les familles d'insecticides les plus utilisées dans les zones de culture sont 

les organophosphorés et les organochlorés suivis par les pyréthrinoïdes et les carbamates 

(Ngamo, 2004). 

 Les fumigants sont des insecticides à haute tension de vapeur qui agissent sous forme 

gazeuse. Ces composés très toxiques pour l’homme et les animaux sont soumis lors de leur 

application à des normes de sécurité très strictes. Par rapport aux insecticides de contact, ils 

possèdent l’avantage de ne laisser aucun résidu sur les denrées. La fumigation est un traitement 

purement curatif. Une fois réalisée, le stock n’est plus protégé contre de nouvelles infestations. 

Dans les pays chauds, la phosphine (PH3) est le fumigant le plus couramment utilisé (Howe, 

1978; Hindmarsh et al., 1978). Certains de ces fumigants comme le bromure de méthyle, ont 

fait l’objet d’une interdiction aux Etats-Unis, depuis 2005, en raison de leur nuisance sur la 

couche d’ozone (Pizano, 2014). 

Compte tenu des effets néfastes de l’utilisation des produits de synthèse sur la santé 

humaine et de l’inefficacité de la plupart des méthodes traditionnelles, d’autres voies de 

protection des récoltes doivent être exploitées. Des voies qui doivent être non seulement moins 

onéreuses mais surtout plus rassurantes sur la santé humaine et sur l’environnement. Parmi ces 

nouvelles alternatives figurent la lutte biologique  

V.5.3. Lutte biologique 

 La lutte biologique ou « biological control » est l’utilisation et la gestion par l’homme 

d’ennemis naturels tels que les prédateurs, les parasitoïdes ou des agents pathogènes pour 

contrôler les populations d’espèces nuisibles et les maintenir à des seuils de nuisibilité 

acceptables et admissibles. Quand l’ennemi utilisé est un insecte, il s’agit d’une lutte à l’aide  

d’entomophages qui peuvent être des prédateurs ou des parasitoïdes. Par contre, si l’ennemi est  

 



                                                                                                    Partie I: Etude bibliographique  

60 

 

un microorganisme, il s’agit d’une lutte microbiologique. En effet, des micro-organismes 

entomopathogènes ‘bactéries, champignons, nématodes, protozoaires et virus) sont également 

introduits dans la lutte biologique (Dajoz, 1982). Bacillus thuringiensis est l'espèce bactérienne 

la plus largement utilisée pour la lutte biologique, avec au moins quatre sous-espèces utilisées 

pour contrôler les insectes nuisibles tels que les coléoptères, les lépidoptères, et les diptères. 

V.5.4. Lutte physique 

Irradiation gamma : Le principe de l’irradiation gamma repose sur l’exposition des 

populations d’insectes, soit à des doses élevées d’irradiation pour tuer tous les stades de 

développement de l’insecte, soit à des doses plus faibles pour les stériliser (Elbadry et Ahmed, 

1975 ; Hekal et El-Kady, 1987). 

Atmosphère contrôlée : L’enrichissement de l’atmosphère par l’azote (N2) ou par le gaz 

carbonique (CO2) fait chuter la teneur en oxygène et ainsi asphyxie de l’insecte. 

V.5.5. Lutte par l’utilisation des plantes  

 L’utilisation des plantes est un moyen de lutte qui fait l’objet de recherches de plus en 

plus poussées (Huang, et al., 1999). Depuis quelques décennies, l’homme s’est intéressé à leurs 

activités biologiques, en particulier celles de leurs composés secondaires considérés comme 

étant des substances pouvant être utilisées contre les pathogènes et les ravageurs. Les 

agriculteurs avaient d’ailleurs coutume de mettre dans les sacs de grains des plantes odorantes 

comme la menthe, l’ail, le laurier, etc… pour protéger leurs stocks contre les insectes. Ces 

végétaux possèdent une action insecticide ou répulsive via des composés volatiles qu’ils 

émettent. L’utilisation de ces substances végétales en tant que biopesticides dans la protection 

des graines de légumineuses a été pratiquée sous plusieurs formes : poudres de plantes, extraits 

aqueux, huiles essentielles et huiles végétales. 

1. Les poudres des plantes : Un nombre important de plantes a été testé sous forme de poudre 

et ont montré une action anti appétante ou répulsive vis-à-vis de plusieurs insectes ravageurs 

des denrées stockées. Ces poudres peuvent provenir de différents organes (feuilles, écorces, 

graines, fruits, etc…) de plantes séchées (Gwinner et al.,1996 ; Suleiman et Yusuf, 2011).  

2.Les extraits aqueux : C’est une méthode de conservation couramment utilisée par les fermiers 

africains qui réalisent un trempage des feuilles de plantes dans l’eau pour obtenir une solution 

à effet insecticide (Gakuru et Fouabi, 1996). Selon Regnault-Roger et Hamraoui (1997), les 

plantes les plus efficaces appartiennent à la famille des Lamiaceae. Les principaux extraits 

aqueux d’origine végétale utilisés contre les ravageurs des grains stockés sont les extraits de 

pyrèthre (Asteraceae), de neem (Melicaeae), de poivron (Solanaceae) et les racines d’Annona 

(Annonaceae) (Gwinner et al., 1996). 
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3.Les huiles végétales : Les huiles végétales ont très tôt été utilisées dans la lutte contre les 

insectes sous forme d’émulsion. Ce sont à la fois des insecticides de contact qui agissent par 

leurs propriétés physiques et chimiques et des adjuvants pour leurs molécules liposolubles et 

synergiques dans certains cas (Regnault-Roger et al.,2002). 

4.Les huiles essentielles : Elles constituent un mélange très complexe de monoterpenoïdes, de 

sesquiterpenoïdes et de phénols bio-génétiquement connexes qui confèrent aux plantes un 

arôme et une saveur uniques (Isman,2000).  Peu à peu, elles ont constitué un remarquable outil 

de défense contre les insectes nuisibles en général et ceux des denrées stockées en particulier 

(Keita et al.,2001). Les plantes insecticides, à travers notamment leur huile essentielle, peuvent 

limiter la dépendance des paysans aux insecticides chimiques de synthèse. L’analyse 

chromatographique de quelques huiles essentielles révèle qu’elles renferment majoritairement 

des monoterpènes hydrocarbonés, composés volatiles qui leur allouent des propriétés 

insecticides. La toxicité de nombreuses huiles essentielles et de leurs constituants a été 

appréciée sur de nombreux ravageurs des graines. Ainsi, les huiles essentielles de Laurus nobilis 

(Lauraceae), d’Origanum glandulosum (Lamiaceae), de Clausena anisata (Rutaceae), de Salvia 

verbenaca (Lamiaceae), d’Eucalyptus globulus (Myrtaceae) ont montré une activité insecticide 

à l’égard de Rhyzopertha dominica, de Tribolium castaneum, de Bruchus rufimanus, de 

Callosobruchus chinensis et de C. maculatus (Ndomo et Ngamo, 2008 ; Kellouche et al., 2010; 

Mediouni-Benjemaa et al., 2012; Righi et al.,2014). Les biopesticides à base d’huiles 

essentielles présentent plusieurs caractéristiques d’intérêt : Ils ont une efficacité à large spectre, 

mais avec une spécificité pour certaines classes d’arthropodes ou ordres d’insectes ; ils sont très 

peu rémanents et peuvent donc être appliqués jusqu’au moment de la récolte. Cette faible 

rémanence permet également aux travailleurs de retourner au champ ou dans une serre dans un 

court délai après le traitement. De plus, les formulations de biopesticides à base d’huile 

essentielle sont stables à la température ambiante et peuvent être entreposées pendant plusieurs 

années. 

V.6.Effet des huiles essentielles sur les insectes  

  Les plantes aromatiques sont parmi les insecticides les plus efficaces d'origine botanique 

et les huiles essentielles constituent souvent la fraction bioactive des extraits de plantes. Ce sont 

des produits qui ne laissent pas de résidus toxiques. Les huiles essentielles ont des effets anti-

appétant, affectant ainsi la croissance, la mue, la fécondité et le développement des insectes et 

acariens. Il y a eu également inhibition complète de la pénétration des larves dans les graines 

traitées au linalool et au thymol. De plus, le thymol s’est avéré inhibiteur de l’émergence des 

adultes (Regnault-Roger et Hamraoui, 1995). 
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 L’octopamine est un neuromodulateur spécifique des invertébrés : cette molécule a un 

effet régulateur sur les battements de cœur, la motricité, la ventilation, le vol et le métabolisme 

des invertébrés. Enan (2000) et Isman (2000) font le lien entre l’application d’eugénol, d’-

terpinéol et d’alcool cinnamique, sur le blocage des sites accepteurs de l’octopamine. En 

général, les huiles essentielles sont connues comme des neurotoxiques à effets aigus interférant 

avec les transmetteurs octopaminergiques des arthropodes. Ces huiles sont donc peu toxiques 

pour les animaux à sang chaud. 

 Les huiles essentielles riches en monoterpènes causent la mort des insectes par inhibition 

de l’activité de l’acetylcholinestérase au niveau du système nerveux (Houghton et al., 2006). 

Elles agissent directement sur la cuticule des arthropodes à corps mou (Isman, 2000). La nature 

lipophile de l’huile essentielle peut dégrader la couche cireuse de la cuticule, des trachées et des 

sacs d’air des insectes et causer des pertes en eau et peut entraîner l’asphyxie. L’huile essentielle 

de Thymus persicus et certaines plantes de la famille de Zingiberaceae possède un effet répulsif 

et toxique vis-à-vis de Callosobruchus maculatus et Tribolium castaneum (Moharramipour 

et al., 2008; Suthisut et al., 2011).   
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I.1. Matériel biologique  

I.1.1. Matériel végétal 

 Le matériel végétal utilisé comprend les branches, les feuilles, les fruits rouges (non murs) 

et les fruits noirs (mûrs) de P. lentiscus (L.) récoltés dans son habitat naturel au niveau de la 

région de Bouira (Fig. 13).   

 

Figure n° 13: Carte géographique de la région de Bouira (Maala). 

 Les feuilles et les branches ont été récoltées au mois d’Avril 2014, les fruits rouges en 

octobre 2014 et les fruits noirs en décembre 2014. L'identification de l'espèce a été réalisée en 

se basant sur la flore de Quezel et Santa, (1962-1963) et validée par des enseignants du 

Département de botanique de l’Ecole Nationale Supérieure Agronomique (ENSA). 

Toutes les parties de la plante ont été nettoyées à l’eau et séchées à l’obscurité pendant une 

quinzaine de jours, dans un endroit sec et aéré, puis broyées finement à l’aide d’un broyeur 

jusqu’à l’obtention d’une poudre végétale qui est conservée à température ambiante dans des 

sacs en papier. 

I.1.2. Matériel microbiologique  

 Les souches de la collection du CRD-SAIDAL, ont été choisies pour leur fréquence 

élevée de contamination. Ce sont des lots de « American Type Culture Collection » ATCC ; 

(Tab. 1).  
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Tableau n°1 : Souches utilisées pour l’étude de l’activité antimicrobienne.  
TSA: (Tryptic Soy Agar): Milieu favorable au développement des bactéries (repiquages des souches), Muller–

Hinton: Milieu favorable à la croissance des bactéries, Sabouraud : Milieu connu comme étant favorable au 

développement des levures.  

                               Les souches           Familles N. ATCC 
Milieu de 

culture 

B
a
ct

ér
ie

s Gram + Staphylococcus aureus Micrococcaceae 6538 

Muller –Hinton 

Gram - 
Escherichia coli Enterobacteriaceae 8739 

Pseudomonas  aerogenosa Pseudomonadaceae     650614 

L
ev

u
re

s 

/ Candida albicans Cryptococcaceae 10231 Sabouraud 

I.1.3. Matériel entomologique  

L'élevage de Tribolium castaneum a été réalisé au niveau du département de Technologie 

Alimentaire de l'Ecole Nationale Supérieure Agronomique. Dans une étuve obscure réglée à 

une température de 30°C ± 0,5° C et une humidité relative de 70 ± 5%, 20 adultes sont placés 

dans des bocaux en verre d'une capacité de 1L contenant 250 g de farine commerciale et 5 g de 

levure boulangère placées au préalable au congélateur pendant 24 h afin de détruire les œufs et 

larves des insectes éventuellement présents. 

I.2. Détermination du taux d’humidité 

La détermination du taux d’humidité des différentes parties fraiches et sèches de P. 

lentiscus (L.), a été réalisée en utilisant un humidimètre à infrarouge de type SARTORIUS MA 

du laboratoire. 

I.3. Screening phytochimique 

L'examen phytochimique est un premier pas dans la recherche des nouvelles molécules 

d’origine végétale ayant des activités biologiques et thérapeutiques. Les tests phytochimiques 

sont basés sur des essais de solubilités des constituants présents dans la plante vis-à-vis des 

solvants organiques de polarité différente et des réactions de coloration spécifique et de 

précipitation.  

I.3.1. Etude qualitative des substances extraites à l'eau à chaude 

Dans un ballon monocol surmonté d'un réfrigérant, 50g du matériel végétal est mis en 

présence de 300 mL d'eau. L'ensemble est porté à reflux pendant une heure. Le mélange est 

ensuite filtré et l'extrait aqueux est soumis à différents tests qualitatifs pour la mise en évidence 

de : 
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✓   Amidon : Chauffer dans un bain marie jusqu'à l'ébullition, 5mL de la solution à tester avec 

10mL d'une solution de NaCl saturée. Ajouter quelques gouttes du réactif de l’amidon. Un test 

positif est révélé par l'apparition d'une coloration bleue-violacée (Bruneton, 1999). 

✓ Saponines : La détection des saponines est réalisée en ajoutant 10mL d'eau à 2 mL de 

l'extrait aqueux. La solution est ensuite fortement agitée et le mélange est mis à incuber pendant 

20 min à l’air libre. L’apparition d’une mousse indique la présence de saponines (Trease et 

Evans, 1987). 

✓ Tannins : La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant à 1 mL de l'extrait 

aqueux, 1mL d'eau et 1 à 2 gouttes de solution de FeCl3 à 1%. L'apparition d'une coloration 

verte indique la présence de tanins (Trease et Evans, 1987). 

✓ Mucilage : A 1 mL de la solution aqueuse sont ajoutées 5 mL d’alcool absolu. La présence 

de mucilage est détectée par l’apparition d’un précipité floconneux. 

✓ Leucoanthocyanes : A 2 mL d’une solution aqueuse, additionner respectivement 1 mL de 

NaOH, 1mL d'eau distillée et 1mL d’acide chlorydrique concentré (HCl) et quelques copeaux 

de magnésium. En présence de leucoanthocyanes, une coloration rose-rouge apparait. 

✓ Caroténoïdes : A une solution aqueuse de 1mL, 3 mL d’acide chlorhydrique (d'HCl) et 3 

mL d’acide sulfurique (H2SO4) sont ajoutés. L’apparition d’une coloration vert bleu témoigne 

de la présence des caroténoïdes (Études rwandaises, 1977). 

✓ Anthocyanes : Leur présence est révélée en traitant 2 mL d’une solution aqueuse avec 2 mL 

de HCI (2N) et quelques gouttes de NH4 OH. Une coloration rose-rouge qui vire au bleu violacé 

indiquent la présence des anthocyanes (Debrayb et al., 1971 ; Paris et al.,1969). 

I.3.2. Etude qualitative des substances extraites à l’éthanol 

  Dans un ballon monocol surmonté d'un réfrigérant, 50g de matériel végétal est mis en 

présence de 300 mL d'éthanol. L'ensemble est porté à reflux pendant une heure. Le mélange 

est ensuite filtré et l'extrait éthanolique est utilisé pour la mise en évidence de : 

✓ Flavonoïdes : La réaction de détection des flavonoïdes consiste à traiter 5 mL de l'extrait 

éthanolique avec l mL de HCI concentré et 0.5g de tournures de magnésium. La présence des 

flavonoïdes est mise en évidence par l’apparition d’une couleur rose ou rouge après 3min 

(Earnsworth, 1974). 

✓ Tannins galliques et cathéchiques : La présence des tannins est mise en évidence en 

ajoutant à 1 mL de l'extrait éthanolique, 2mL d'eau et 2 à 3 gouttes d’une solution de FeCl3 à 

1%. En présence de tannins, une coloration bleue-noire (tannins galliques) verte ou bleue verte 

(tannins cathéchiques) apparait (Trease et Evans, 1987).  
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✓ Composés phénoliques : La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) permet de caractériser les 

polyphénols. A 2 mL de l'extrait éthanolique, une goutte de solution aqueuse de chlorure 

ferrique à 5% est ajoutée. L’apparition d’une coloration bleu-noirâtre ou verte plus ou moins 

foncée, indique la présence de polyphénols (Koffi et al, 2009). 

✓ Terpénoides (Test de Salkowski) : A 0,5g d’extrait sont ajoutés 2 mL de chloroforme et 3 

mL de H2S04 concentré. Une coloration brun rougeâtre de l'interface indique la présence des 

terpénoïdes. 

✓ Stéroïdes et triterpénoides (Test de Liebermann-Burchard) : 1mL d’extrait éthanolique 

est concentré dans une étuve à 60°C. Le résidu sec ainsi obtenu est solubilisé dans 1mL 

d’anhydride acétique ; quelques gouttes d’acide sulfurique concentré sont ensuite ajoutées. 

L'apparition d'une coloration bleu vert indique la présence de triterpénoides et de stéroïdes 

(Trease et Evans, 1987). 

✓ Composés réducteurs : Leur détection consiste à chauffer 1mL de l'extrait éthanolique avec 

10 mL d'eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling. Un test positif est révélé par la 

formation d'un précipité rouge-brique (Trease et Evans,1987) 

✓ Phlobotannins : Dans un tube à essais propre sont ajoutés successivement, 2 mL d’extrait 

éthanolique et 3 mL d'acide chlorhydrique ; le tube est chauffé au BM à 80°C pendant environ 

10 minutes. L’apparition d’une coloration verte rougeâtre indique la présence de phlobatannins. 

✓ Protéines : A 1 mL d’extrait éthanolique sont ajoutés 4 mL du réactif de Folin ; une 

coloration bleue indique la présence des protéines. 

✓ Glycosides : Dans un tube à essais propre sont ajoutés successivement 2 mL d'extrait 

éthanolique et 2 mL d'acide sulfurique ; l’ensemble est mis à bouillir pendant 5 minutes et filtré. 

Un volume de chloroforme est ajouté au filtrat. Après avoir bien mélanger, deux couches 

apparaissent ; la couche organique est prélevée en présence d’ammoniac, une coloration rouge 

rosée indique la présence de glycosides d'anthraquinone dans la couche organique  

✓ Quinones : 1 mL d’extrait est traité par quelques gouttes d’une solution de soude à 10%. 

L’apparition d’une coloration jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones (Oloyede, 

2005).  

✓ Huiles essentielles : 2mL d'extrait sont mélangés avec 0,1 mL d’une solution de NAOH (0.1 

%) et quelques gouttes d’HCl (35-37%) diluée. Un précipité blanc indique la présence des 

huiles essentielles. 
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I.3.3. Etude qualitative des substances extraites à l’acide sulfurique 

 10 g de la poudre végétale sont macérés sous agitation et à température ambiante dans 10 

mL de H2SO4 (96%) dilué (1/10). Le macérât est filtré, et le papier filtre est lavé à l'eau distillée 

de manière à obtenir environ 10 mL de filtrat. L’extrait acide est utilisé pour la détection des 

alcaloïdes. 

✓ A 1 mL de filtrat sont ajoutés 5 gouttes du réactif de Meyer. En présence d'alcaloïdes un 

précipité blanc-jaunâtre apparait. 

✓ A 1 mL de filtrat sont ajoutés 5 gouttes du réactif de Wagner. En présence d'alcaloïdes un 

précipité brun apparait (Paris et al., 1969).  

I.4. Elaboration des coupes histologiques  

La localisation des organes producteurs des huiles essentielles des différents organes de 

P. lentiscus (L.) permet d’appréhender les mécanismes mis en jeu lors de son extraction. Les 

coupes ont été préparées au niveau du laboratoire de botanique de l’Ecole Nationale Supérieure 

Agronomique. Des coupes transversales à main levée sont effectuées sur les branches, feuilles, 

fruits rouges et fruits noirs et sont ensuite colorées. 

 La coloration des coupes nécessite le passage dans différents bains. Elles sont tout 

d’abord placées dans bain d’une solution d’hypochlorite de sodium (eau de javel à 12°) pendant 

20 minutes pour vider les cellules de leur contenu. Elles sont ensuite plongées dans un bain 

d’eau distillée pendant 1 à 5 mn pour rincer l’eau de javel. Par la suite, les coupes sont passées 

dans une solution d’acide acétique à 5% pendant 5 mn afin de faciliter la coloration des parois. 

Puis elles sont plongées dans un autre bain à eau distillée pendant 1 minute pour le rinçage. 

Pour différencier les parois cellulosiques (rose) des parties lignifiées (vert), les coupes sont 

trempées dans un bain contenant un colorant (Carmino-vert) pendant 1 minute puis elles sont 

mises dans un bain d’eau. Les coupes sont finalement disposées entre lame et lamelle et 

observées à l’aide d’un microscope et les meilleures coupes sont photographiées.  

I.5. Extraction des composés du métabolisme secondaire 

I.5.1. Extraction de l’huile essentielle des différentes parties de P. lentiscus (L.) par la 

méthode d’hydrodistillation assistée par ultrasons  

L'extraction des huiles essentielles a été effectuée sur la matière sèche des parties aérienne 

de P. lentiscus L. (feuilles+ branches), fruits rouges et fruits noirs séparément au laboratoire de 

chimie de l’Ecole Nationale Supérieure Agronomique par la technique d’hydrodistillation au 

moyen d'un appareil de type Clevenger. 
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I.5.1.1. Prétraitement dans un bain à ultrason 

 Un prétraitement dans un bain ultrason a été utilisé avant l’extraction par hydro 

distillation. Les prétraitements par ultrasons ont été réalisés sur les feuilles avec branches, les 

fruits rouges et fruits noirs du P. lentiscus (L.) préalablement broyés et mélangé à de l’eau afin 

d’amplifier l’effet du traitement. 100 g de matière végétale, ont été introduits dans 4 béchers à 

raison de 25g de poudre végétale par bécher, tout en ajoutant une faible quantité d’eau distillée 

(20 mL). Ces préparations sont déposées dans un bain à ultrason de type (Transonic TI-H Fisher 

bioblock). Le traitement a été effectué à une fréquence de 25 KHz, à trois puissances différentes 

qui sont respectivement de 20, 40 et 60 w pendant 15 min. Les macéras sont ensuite réunis puis 

transvasés dans un ballon de 2L. L’addition de l’eau distillée a respecté un rapport matériel 

végétal /eau de 1/4, 1/8 et 1/12.  

I.5.1.2. Extraction par hydrodistillation standard 

 L’extraction par hydrodistillation « standard » a été réalisée pendant 30, 60 et 90 minutes 

à partir du début de l’ébullition. Le condensât est recueilli dans une ampoule à décanter et la 

phase aqueuse est séparée de la phase organique (phase supérieure) qui constitue l’huile 

essentielle et qui sera séchée avec du sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) afin d'éliminer toutes 

traces d'eau. L'huile essentielle séchée, séparée du sulfate de sodium par filtration sur de la laine 

de verre, est conservée à 4°C dans un flacon en verre brun fermé hermétiquement en vue de 

son analyse. Le rendement en huile essentielle est évalué à partir de 3 extractions différentes.  

I.5.1.3. Rendement d’extraction   

 Dans le cadre de notre étude le rendement d’extraction en huiles essentielles est 

exprimé en volume de l’huile récupérée en mL pour 100g de matière végétale sèche : 

Avec : 

Rdt%: Rendement en huile essentielle 

VHE : Volume de l’huile essentielle obtenue (mL)               

I.5.1.4. Optimisation du rendement d’extraction par hydrodistillation assistée par 

ultrasons  

Les techniques conventionnelles d’extraction ou d’isolation de composés chimiques de 

matrices végétales présentent souvent des contraintes telles que les faibles rendements, des 

temps d’extraction très longs et l’utilisation de grandes quantités de solvants. 

 

 

Rdt% = VHE / 100 g de matière végétale sèche 
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Le rendement diminue fortement, quand la charge du matériel végétal augmente et quand 

on introduit une quantité d’eau trop importante (Boutejiret, 1990). Afin d’évaluer les 

meilleures conditions pour l’extraction de l’huile essentielle des feuilles/ branches, fruits rouges 

et fruits noir de P. lentiscus (L.), trois paramètres ont été étudiés : le temps d’extraction, la 

puissance de l’ultrason appliquée et le ratio matériel végétal /eau. 

I.5.1.5. Evaluation des conditions optimales d’extraction 

Le plan d’expérience utilisé est un plan composite centré aussi appelé Box-Behnken 

Design (BBD). Au cours de ce plan, 3 paramètres sont étudiés simultanément : temps 

d’extraction, puissance des ultrasons appliquée et ratio matière végétale/eau (Tab. 2).  

Le plan d’expérience et le traitement des données ont été réalisés à l’aide du logiciel 

statistique Design Expert software (9.0.6.2). La méthodologie des surfaces de réponse permet 

de modéliser les réponses obtenues et de déterminer l’optimum de chaque paramètre afin de 

favoriser l’extraction des huiles essentielles des différentes parties de P. lentiscus (L.).  

Ce plan d’expérience a généré 17 essais pour 3 facteurs, avec 5 répétitions au centre pour 

évaluer l’erreur expérimentale et réaliser une analyse de la variance du modèle postulé. 

Tableau n°2 : Niveaux des différentes variables indépendantes du processus d’hydrodistillation assistée 

par ultrasons des feuilles/ les branches, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) sous la forme 

codée et non codée. 

Variables indépendantes 
Niveaux et rangs 

(-1)   (0) (+) 

Temps d’extraction (A, min) 30 60 90 

Puissance de l’ultrason (B, W) 20 40 60 

Ratio eau /Matériel végétal (C, g/mL) 1/4 1/8 1/12 

 

   Les principaux facteurs qui influent sur l'efficacité d'extraction [temps d'extraction (A, 

min), puissance ultrasonore appliquée (B, W) et ratio matière végétale /eau (C, g/ mL)], ont été 

sélectionnés en tant que variables indépendantes qui doivent être optimisés pour l’extraction.  

Un modèle polynomial de second degré, qui relie la réponse aux différentes variables 

indépendantes, est représenté comme suit : 

Y=b0+b1X
1+b2X

2+b3X
3+b11X1

2+b22X2
2+b33X3

2+b12X1X2+b13X1X3+b23X2X3 

 Les données expérimentales pour prévoir les rendements d’extraction sont représentées à 

l'aide de cette équation où :  
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Y est la réponse exprimée en (%),  

b0, b12...b23 : sont des coefficients constants des termes linéaires, quadratiques et d’interaction 

des variables,  X1, X2 et X3 sont les variables codées indépendantes.  

  Les résultats sont analysés en utilisant le logiciel Design Expert software (version 

9.0.6.2). 

I.5.1.6. Modélisation des surfaces de réponse 

 La méthodologie des surfaces de réponse (MSR :Response Surface Methodology) a été 

utilisée pour estimer les effets principaux des facteurs étudiés, temps d'extraction (A, min), 

puissance des ultrasons appliquée (B, W) et ratio matériel végétal /eau (C, g/ mL,) au cours du 

processus d’hydro distillation sur le rendement d’extraction en huiles essentielles.  

        Cette méthodologie vise à déterminer, d’une façon quantitative, les variations de la 

fonction réponse vis-à-vis des facteurs d’influence significative (Goupy, 1999). Cette méthode 

est un ensemble d’outils permettant la compréhension et l’exploitation d’objets simplificateurs 

de la fonction réponse étudiée, plus largement et plus aisément exploitables. 

    Les surfaces de réponses sont obtenues à l’aide du logiciel design expérimental (9.0.6.2), 

qui permet de visualiser les effets combinés de deux facteurs sur la réponse. Les surfaces de 

réponses ont été déterminées pour le rendement d’extraction de l’huile essentielle des 

feuilles/branches, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L) en fonction de deux facteurs 

(rapport eau /matériel végétal, temps d’extraction), (puissance des ultrasons, temps 

d’extraction), (rapport eau /matériel végétal, puissance des ultrasons) tout en gardant le 

troisième facteur à des valeurs constantes. 

I.5.1.7. Analyse de la variance  

 L'analyse de la variance (ANOVA ou Analysis of Variance) permet de comparer les 

variances des valeurs calculées par le modèle et les résidus. Cette analyse constitue un test 

statistique (test de Fisher-Snedecor). Le test de Ficher-Snedecor (F1), si l'équation établit bien 

une relation entre la variation des facteurs et de la réponse. Ces tests statistiques permettent 

d’évaluer la qualité du modèle (descriptive et prédictive), sa validation (Analyse de la variance) 

et la significativité des coefficients (test de Student). 

I.5.2. Préparation des extraits non volatils des différentes parties de P. 

lentiscus (L.) 

I.5.2.1. Extraction par solvants  

 Les extraits ont été obtenus en utilisant la méthode de Soxhlet (l’extraction solide-liquide)  

au niveau du laboratoire de chimie de l’Ecole Nationale Supérieure Agronomique.  
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         Quatre solvants ont été utilisé (Le méthanol, éthanol, acétone et l’hexane). 

 Cette méthode consiste à épuiser la matière végétale à l’aide d’un solvant afin de libérer 

les composés non volatils présents dans les structures vacuolaires par rupture du tissu végétal 

et par diffusion. 

Les différents organes de la plante sèche de P. lentiscus (L.) sont broyés et réduits en 

poudre fine afin d’améliorer le rendement des extractions.  

20 g de poudre sont placés dans une cartouche en cellulose, puis dans le réservoir du 

Soxhlet. Le ballon est ensuite rempli avec 250 mL de solvant et l’extracteur est surmonté d’un 

réfrigérant. A l’aide d’un chauffe ballon, le solvant est porté à ébullition. Le solvant est 

condensé par le réfrigérant puis tombe alors dans le réservoir contenant la cartouche et 

solubilise la substance à extraire. Le réservoir se remplit. Dès que le niveau de solvant est à 

hauteur du coude, le réservoir se vidange automatiquement. Le solvant et la substance à extraire 

sont entrainés dans le ballon. L’expérience est répétée jusqu’à ce que le solvant obtenu soit 

incolore (3h environ). Après l’extraction, le solvant riche en substances extraites, est évaporé à 

sec sous pression réduite dans un évaporateur rotatif (Rotavapor). L’extrait non volatil ainsi 

récupéré est pesé et conservé à 4-6°C jusqu’à son utilisation. 

I.5.2.2. Extraction par l’eau  

Elle est basée sur la préparation d’une décoction. 10g de la poudre végétale sont introduite 

dans 150mL d’eau distillée ; l’ensemble est chauffé à reflux pendant 2h. Après refroidissement 

et filtration, le filtrat récupéré est évaporé à sec sous pression réduite à 65°C à l’aide d’un 

évaporateur rotatif. 

I.5.2.3. Calcul du rendement d’extraction  

Le taux d’extraction est calculé comme suit : 

 

P0 : poids du ballon vide (g). 

P1 : poids du ballon après évaporation du solvant (g). 

E : poids de l’échantillon (poudre) (g). 

I.6.Détermination de la teneur en polyphénols totaux  

Le dosage des polyphénols totaux est effectué par spectrophotométrie selon la méthode 

au réactif de Folin-Ciocalteu décrite par Singleton et al., (1999) en utilisant l’acide gallique 

comme standard. Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de 

groupements hydroxyles présents dans les extraits étudiés. Le réactif de Folin-Ciocalteau 

contient un complexe polymérique d'ions (hétéropolyacides). En milieu alcalin, le réactif de  

Le taux de matière extraite (%) = [(P1-P0)/E] x 100 
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Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ses 

hétéropolyacides, d'où la formation d'un complexe bleu (Daels-Rakotoarison, 1999).  

 0.25 mL d’extrait dissout dans un solvent (Méthanol, Ethanol, eau, acétone et hexane) 

sont mélangés à 1.25 mL de réactif de Folin-Ciocalteu. Après 3 minutes de temps de réaction, 

1mL de solution de carbonate de sodium (Na2Co3 à 75g/l) sont ajoutés. L’absorbance est lue à 

765 nm après 30 minutes d’incubation à l’abri de la lumière et à température ambiante. 

 L’expérience est répétée trois fois pour chaque concentration d’extrait. La même 

procédure est appliquée au standard acide gallique (0-140 mg. L-1).   

La concentration en composés phénoliques totaux est déterminée en se référant à la 

courbe d’étalonnage de l’acide gallique (Fig.1.Annexe) et sera exprimée en mg équivalent 

d’acide gallique par g d’extrait (mg EAG/g d’extrait).  

I.7.Détermination de la teneur en flavonoïdes totaux  

La méthode du trichlorure d’aluminium (AlCl3) modifiée (Lamaison et Carnet, 1990) 

est employée pour déterminer la teneur en flavonoïdes totaux dans les différents extraits étudiés. 

Le trichlorure d’aluminium (AlCl3) forme un complexe avec les flavonoïdes dont on dose 

l’absorbance à 420 nm. Le flavonoïde standard utilisé dans cette méthode est la quercétine. 

         A 1 mL d’extrait dilué dans un solvant (méthanol, éthanol, eau, acétone et hexane) est 

ajouté 1 mL de chlorure d’aluminium à 10%. Le mélange est ensuite vigoureusement agité. 

Après 1h d’incubation à température ambiante, l’absorbance est lue à 420 nm. Cette expérience 

est répétée trois fois. La même procédure est appliquée au standard la quercitrine (0-47 mg. L-

1).   

La teneur en flavonoïdes est déterminée en se référant à la courbe d’étalonnage en 

utilisant la quercétine et sera exprimée en mg équivalent quercétine par g d’extrait (mg EQ/g 

d’extrait) (Fig.2.Annexe). 

I.8. Caractérisation des huiles des différents organes de P. lentiscus (L.) 

 La caractérisation d’une essence consiste à vérifier ses caractéristiques organoleptiques 

(Aspect, couleur, odeur, saveur), à déterminer ses indices physico-chimiques (densité et indice 

de réfraction…), à obtenir son profil chromatographique pour une quantification relative des 

différents constituants. 

I.8.1. Caractérisation des huiles essentielles de P. lentiscus (L.) 

I.8.1.1. Caractéristiques organoleptiques  

 L’analyse sensorielle est une source d’information essentielle qui reflète les expectatives 

et les tendances des consommateurs. L’évaluation des propriétés organoleptiques constitue 
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η20D = ηtD + (t – 20) * 0.0004 

généralement une partie des études visant à analyser les facteurs qui affectent la qualité de 

l’huile essentielle. L'appréciation des caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles 

nécessite l'utilisation de nos sens afin d'évaluer l'aspect, l'odeur, la couleur ainsi que la flaveur. 

Dans cette étude, trois critères, l’odeur, la couleur et l’aspect, sont considérés pour évaluer la 

qualité organoleptique. 

L’odeur : L’odorat est un sens très sensible. Les parfumeurs parviennent à classer et à 

caractériser des substances chimiques et leur perception peut aller jusqu'à dix millionièmes de 

grammes par litre d’air. 

✓ La couleur : La coloration d’une huile essentielle dépend des produits qui la 

constituent. Dans notre cas, elle a été appréciée et décrite visuellement. 

✓ Aspect physique : L’aspect d’une essence végétale change selon les produits qui la 

constituent. Elle peut apparaître sous différentes formes : solide, liquide ou solide - 

liquide. 

I.8.1.2. Caractéristiques physicochimiques  

 La qualité d’une huile et sa valeur commerciale sont définies par des normes admises et 

portant sur les indices physicochimiques. Ces normes ont été déterminées par plusieurs 

organisations internationales (ISO : International standard organisation, AFNOR : Association 

française de normalisation, AOAC : Association of Official Agricultural Chemist). Les 

méthodes utilisées pour déterminer les indices physico-chimiques sont celles indiquées par le 

recueil de normes de l'Association Française de Normalisation (AFNOR).  

1.Densité relative à 20°C (NF 75-111)  

Un volume bien déterminé de l’huile essentielle est pesé à l’aide d’une balance de 

précision. La densité de l’HE est calculée d’après la formule suivante : 

DHE : Densité de l’huile essentielle. 
M1 : Masse en gramme d’un volume d’huile essentielle.  

M2 : Masse en gramme d’un volume d’eau distillé. 

2.Indice de réfraction : L’indice de réfraction des liquides est mesuré à l’aide d’un 

Réfractomètre. L’indice de réfraction ηtD, est calculée selon la relation suivante : 

 

 

t : Température de laboratoire ;  

D : Raie de sodium ; 

 0,0004 : Indice de réfraction quand la température varie de 1° C. 

DHE= M1/M2 
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3.Indice d’Acide (IA) : L’indice d’acide d’une huile est défini comme étant le nombre de 

milligrammes de potassium (KOH) nécessaire pour neutraliser les acides gras libres contenus 

dans un gramme d’huile essentielle. La détermination se fait selon la norme (NF EN ISO 3961, 

1999). 2 g d’huile essentielle sont introduits dans un ballon contenant 5mL d’éthanol neutralisé 

et 5 gouttes d’indicateur coloré (phénolphtaléine). Le liquide est titré avec une solution 

d’hydroxyde de potassium (0,1N) contenu dans une burette jusqu’à l’obtention d’un virage 

persistant de la solution (rose) pendant 30 secondes. Le volume de la solution d’hydroxyde de 

potassium utilisé est noté. L’indice d’acide est calculé par la formule suivante : 

 

IA: Indice d’acide  

V: Volume de KOH utilisé (mL). 

C: Concentration exacte, en moles par  litre de la solution de KOH. 

 

M : Masse de la prise d’essai. 

✓ Indice d’ester : L’indice d’ester est le nombre de milligrammes de potassium (KOH) 

nécessaires pour effectuer la saponification totale des esters sels contenus dans un gramme 

d’huile. 

2 g d’huile sont introduit dans un ballon. A l’aide d’une burette, 25 mL d’une solution 

d’hydroxyde de potassium (0.1N) sont ajoutés ainsi que quelques billes en verre. Un réfrigérant 

à refluer est adapté au ballon sur un bain d’eau bouillante. Le ballon est refroidi, le tube démonté 

et 20 mL d’eau sont ajoutés au bain ainsi que quelques gouttes de solution de phénolphtaléine. 

L’excès d’hydroxyde de potassium est titré avec une solution d’acide chlorhydrique (HCl 0,5 

N). L’indice d’ester est calculé par la formule suivante : 

 

IE : Indice d’ester 

V : Volume en mL de HCl utilisé dans cette détermination 

V0 : Volume en mL de HCl utilisé dans cette détermination de l’essai à blanc  

M : Masse de la prise d’essai. 

 Un essai à blanc a été effectué dans les mêmes conditions opératoires et en utilisant les 

mêmes réactifs, en ajoutant 1mL d’éthanol (0,1 N) neutralisé. 

✓ Indice de peroxyde : Cet indice sert à évaluer l’état de conservation au cours du stockage. 

La mesure est réalisée selon la méthode décrite par la norme (NFT 6220, 1995). 

1g d’huile est dissoute dans 12.2 mL d’une solution d’acide acétique/chloroforme (3:2, V : V). 

15 mL d’une solution de KI saturée sont ensuite additionnés au mélange. Après 5min à 

l'obscurité, 60mL d’eau distillée sont ajoutées. 

 

𝐈𝐀 = V. C. (56.11/M) 

𝐈𝐄 = 28.05. (V − V0)/M 
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   Dans une seconde étape, 1mL d’une solution d’empois d’amidon sont ajoutés (une 

couleur violette apparaît), avant le titrage par la solution de Na2S2O3 à 0,01N, jusqu’à la 

disparition de la couleur violette. Un essai à blanc est réalisé dans les mêmes conditions. 

L’indice de péroxyde est calculé par la formule suivante : 

   

Avec 

V = Volume (mL) de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour le titrage de 

l'échantillon, 

 

Vo = Le volume (mL) de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour l'essai à blanc,  

m = la prise d'essai de l'échantillon exprimée en gramme (g), 

N = La normalité (mol/L) de la solution de thiosulfate de sodium, 

✓ Indice d’iode : L’indice d’iode est la masse d’iode, exprimée en grammes, fixé sur 100 

grammes de corps gras. La détermination est réalisée selon la norme (NF EN ISO 3961, 1999) 

par dissolution d’une prise d’essai dans un solvant et addition du réactif de WIJS. Après 5-10 

minutes l’addition d’une solution d’iodure de potassium et d’eau et titrage de l’iode libéré par 

une solution de thiosulfate de sodium. L’indice d’iode (Ii), exprimé en grammes pour 100g 

d’huile est donné par la formule suivante : 

 

 

C : Concentration, en moles par litre, de la solution de thiosulfate de sodium ; 

V1 : Volume, en mL, de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour l’essai à blanc ; 

V2 : Volume, en mL, de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour la détermination ;  

m : masse, en grammes, de la prise d’essai. 

✓ Indice de saponification : L’indice de saponification qui est déterminé selon la norme (NF 

ISO 3657,1990). C’est la quantité d’hydroxyde de potassium, exprimée en milligrammes, 

nécessaire pour saponifier un gramme de corps gras. La saponification est obtenue à chaud, par 

ébullition à reflux d’un échantillon avec une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium, et 

titrage de l’excès d’hydroxyde de potassium par une solution titrée d’acide chlorhydrique en 

présence de phénolphtaléine. L’indice de saponification (Is) (mg KOH/g de corps gras) est 

donné par la formule suivante : 

 

Où :  

Vo : Volume en mL de la solution titrée d’acide chlorhydrique utilisée pour l’essai à blanc ; 

V1 : Volume en mL de la solution titrée d’acide chlorhydrique utilisée pour la détermination ; 

C : Concentration exacte, en moles par litre, de la solution titrée d’acide chlorhydrique ; 

m : masse en grammes, de la prise d’essai. 

 

𝑰𝒊 =
12.69. 𝐶(𝑉1 − 𝑉2)

𝑚
 

𝑰𝒔 =
(𝑉0 − 𝑉1). 𝐶. 56.1

𝑚
 

     𝑰𝑷 =(V-V0). N.1000/m 
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I.8.1.3. Analyse qualitative et semi-quantitative des huiles essentielles de P. lentiscus 

(L.) par CPG et CPG/SM  

 Les huiles essentielles extraites ont été soumises à des analyses qualitatives et semi-

quantitatives par chromatographie.  

I.8.1.3.1. Analyse qualitative des huiles essentielles par chromatographie en phase 

gazeuse (CPG) 

 L'analyse qualitative par CPG des échantillons d'huiles essentielles a été effectuée au 

laboratoire d'analyse instrumentale du département de Technologie Alimentaire de l'Ecole 

Nationale Supérieure Agronomique l'aide d’un chromatographe Chrompack CP 9002 constitué 

d’une colonne capillaire de phase stationnaire DB5 non polaire d’une longueur de 30 mètres, 

diamètre interne de 0.32 mm et une épaisseur de 0.25µm. La programmation de la température 

est comme suit : 50°C en isotherme pendant 3 minutes puis augmentation de la température à 

raison de 2°C/min jusqu'à 220°C. Le mode d'injection est de type split avec un rapport de 

division de 1/50 ; la température de détection est de 280°C, la pression est de 30 K Pascal ; le 

gaz vecteur utilisé est l’azote avec un débit de 1 mL/min ; Le volume d’huile essentielle injectée 

est de 0.2 µL.  

 L'identification des composés est réalisée par comparaison de leurs indices de rétention 

(indice de Kovats) à ceux cités par la littérature et à ceux de certains étalons disponibles dans 

notre laboratoire. Pour le calcul de ces indices, un mélange d'alcanes (C6 - C24) est injecté dans 

les mêmes conditions opératoires que l'échantillon.  

  Les indices de Kovats (IK) sont calculés selon la formule suivante :  

où 

n : différence des nombres d'atomes de carbone ; 

TRc : temps de rétention du composé étudié (mn);  

TRz : temps de rétention de l'alcane à z atomes de carbone qui précède le composé étudié 

(mn);  

TRz+n : temps de rétention de l'alcane à z+n atomes de carbone qui suit le composé (mn).  

I.8.1.3.2. Analyse semi-quantitative de l’huile essentielle de P. lentiscus (L.) par 

CG/SM 

 Cette analyse a été effectuée au laboratoire de Toxicologie à Institut National de 

Criminalistique et de Criminologie de la Gendarmerie National (INCC/GN) à Bouchaoui, selon 

les conditions opératoires suivantes : 

TRc – TRz 

IR=100 z + 100 n 

TRz+n – TRz 
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✓ Chromatographie phase gazeuse (CPG) : La CG a été réalisée avec programmation de la 

température : 35° C en isotherme pendant 5 min. puis augmentation de la température à raison 

de 6° C/min jusqu' à 250° C. Mode d’injection : Split à T= 250° C. La température de détection 

est de 280° C "interface" et la pression est de 6,75 psi. Le gaz vecteur est l’hélium avec un débit 

de 1 mL/ min. Le volume d’huile injecté est de 0,2 μL.  

✓ Spectrométrie de masse (SM) : La spectrométrie de masse a été réalisée avec un mode de 

détection scan, un potentiel d'ionisation de 70 EV et une pression (Source, analyseur) de 6 psi.  

 L’identification des constituants des huiles essentielles extraites est basée sur la 

comparaison des spectres de masse des molécules inconnues à ceux des composés purs cités 

par la littérature, l’ordre d’élution du composé sur la colonne considérée, la comparaison des 

indices de rétentions en programmation de température à ceux cités par la littérature sur le même 

type de colonne et la proposition et le pourcentage de probabilité de présence du composé, 

fournis par des bases de données du micro-ordinateur couplé au spectromètre de masse. 

I.8.2. Caractérisation de l’huile fixe de P. lentiscus (L.) 

I.8.2.1. Caractéristiques organoleptiques 

 De même que l’huile essentielle, les caractéristiques organoleptiques de l’huile fixe des 

fruits rouges et noirs de P. lentiscus (L.) ont été déterminées. 

I.8.2.2. Caractéristiques physicochimiques  

 Tous les paramètres physicochimiques déterminés pour l’huile essentielle (densité, indice 

de réfraction, indice d’acidité……), ont été également déterminés pour l’huile fixe extraite des 

fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) selon la norme AFNOR. Un autre paramètre 

important est déterminé pour l’huile fixe : l’extinction spécifique en UV à 232 nm et à 270 nm 

qui est considérée comme une image de l’état d’oxydation d’un corps gras. 

➢ Extinction spécifique en UV (Absorbance spécifique dans l’ultraviolet) 

L’oxydation de l’acide linoléique conduit à la formation d’hydroperoxydes linoléique qui 

absorbent la lumière ultraviolette au voisinage de 266 nm. Si l’oxydation se poursuit, il se forme 

des produits secondaires d’oxydation, en particulier des hydroperoxydes et des cétones 

insaturées qui absorbent la lumière à 232 et 270 nm. La détermination des coefficients 

d'absorption spécifique (extinction spécifique) dans le domaine de l'ultraviolet est nécessaire 

pour l'estimation de la phase d'oxydation de l'huile. 

 0,25 grammes d’huile sont dissoutes dans 25 mL de cyclohexane. L’absorbance de la 

solution de matière grasse est mesurée dans une cuve en quartz à l’aide d’un spectrophotomètre 

U.V/Visible (de type UNTCAM HELIOS) aux longueurs d’onde spécifiques de 232 et 270 nm. 
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          Les coefficients d’extinction K232 et K270 sont exprimés par l’équation suivante : 

 

 

Où : 

K : Extinction spécifique à la longueur d’onde λ; 

A λ : Absorbance mesurée à la longueur d’onde λ; 

C : La concentration de la solution (g/100ml); 

I : Epaisseur de la cuve en centimètre (1cm). 

I.8.2.3. Détermination de la composition chimique  

I.8.2.3.1. Composition en acides gras 

 L’identification des acides gras (AG) est réalisée par chromatographie en phase gazeuse 

(CPG, après leur transformation préalable en esters méthyliques des acides gras (EMAG) de 

façon à accroitre leur volatilité (Kayoks et al., 1994).  

✓ Préparation des esters métyliques des acides gras 

 Les esters méthyliques se forment par transestérification dans une solution méthanolique 

d’hydroxyde de potassium comme phase intermédiaire avant la saponification (point 5 de la 

méthode ISO 5509 2000, point 5 de la méthode IUPAC 2.301). Cette technique permet de 

séparer les EMAGs en fonction de leur nombre d’atomes de carbone mais aussi en fonction du 

nombre et de la position des doubles liaisons, ainsi que d’éventuels groupes fonctionnels 

(Beretz.et al, 1982). 

 Dans une éprouvette à bouchon vissant de 5 mL de capacité, peser 0,1 g de l’échantillon 

d’huile ; les dissoudre dans 2 mL d’Hexane et agiter. 0,2 mL d’une solution méthanolique 2 N 

d’hydroxyde de potassium sont ensuite ajoutés ; Le tube est bouché à l’aide d’un bouchon muni 

d’un joint en PTFE puis agité énergiquement pendant 30 secondes. Il est ensuite laissé à 

décanter jusqu’à ce que la partie supérieure de la solution devienne claire ; La couche supérieure 

héxanique, est celle qui contient les esters méthyliques. 

✓ Chromatographie en phase gazeuse des E.M.A.G 

 La chromatographie en phase gazeuse (C.P.G) est la principale technique pour déterminer 

le profil d’acides gras des huiles. L'analyse des esters méthyliques est réalisée à l'aide d’un 

chromatographe Chrompack CP 9002 muni d'un détecteur à ionisation de flamme (FID), 

constitué d’une colonne capillaire de phase stationnaire non polaire DB 5, d’une longueur de 

30m et un diamètre de 0.32m et une épaisseur de 0.25µm.  La température est programmée à 

50C°en isotherme pendant 3 minutes puis la température est augmentée à raison de 2°C/min 

jusqu'à 250°C. Un mode d'injection split avec un rapport de division de 1/100 a été utilisé ; la 

K= Aλ/ C* l 
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température de détection est de 280°C ; la pression est de 30 K Pascal ; le gaz vecteur utilisé 

est l’Azote avec un débit de 1mL/min. Le volume d’huile injectée est de 0.8µL. 

 L’identification des acides gras est réalisée par comparaison des temps de rétention avec 

ceux d'un mélange d'esters méthyliques standard. La détermination des pourcentages est basée 

sur la méthode de normalisation interne admettant que la somme des aires des pics représente 

la totalité des constituants. 

La teneur en un constituant donné i, exprimé en, pourcentage de masse des esters méthyliques 

est donné par la formule suivante : 

 

Avec Si : surface du pic correspondant au composé i. 

 A partir de la composition en acide gras de nos huiles, l’indice de peroxydation (PI), est 

calculé selon l’équation proposée par Song et al. (2000).  

 

  PI = (% monoénoïque x 0.025) + (% diénoïque x 1) + (% triénoïque x 2) + (% tétraénoïque x4) + 

(% pentaénoïque x 6) + (% hexaénoique x 8). 

 

Cet indice renseigne sur la qualité de l’huile.  

I.8.2.3.2. Extraction de l’insaponifiable (Norme française T60 205) 

 L’insaponifiable d’un corps gras correspond à l’ensemble des constituants qui, après 

hydrolyse basique (saponification), sont peu solubles dans l’eau et solubles dans les solvants 

organiques (WOLF, 1968). Le principe de cette méthode repose sur la saponification d’une 

prise d’essai de 5 g d’huile (soit M cette masse) par 50 ml d’une solution de potasse éthanolique 

(2N) à chaud, sous reflux pendant 20 min. Après l’ajout de 50 ml d’eau distillée, les substances 

insaponifiables sont extraites par l’éther diéthylique suivi d’un lavage avec l’eau distillée 

jusqu'à réaction neutre de lavage. La phase organique est ensuite filtrée sur le sulfate de sodium 

anhydre et évaporée sous vide par un évaporateur rotatif. Le résidu ainsi obtenu est séché à 150 

°C puis laissé refroidir dans un dessiccateur (Soit m la masse trouvée). La teneur des 

insaponifiables est déterminée par la relation suivante : 

 

I.8.2.3.3. Extraction des phosphatides 

Les phosphatides sont formés de mélange complexes de plusieurs classes de composés 

où entrent les acides gras, le glycérol, l’acide phosphorique et, dans certains cas, des bases  

% i = (Si / Σ S) x 100 

% insaponifiable = (m/M).100 
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alcooliques azotées ou des acides aminés. Leur faible solubilité dans l’acétone permet de les 

précipiter de manière simple et de les doser par gravimétrie. Le dosage est effectué selon la 

méthode décrite par Wolf, (1969).  

La prise d'essai est traitée par l'acétone puis la solution obtenue est filtrée, le filtre et le 

résidu sont lavés avec le même solvant. Le filtre est séché à l'étuve puis pesé après 

refroidissement. 

25g d’huile (l’extrait à l’hexane) sont dissous dans 200 mL d’acétone, soit P cette masse. 

Après 2 heures à 4°C, la solution est filtrée sur un filtre taré. Ce dernier est ensuite lavé avec de 

l’acétone jusqu'à ce que le solvant de lavage ne contienne plus de corps gras. Sécher le filtre à 

100-105°C et le peser après refroidissement au dessiccateur. Soit P1 ce poids. 

La teneur en phosphatides est donnée par la formule suivante : 

 

I.8.2.3.4. Détermination de la teneur en pigments  

1.Les caroténoïdes : La détermination de la teneur en ces pigments dans l’huile est basée sur 

une méthode spectrophotométrique, l’absorption se fait à 470 nm. 7,5 grammes d’huile sont 

introduits dans une fiole jaugée de 25 mL qui sera remplie, jusqu’au trait de jauge par du 

cyclohexane. L’absorbance de la solution obtenue est mesurée par rapport à celle du solvant à 

470 nm (Mosquera Minguez et al., 1991). La teneur en caroténoïdes est déterminée selon la 

formule suivante : 

 

2.Les Chlorophylles 

 La détermination de la teneur en pigments chlorophylliens dans l’huile est effectuée selon 

la méthode décrite par Wolff, (1968) et Mosquera Minguez et al. (1991). 5 mL d’huile sont 

dissout dans 5 mL de tétrachlorure de carbone. Après homogénéisation, les absorbances à 670, 

630 et 710 nm sont mesurées. La teneur en chlorophylles est calculée selon la formule suivante : 

 

 

 

A 630 : absorbance à 630 nm par rapport à une cuve de référence contenant de tétrachlorure de 

carbone. 

A 670 : absorbance à 670 nm 

A 710 : absorbance à 710 nm 

L : trajet optique = 1 cm 

0,1086 : coefficient lié à l’appareil. 

 

 

  Phosphatides (%) = (P1/P) x100 

Carotène (ppm) = (A470 × 25 × 10000) / (2000 × 7,5) 

Chlorophylles en ppm (mg/kg) =A670- [(A630+A710) /2] /0.1086 

*L 
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I.9.Evaluation de l’activité antioxydante des extraits de P. lentiscus (L.)  

   L’évaluation de l’activité antioxydante in vitro de l’huile essentielle et des extraits non 

volatils des différentes parties aériennes de P. lentiscus (L) a été réalisée par trois méthodes : 

le piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir réducteur et le piégeage du radical libre ABTS. 

Le pouvoir antioxydant a été comparé à un antioxydant de synthèse (BHT). 

I.9.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) 

 Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants à piéger le radical  

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est réduit (non radical) en acceptant un 

atome d’hydrogène. Le DPPH est un radical stable et il présente en solution une absorption 

caractéristique à 517 nm qui lui confèrent une coloration violette (Fig. 14). Cette couleur 

disparaît rapidement lorsque le DPPH est réduit par un capteur de radicaux libres.  

 

DPPH*+ (AH) n DPPH-H+ (A*) n 

Où: (AH) représente un composé capable de céder un hydrogène au radical DPPH (violet) 

pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) (Brand-William et al., 1995). 

 

Figure n° 14 : Forme libre et réduite du DPPH (Brand-Williams et al., 1995). 

Cette étude est réalisée en suivant la méthode décrite par Hazzit et al. (2009).  

25µL de dilutions des huiles essentielles et d’extraits testés sont mélangés dans la cellule placée 

dans la cuvette du spectrophotomètre avec 975µL d’une solution méthanolique de DPPH 

(0.0024g/100 méthanol). Après 30 minute d’incubation à l’abri de la lumière, de l’oxygène 

atmosphérique et à température ambiante, l’absorbance est lue à 517 nm. 03 répétitions sont 

réalisées pour chaque concentration et pour chaque échantillon. La même procédure est 

appliquée aux témoins (BHT : références de comparaison). 

Le pourcentage d’activité antioxydante (I%) est calculé selon la formule suivante : 

 

Avec :  

Ablanc : Représente l’absorbance du DPPH au temps zéro avant l’addition de l’échantillon 

(huile essentielle, extrait ou témoin) à une concentration donnée ; 

Aéch : Absorbance de l’échantillon testé après 30 min. 

 

I% = ⌊(𝑨𝒃𝒍𝒂𝒏𝒄 – 𝑨 é𝒄𝒉)/𝑨 𝒃𝒍𝒂𝒏𝒄 ⌋ × 𝟏𝟎𝟎 
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I.9.1.1. Détermination de la concentration inhibitrice de 50 % des radicaux (IC50)  

 L’IC50 (concentration inhibitrice de 50 %) appelée aussi EC50 (Efficient concentration 

50), est définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants nécessaire pour 

inhiber ou faire disparaitre 50 % des radicaux libres. Elle est obtenue à partir de l’équation de 

la courbe de l’activité antioxydante (%) en fonction de la concentration de l’antioxydant. La 

capacité antioxidante d’un composé est d’autant plus élevée que son IC50 est petite. 

I.9.2. Mesure du pouvoir réducteur  

Le pouvoir réducteur est une analyse de l’activité antioxydante rapide, reproductible, et 

facile à exécuter. Cette méthode est basée sur la capacité des phénols totaux à réduire le fer 

ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+.  

 L’estimation du pouvoir réducteur des échantillons étudiés est évaluée par la méthode 

décrite par Oyaizu, (1986). À 0.125 mL de la solution de l’échantillon, on ajoute 2.5 mL d’une  

solution tampon phosphate (0.2M ; pH=6.6) et 2.5 mL d’hexacyanoferrate de potassium à 1% 

(p/v). Le mélange est incubé pendant 30 min à 50°C. Par la suite de 2.5 mL d’acide 

trichloroacétique à 10% (p/v) sont ajoutés. Le tout est centrifugé 10 mn à 1500 tr/ min en cas 

de précipité. A 2,5 mL de la phase supérieure sont ajoutés 2.5 mL d’eau distillée et 0.5 mL de 

chlorure ferrique FeCl3 (0.1%) (p/v). L’absorbance est mesurée à 700 nm. La mesure a été 

répétée 3 fois pour chaque concentration de chaque échantillon étudié. Le BHT a été utilisé 

comme témoin positif. 

 La valeur IC50 est la concentration efficace donnant une absorbance de 0,5 et elle est 

obtenue à partir de l’équation de la courbe du pouvoir réducteur exprimé en absorbance en 

fonction de la concentration de l’antioxydant.  

I.9.3. Le test ABTS ou 2, 2-Azino-bis (3-rthylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) radical 

scavenging activity  

 La méthode à l’ABTS est basée sur l’évaluation du degré de réduction du cation ABTS 

(vert) obtenu par oxydation avec du persulfate de potassium pendant 12-16 h à 4°C à l’abri de 

la lumière (Scalzo et al., 2005).  

 Le radical ABTS+ (absorbant à 734nm) est formé par perte d’un électron e- d’un atome 

d’azote de l’ABTS. En présence de Trolox (ou d’antioxydant donneur de protons H+.), le radical 

d’azote concerné piège un H+., conduisant à formation d’ABTSH+ qui entraîne la décoloration 

de la solution (Fig.15). 
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Figure n°15: Formation et piégeage du radical ABTS+ par un antioxydant donneur de proton. 

 L’inhibition du radical ABTS+ est effectué selon la méthode décrite par Cavar et al., 

(2012). Les solutions d’ABTS à 7.00mM et de persulfate de potassium à 2.45 mM sont 

mélangés en quantités égales. La solution obtenue est laissée pendant 12 heures à température 

ambiante à l’abri de la lumière. Elle est ensuite diluée en mélangeant 1 mL d’ABTS avec 60 

mL d’éthanol de manière à obtenir une absorbance au spectrophotomètre de 1,00±0.02 à 734 

nm. L’ABTS+ est utilisé comme témoin négatif et le BHT comme témoin positif. Le test ABTS 

effectuée pour les huiles essentielles, les extraits et le BHT est réalisé en diluant la solution 

ABTS avec l’éthanol jusqu’à une absorbance de 1±0.02 à 734nm. L’éthanol est utilisé pour 

régler le zéro.  

On ajoute à 1 mL de la solution ABTS+ 25 µL de l’échantillon. Après 7 minutes l’absorbance 

est mesurée à 734 nm. 3 répétitions pour chaque concentration ont été réalisées. 

L’activité antiradicalaire des échantillons testés, exprimée en pourcentage d’inhibition d’ABTS+ 

est calculée selon la formule suivante :  

Avec : 

A0 : Absorbance de l’ABTS seul (témoin négatif) 

A : Absorbance de l’ABTS + échantillon à tester. 

Le pourcentage d’inhibition après 7 min a été tracé en fonction de la concentration, et 

l’équation de la courbe a été utilisée pour obtenir la valeur d’IC50. La concentration inhibitrice 

de 50% du radical ABTS est calculée de la même manière que celle utilisée pour le radical 

DPPH.  

I.10.Evaluation de l’activité antimicrobienne de P. lentiscus (L.) 

 Cette étude consiste à mettre en évidence le pouvoir antimicrobien de nos échantillons 

d’huiles essentielles et d’extraits des différentes parties de P. lentiscus (L.) par une méthode 

qualitative et une méthode quantitative. 

I.10.1. Etude qualitative de l’effet antimicrobien de l’huile essentielle et des extraits 

étudiés par la méthode de diffusion sur milieu gélosé 

 La méthode utilisée pour évaluer l’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des 

extraits de P. lentiscus (L.) est celle de la diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques de  

I (%)= [(A0-A) / A0] ×100 
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cellulose stériles appelés aromatogrammes. Cette technique permet de déterminer la sensibilité 

des germes vis-à-vis des extraits végétaux étudiés. C’est une technique validée par le laboratoire 

de microbiologie du CRD-SAIDAL. Son principe est tiré du titrage des antibiotiques 

(Pharmacopée Européenne, 2008).  

 Cette méthode consiste à déposer un disque stérile en cellulose de 9 mm de diamètre 

imprégné de la solution à étudier sur la surface d’une gélose préalablement coulée dans une 

boite de Pétri et ensemencée avec le micro-organisme à tester. Après incubation, la lecture des 

résultats se fait par la mesure du diamètre (en mm) de la zone claire indemne de colonies autour 

du disque absorbant, appelée halo ou zone d’inhibition. L’effet du produit antibactérien sur la 

cible est apprécié fonction du diamètre d’inhibition (Hellal, 2011). 

 Les milieux gélosés de Muller-Hinton et de Sabouraud sont mis à fondre dans un bain 

Marie à 95°C. Une première couche est versée aseptiquement dans des boites de Pétri à raison 

de 15mL par boite avec 3 répétitions par souche. Les boites de Pétri sont laissé à refroidir et à 

solidifier sur la paillasse. 

 L’inoculum est préparé à partir de jeunes cultures (18h à 24h pour les bactéries et 48h 

pour les levures). Des suspensions microbiennes troubles sont réalisées en prélevant plusieurs 

colonies bien isolées et identiques et en les déposant dans 5 mL d’eau physiologique stérile. 

Les tubes sont agités au vortex pendant quelques secondes jusqu’à l’homogénéisation ;  

Une première lecture de la densité optique de la suspension est réalisée à l’aide d’un 

spectrophotomètre à une longueur d’onde de 620 mm en estimant la transmission entre 22 et 

32% (0.2 à 0.3) pour les bactéries et entre 2 et 3% pour les levures, ce qui correspond à une 

concentration de 107 à 108 germes/mL. Si une des valeurs trouvées à la première lecture n’est 

pas comprise dans l’intervalle, elle est ajustée en ajoutant de l’eau physiologique si elle est 

supérieure à la valeur maximale ou en ajoutant des colonies si elle est inférieure à la valeur 

minimale, jusqu’à l’ajustement de la suspension aux valeurs désirées. L’inoculum doit être 

utilisé dans les 15 min qui suivent sa préparation. 

 La deuxième couche est préparée à partir des deux milieux MH et SAB fondus dans un 

bain Marie à 95°C, puis refroidis jusqu'à une température de 45°C ; 50 mL de chaque milieu 

sont transvasés dans des flacons stériles. Les milieux sont ensemencés avec 200 µL de chaque 

suspension microbienne prélevée à l’aide d’une micropipette stérile. Les flacons sont agités 

manuellement ; puis 5 mL de chaque milieu ensemencé sont déposés rapidement sur la surface 

de la première couche (couche support) de gélose solidifiée. La couche est immédiatement 

étalée en faisant pivoter la boite de pétri sur elle-même pour avoir une surface uniforme. Les 

boites de pétri sont laissées à solidifier sur la paillasse. 
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 Un disque de cellulose stérile est prélevé aseptiquement à l’aide d’une pince stérile. A 

l’aide d’une micropipette, les disques sont imbibés avec 3µL de l’huile pure ou de la solution 

d’extrait. Les disques sont ensuite déposés sur la surface de la gélose préalablement préparée et 

laissés à diffuser pendant 30 mn. 

Les boites sont ensuite mises à incuber à 37°C pendant 24h pour les bactéries et à 25°C 

pendant 48h pour les levures. Pour chaque expérimentation, 3 répétitions ont été réalisées. 

La lecture des résultats est réalisée par la mesure des diamètres des zones d’inhibition 

pour chacune des souches testées à l’aide d’une règle à coulisse. La présence d’une zone claire 

autour du disque est le signe d’une activité inhibitrice et son absence est le signe de l’innocuité 

des substances étudiées. 

I.10.2. Etude quantitative de l’effet antimicrobien de l’huile essentielle et des extraits 

étudiés par la méthode de dilution en milieu solide  

     Cette étude est réalisée dans le but de déterminer les concentrations minimales inhibitrices  

(CMI) et les concentrations minimales bactéricides (CMB) des souches les plus sensibles des 

échantillons testés. 

I.10.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu solide 

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

plus basse d’un agent antimicrobien inhibant visiblement la croissance d’un micro-organisme 

après 24 h pour les bactéries et 48h pour les levures d’incubation.  

      Son but est d’établir le niveau de sensibilité des pathogènes envers les agents antimicrobiens  

La CMI est déterminée selon la méthode des dilutions sur milieu gélosé (MH pour les 

bactéries et SAB pour les levures) selon le protocole expérimental suivant : 

 A partir de jeunes cultures (18h à 24h pour les bactéries et 48h pour les levures), des 

suspensions de 107 à 108 germes/mL pour chacun des germes à tester sont réalisées dans 5 mL 

d’eau physiologique par ajustement de la transmission à une longueur d’onde de 620 nm qui 

doit correspondre à une DO entre 0.2.et 0.3 pour les bactéries et une DO comprise entre 2-3 

pour la levure. A partir de cette suspension, une série de dilutions allant de 10-1 à 10-4 sont 

préparées en prélevant 1 mL de la solution mère auquel on ajoute 9 mL d’eau distillée stérile 

pour obtenir la dilution 10-2. La dilution 10-4 est obtenue selon le même procédé. Cette dernière 

dilution sera utilisée pour la détermination de la CMI. 
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 Par ailleurs une dilution à 2% d’HE ou de l’extrait est obtenue en diluant 1 mL d’huile 

essentielle pure ou de l’extrait (100mg/L) dans 50 mL de milieu (MH et/ou SAB) liquide 

additionné de Tween 80 stérile dans un premier flacon qui est immédiatement homogénéisé. 

Des dilutions de ½ en ½, sont obtenues en versant la moitié de la dilution 2% dans un deuxième 

flacon qui est complété avec 25 mL de milieu formant ainsi la dilution 1%. On procède de la 

même manière jusqu’à l’obtention de la dernière dilution 0.03%. 20 mL de chaque dilution 

préparée sont versés dans des boites de pétri qui sont laissées à solidifier 

Chaque boite de pétri est divisée en trois parties correspondant aux trois souches 

bactériennes à tester. Les boites de pétri sont ensemencées par 3µL de suspension microbienne 

à 10-4 germes/mL. 

Les disques stériles sont déposés sur la surface de la gélose dans l’autre partie des boites  

de Pétri ; chaque suspension microbienne à raison de 3µL en face du spot correspondant sont 

ensuite ensemencés au moyen d’une micropipette. 

Les boites de Pétri sont laissées à diffuser sur la paillasse pendant 30 minutes puis 

incubées à 37°C pendant 24 h pour les bactéries et 25°C pendant 48h pour les levures ; Pour 

chaque expérience, 3 répétitions ont été réalisées. 

La lecture des résultats se fait à l’œil nu, en notant la plus faible concentration inhibitrice 

d’HE et d’extrait. La CMI est la concentration où aucune croissance visible n’est constatée tout 

en sachant que la présence d’une ou deux colonies n’est pas prise en considération. 

I.10.2.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)  

Le caractère bactéricide des huiles essentielles et des extraits étudiés est défini par la 

détermination de la CMB qui correspond à la concentration minimale en huiles essentielles et 

extraits pour obtenir la destruction de 99,99% de l’inoculum initial (soit moins de 0.01% des 

survivants) en 24 heures pour les bactéries et 48h pour les levures. 

Les milieux MH et SAB sont mis à liquéfier dans un bain Marie à 95°C puis sont coulés 

dans des boites de pétri et laissés à solidifier ; Les disques correspondants aux concentrations 

de l’huile essentielle ou d’extraits où aucune croissance n’est observée pour chaque souche lors 

de la détermination de la CMI sont prélevés aseptiquement puis déposés dans les boites de pétri 

déjà préparées. Les boites de Pétri sont mises à incuber à 37°C pendant 24h pour les bactéries 

et à 25 °C pour les levures ;  

La lecture des résultats se fait à l’œil nu, en déterminant la plus faible concentration d’HE 

ou d’extrait ou aucune croissance d’une souche donnée n’est constatée. Pour chaque expérience, 

3 répétitions ont été réalisées.  
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, 

N.B : la CMB ≤ la CMI. 

         Le rapport CMB/CMI permet de déterminer les pouvoirs bactéricides et bactériostatiques 

des extraits végétaux. Lorsque ce rapport est supérieur à 4, l’extrait a un pouvoir 

bactériostatique et il est bactéricide quand ce rapport est inférieur ou égal à 4 (Dramane et al., 

2010). 

I.11.Evaluation de l’activité insecticide de l’huile essentielle et des extraits de 

P. lentiscus (L.) sur Tribolium castaneum  

 L’étude porte sur l’évaluation de l’activité insecticide des huiles essentielles et des 

extraits des différentes parties de P. lentiscus (L.) collectée dans la région de Bouira sur un 

ravageur de denrées stockées, le Tribolium castaneum. 

Les tests de toxicité ont pour objet d’évaluer le degré de sensibilité (ou de résistance) 

d’une substance toxique chez les diverses espèces animales ou végétales. En pratique, il s’agit 

de déterminer les différentes formes de toxicité (par ingestion, inhalation ou par contact) et de 

faire une évaluation quantitative des principaux effets létaux ou sub-létaux (Ramade, 2007). 

Deux modes de traitement seront étudiés, l’un par contact et l’autre par inhalation. 

I.11.1. Evaluation de la toxicité des huiles essentielles et des extraits par contact  

I.11.1.1. Principe  

 L’imprégnation des papiers filtres est la méthode utilisée pour déterminer la toxicité de 

l’huile essentielle et des extraits des différentes parties de P. lentiscus (L.). Ce test a pour but 

de déterminer la dose d’huile essentielles et d’extraits la plus toxique par contact sur Tribolium 

castaneum. Ce procédé nous permet de travailler sur des échantillons comportant un grand 

nombre d’individus adultes pris aléatoirement à partir d’une population d’insectes hétérogène 

(âges et sexes confondus). 

I.11.1.2. Protocole expérimental 

 Après le tamisage de la farine infestée par Tribolium castaneum, 10 insectes adultes ont 

été prélevés. 

 Les doses utilisées ont été fixées sur la base des essais préliminaires. Plusieurs tests à 

blanc sont réalisés avec répétitions afin de fixer avec exactitude la meilleure gamme de doses à 

utiliser. Les doses ont été choisies de telle sorte que chaque dose soit le double de la précédente 

selon une progression géométrique de raison 2.  

 Quatre doses ont été choisi pour chaque type d’extraits ; 5, 10, 20 et 40 µL/mL d’acétone, 

pour les huiles essentielles, 12, 24, 48 et 96 mg/mL d’acétone pour les différents extraits 

phénoliques et 2, 4, 8 et 16 µL. mL-1 pour l’extrait d’huile fixe des fruits rouges et noirs ont été 

utilisées.   
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 Pour la préparation des solutions d’huiles essentielles et des extraits testés, l’acétone a été 

choisi comme solvant pour ses différentes vertus (évaporation très rapide, absence d’effets 

résiduels, solubilisation complète et rapide, inertie chimique vis-à-vis des H.E. et des matériaux 

utilisés. (Papier-filtre, verre…). 

     Ce solvant est utilisé seulement dans le test de contact, pour permettre une répartition 

homogène des huiles essentielles et d’extraits testés sur le substrat traité. 

 Quatre solutions d’huiles essentielles et d’extraits sont préparées en diluant des quantités 

préalablement choisies d’huiles et d’extraits dans un 1 mL d’acétone. Chacune des solutions 

ainsi préparées a été répandue uniformément sur un disque de papier filtre type Watman de 10 

cm de diamètre (78.5 cm2) préalablement placés dans des boites de Pétri en verre de même 

diamètre pour obtenir des doses de 0.0636, 0.1273, .2547 et 0.5095 µL d’H.E/cm2. Pour les 

différents extraits testés, les doses obtenues sont de 0.1528, 0.3057, 0.6114 et 1.2229 mg 

d’extrait/ cm2. Une autre dose constituée uniquement d’acétone a été utilisée comme dose 

témoin.  

 Les boites de pétri sont laissées ouvertes jusqu’à l’évaporation complète du solvant. Le 

nombre de répétitions est de 3 pour chaque expérimentation.  

Au bout de 5 min (temps nécessaire pour permettre l’évaporation de l’excès de solvant utilisé), 

10 insectes sont introduits dans les boîtes de Pétri qui ont ensuite été fermées avec une fine 

moustiquaire maintenue par un élastique. Les comptages des insectes morts sont réalisés chaque 

24 heure pendant une période de huit jours. 

La mortalité des insectes est déterminée en calculant le nombre d’individus morts. Les 

insectes sont considérés comme mort s’il y a absence de tout mouvements corporels même 

après chatouillement des pattes. Le comptage des insectes morts est effectué quotidiennement 

sous une loupe pendant une période de 8 jours. 

I.11.2. Evaluation de la toxicité des huiles essentielles et des huiles fixes par inhalation  

I.11.2.1 Principe  

 L’évaluation de la toxicité des huiles essentielles et des huiles fixes par inhalation est 

réalisée grâce à un test où la dose est fixée mais dont le temps d’inhalation est variable.  

I.11.2.2 Protocole expérimental  

L’évaluation de la toxicité des huiles essentielles et des huiles fixes de P. lentiscus (L.) 

par inhalation a été réalisée selon les étapes suivantes : 

          Après le tamisage de la farine infestée par Tribolium castaneum, 10 insectes adultes ont 

été prélevés par boite. 
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 Cinq temps de lecture sont choisis à partir du temps maximal d’action des huiles 

essentielles (seuil de toxicité) au bout duquel tous les insectes sont morts Ce temps maximal 

correspond à 24 h. Les temps de lecture sont 3h, 6h, 9h, 12h, 24h. 

 L’évaluation de la toxicité des huiles essentielles par inhalation est réalisée grâce à un test 

où la dose est fixée à 20 µL, alors que pour les huiles fixes la dose est fixée à 16µL. 

 Des piluliers de 3,6 cm de diamètre et de 6,5 cm de hauteur correspondant à un volume 

de 68,64cm3 sont utilisés pour l’ensemble de l’expérimentation. A l’intérieur des piluliers sont 

fixés sur la face interne du couvercle des demis bâtonnets de coton-tige de 2 cm de long imbibés 

de 20 μL soit 0,2914 μL/cm3 d’huile essentielle et de 16 µL soit 0.2331µL/cm3 d’huile fixe.  

 Afin de permettre une saturation complète de l’atmosphère par l’huile essentielle et 

l’huile fixe, les petits pots cylindriques sont maintenus fermés pendant 10 mn. Après saturation 

des pots, 10 adultes sont déposés rapidement au fond de chaque pot. Le témoin est réalisé sans  

aucun traitement (C’est-à-dire bâtonnets secs). Les pots sont fermés hermétiquement et scotchés  

de l’extérieur pour éviter toute fuite d’odeur. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque 

huile testée ainsi que pour le témoin. 

 Le dénombrement de la mortalité se fait à chaque temps de lecture et le nombre 

d’individus morts est comparé par rapport aux témoins  

➢ Expression des résultats : L'efficacité d'un produit biocide est évaluée par la mortalité de 

l’organisme cible. Cependant le nombre d'individus dénombrés morts dans une population 

traitée par un toxique n'est pas le nombre réel d'individus tué par ce toxique.  Il existe, en fait 

dans toute population traitée une mortalité naturelle qui vient s'ajouter à la mortalité provoquée 

par ce toxique. Les pourcentages de mortalité doivent être corrigés par la formule d'Abbott 

(1925) : 

 

Avec : MC (%) : Pourcentage de mortalité corrigée ; 

M (%) :   Pourcentage de morts dans la population traitée ; 

Mt (%) : Pourcentage de morts dans la population témoin. 

I.11.3. Calcul des doses et des temps létaux 

I.11.3.1. Calcul des doses létales DL 30, DL50 et DL90  

 L'efficacité d'un toxique se mesure par sa DL50 et DL90 qui représentent les quantités de 

substance toxique entraînant la mort de 50% et 90% d'individus d'un même lot respectivement. 

 La DL 30 a été également calculée ; elle correspond à la concentration de ces substances 

entrainant la mort de 30% d’individus.  

MC (%) = [(M-Mt) / (100-Mt)] x 100 
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 Elles sont déduites à partir du tracé des droites de régression. Pour cela, les pourcentages 

de mortalité corrigés sont transformés en probits (Finney, 1971) et la variable ‘dose’ en log de 

dose. 

I.11.3.2. Calcul des temps létaux TL30, TL50 et TL90  

Les trois temps léthaux reflètent les durées où le toxique entraine la mort de 30 %, 50% 

et 90% d’individus traités à une concentration déterminée. Elles sont déduites à partir de la 

droite de régression de la relation probits en fonction des logs de temps. 

I.12.Analyse statistique  

 Toutes les mesures expérimentales ont été effectuées en triple et sont exprimées en tant 

que moyenne d'écart type ± de trois analyses (moyen (SE) ± d'écart type) ; elles sont calculées 

en utilisant des méthodes statistiques classiques.  

  Tous les graphes et les histogrammes obtenus ont été réalisés en utilisant le logiciel : 

Excel (Microsoft Office 2016). 
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II.1. Taux d’humidité et de matière sèche  

 Les végétaux sont riches en eau et peuvent renfermer jusqu’à 60 à 80 % d’eau. Les 

branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs frais fraichement prélevés sont riches en eau avec 

respectivement un taux d’humidité de 39.52±0.26%, 48.81±0.26%, 59.59±0.19% et 

48.70±0.09%. Le taux de matières sèches est de 60.48±0.20%, 51.19±0.26%,40.40±0.19% et 

51.29±0.095% respectivement pour les branches, les feuilles, les fruits rouges et les fruits noirs 

de P. lentiscus (L.) (Fig. 16 A).  

 

 

 

 

 

Figure n °16 : Taux d’humidité     (H%) et de matière sèche     (MS%) des branches (B), feuilles (F), 

fruits rouges (FR) et fruits noirs (FN) de P. lentiscus (L.) fraichement prélevés (A) et séchés (B).  

 Les feuilles, les fruits rouges et les fruits noirs de P. lentiscus (L.) disposent d’une teneur 

en eau élevée par rapport à celle des branches.  

 Les résultats de notre analyse sont proches de ceux rapportés dans la littérature (Ghanemi 

et Haggani, 2017 ; Bampouli et al., 2014 ; Arabi et Boucherguine, 2013 ; Benrokia et 

Aouar, 2015).  

 Pour une bonne conservation des échantillons, les différentes parties de la plante ont été 

mises à sécher afin d’éviter l’action des enzymes. En effet, le séchage inhibe les enzymes 

existantes dans le matériel végétal frais (la polyphénol oxydase) (Espin et Tomas-Babera, 

2001). Pour assurer une bonne conservation, la teneur en eau du matériel végétal doit être 

inférieure ou égale à 10 % (Paris et Moyse, 1965).  

        Après séchage, les résultats ont révélé un taux d’humidité inférieure à 10% pour les quatre 

parties de la plante séchées avec respectivement 7.49±0.04%, 8.78±0.10%, 9.06±0.05% et  
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6.84±0.08 % pour les branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.). La 

teneur en matière sèche des plantes séchées est respectivement de 92.50±0.04%, 91.64±0.18%, 

90.93±0.05 % et 93.15±0.08% (Fig. 16 B).   

 Cette teneur en eau, inférieure à 10%, confère aux poudres une meilleure conservation, 

avec moins de risque de contamination par les champignons et d’altération des principes 

chimiques. De plus, le séchage des plantes permet d’augmenter le rendement d’extraction des 

huiles essentielles (Zrira et al., 1995 ; Bourkhiss et al., 2009 ; Noumi et al., 2011 ; Haloui et 

al.,2015 b).  

II.2. Screening phytochimique de P. lentiscus (L.) 

         Le potentiel d’une plante médicinale est attribué à l’action de ses constituants 

phytochimiques. Ils sont produits, en réponse aux stress environnementaux et/ aux agressions 

biotiques (Mohammedi, 2013). 

        Une investigation chimique préliminaire entreprise sur les différentes parties P. lentiscus 

(L.) (branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs), a permis de mettre en évidence la présence 

de métabolites secondaires. La détection de ces composés chimiques est effectuée par des 

réactions qualitatives.  

P. lentiscus (L.) est riche en métabolites secondaires (Tanins, saponines, tanins 

catéchiques, tanins galliques, composés phénoliques, flavonoïdes, leucanthocyanes, protéines, 

terpénoïdes, antocyanes, composés réducteurs et huiles essentielles) dans les différents organes 

(Tab.3). Toutefois, l’amidon est présent dans les fruits rouges et noirs alors qu’il est absent 

dans les branches et les feuilles. Les alcaloïdes sont retrouvés dans les feuilles seulement, les 

phlobotanins, les stéroïdes, les tritérpenoïdes et le mucilage dans les branches, les fruits rouges 

et les fruits noirs alors qu’ils sont absents dans les feuilles. Les caroténoïdes, les glycosides et 

les quinones sont absents dans les quatre parties de la plante (Tab.3). 

         Ces métabolites secondaires sont des précurseurs de drogues très utiles en thérapie 

clinique (Mohammedi, 2013). De nombreux travaux ont décrits les propriétés antioxydantes, 

anti-inflammatoires, antibactériennes de ces familles chimiques (Bruneton, 2009 ; Amarowicz 

et al., 2000 ; Alves et al., 2013 ; Azofeifa et al., 2013 ; Singh et al., 2014).  

         Les familles chimiques détectées dans notre étude sont comparables avec les résultats de 

certains travaux antérieurs (Wu et Prior, 2005 ; Longo et al., 2007 ; Atmani et al., 2009 ; 

Tomaino et al., 2010 ; Hamad et al., 2011, Hamad et al. 2001, Cheurfa.,2015, Saiah et al., 

2015) et viennent confirmer les travaux de Benhammou et al., 2008 ; Rodríguez-Pérez et al. 

2013 ; Arabi et Boucherguine, 2013 ; Zitouni et al., 2016) sur la même plante.   
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Tableau n °3 : Résultats des tests phytochimique réalisés sur les différents organes de P. 

lentiscus (L.). 

 

 

Les groupes chimiques  

   

Les branches  

 

Les feuilles  

 

Les fruits  

rouges 

 

Les fruits 

 noirs  

Les Tanins                +               + 

 

+ + 

Les Saponins               +      + 

 

+  + 

 

 

Les Tanins 

Catéchiques 

 

               +               + 

 

+ + 

Galliques               +                + 

 

+ + 

Les Composés phenoliques               + + 

 

+ + 

Les Flavonoides                +                + 

 

+ + 

Les Leucanthocyanes                +                + 

 

+  + 

Les Alcaloides                -   + 

 

- - 

L’Amidon               - - 

 

- - 

Les Caroténoides              - - 

 

- - 

Les Phlobotannins              + - 

 

+ + 

Les Protéines             + + 

 

+ + 

Mucilage              + - 

 

+ + 

Les Terpenoides             +                + 

 

+ + 

Les Quinones ++                      - ++                      - 

 

                - + --              - 

Les Stéroides ++                      + ++                      - 

 

             + +            + 

Les Triterpenoides ++                      + ++                      - 

 

         + + +              + 

Les Glycosides ++                      - ++                      - 

 

            - + --               - 

Les Antocyanes ++ +                  + ++                      + 

 

            + + --              + 

Les composés réducteurs   + 

 

          +         + + 

L’huile essentielle   + 

 

          +         + + 

+ : Présence, - : Absence.        

         La richesse des différentes parties de P. lentiscus (L.) collectée dans la région de Bouira 

(Algérie) en divers composés phytochimiques connus pour leur potentiel pharmacologique est 

compatible avec les nombreux usages traditionnels de cette plante médicinale. 

II.3. Structure histologique des différentes parties de P. lentiscus (L.) 

 Les huiles essentielles se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et se 

forment dans le cytoplasme et les chloroplastes de cellules végétales spécialisées (Charabot et 

al., 1899). Elles peuvent être stockées et emmagasinées dans diverses structures de la plante 

telles que les poils sécréteurs ou les trichomes, les cellules épidermiques, les cellules sécrétrices  

internes, les poches sécrétrices et les canaux sécréteurs.  
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L’étude histologique des branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus 

(L.) a montré une structure caractérisée par une cuticule épaisse, un épiderme constitué de 

cellule non chlorophyllienne. L’épiderme des parties aériennes est recouvert d’une couche 

protectrice (Suty, 2014), avec un parenchyme très développé, un sclérenchyme qui est un tissu 

de soutien. Les observations des coupes histologiques des différents organes de P. lentiscus (L.) 

effectuées au microscope optique ont montré la richesse de ces organes en canaux sécréteurs 

(Fig. 17). Les canaux sécréteurs (tissus sécréteurs internes) sont des structures plus ou moins 

complexes et sont responsables de la biosynthèse, du stockage et de l’émission des huiles. Ils 

sont situés au niveau du parenchyme des branches et au niveau du sclérenchyme pour les 

feuilles, fruits rouges et fruits noirs. 

Figure n° 17 : Coupe transversale des branches (A), feuilles (B), fruits rouges (C) et fruits noirs (D) de 

P. lentiscus (L) montrant la présence de canaux sécréteurs (CS) des huiles essentielles en microscope 

optique (Gr.10x 40). (1) : Cuticule ;(2) : Epiderme ;(3) : Parenchyme (4) : Sclérenchyme.   

          Les structures sécrétrices sont localisées à l’intérieur de l’espace intercellulaire (sécrétion 

endogène) nécessitant un broyage de la matière végétale afin de faciliter l’extraction et obtenir 

de meilleurs rendements en huiles essentielles. 

 De même, les observations microscopiques des coupes histologiques des feuilles et 

branches de P. lentiscus (L.) effectuée par Kaissa et al., (2013), montrent l'existence de canaux 

sécréteurs contenant la majorité des huiles dans les feuilles (sclérenchyme) et dans la tige 

(parenchyme cortical).  

II.4. Optimisation de l’extraction de l’huile essentielle des différents organes 

de P. lentiscus (L.) par hydrodistillation assistée par ultrasons  

         Un procédé d’extraction d’huiles essentielles assistée par ultrason nommé ″Extraction 

Assisté par Ultrason, EAU″ a été mis au point et optimisé. Dans ce procédé, les ultrasons sont 

employés comme une technologie de prétraitement permettant l’extraction de l’huile essentielle 
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de façon simple et rapide. Ce procédé d’extraction a été appliqué et validé pour l’extraction 

d’huile essentielle à partir des feuilles/branches, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.).  

 Il s’agit d’un dispositif de laboratoire permettant l’extraction d’huiles essentielles en 

combinant la technique de l’hydrodistillation et l’application des ultrasons comme 

prétraitement. Les objectifs de cette méthode sont de pouvoir obtenir des rendements élevés 

d’huile essentielle tout en diminuant les durées d’extraction, et en diminuant la consommation 

d’énergie. 

II.4.1. Optimisation du rendement d’extraction de l’huile essentielle par la méthodologie 

des surfaces de réponses. 

 Pour optimiser l’étape d’extraction, trois paramètres ont été testés : le temps d’extraction 

(A), la puissance des ultrasons (B) et le ratio matériel végétal/eau (C). La méthodologie des 

surfaces de réponse (MSR) a été utilisée pour évaluer les effets des variables du processus 

d’extraction des huiles essentielles. La MSR a été appliquée aux données expérimentales pour 

déterminer la combinaison optimale des variables qui donne la réponse optimale. Le principal 

intérêt d’un plan d’expérience est de réaliser le minimum d’expérimentation en vue d’aboutir à 

un maximum d’informations concernant l’effet des paramètres opératoires considérés. 

II.4.1.1. Plan d’expérience Box-Behnken et modèle statistique 

 L’optimisation de l’extraction des huiles essentielles assistée par ultrason a été étudiée à 

l’aide d’une méthodologie en surfaces de réponses conduite à partir d’un plan d’expérience 

Box-Behnken. La conception du plan expérimental est effectuée à l’aide du logiciel statistique, 

Design Expert software (version 9.0.6.2), afin d'étudier l'influence et la pertinence des 

paramètres impliqués dans l’extraction de l’huile essentielle. Trois facteurs indépendants [Le 

temps d’extraction (A), la puissance des ultrasons (B) et le ratio matériel végétal/eau (C)] sont 

évalués, ainsi que l'interaction éventuelle entre ces variables, afin obtenir les combinaisons 

optimales de temps d’extraction, puissance d’ultrasons et du ratio matériel végétal/eau 

conduisant à des pourcentages maximaux de l’huile essentielle des feuilles/branches, fruits 

rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.).  

          Une étude préliminaire composée de plusieurs expériences a été conduite et nous a permis 

de déterminer les trois facteurs influençant particulièrement le procédé d’extraction de l’huile 

essentielle. Le choix des domaines de variation des paramètres étudiés ainsi que les niveaux 

des différentes variables codées et non codées (le temps d’extraction, la puissance ultrasons et 

le ratio matériel végétal/eau) du processus d’extraction ont été définis à l’issu des essais 

préliminaires (Tab.2).  
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 Ces paramètres ont été étudiés de manière à optimiser une seule réponse, le rendement 

d’extraction de l’huile essentielle des feuilles/branches, fruits rouges et fruits noirs (Y1, Y2, Y3)  

exprimé en pourcentage (%). Avec trois paramètres, ayant chacun trois niveaux, 17 

combinaisons sont possibles, avec cinq répétitions de dont la valeur est égale à (0.0.0). Il faut 

également noter que les expériences ont été exécutées de façon aléatoire afin d’éviter toute 

influence de l’expérimentateur sur la réponse. Le plan d'expérience avec les valeurs de diverses 

réponses (Y1, Y2, Y3) trouvées sont présentées sur le Tableau 4.  

Tableau n°4 : Conditions expérimentales et valeurs du rendement d’extraction de l’huile essentielle des 

feuilles/branches, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) prédits et expérimentales obtenue par 

le Plan Box Benken. Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures ± standard de déviation ± SD (n=3). 

  (A)  (B)  (C) (Y1 %) Exp 
(Y1) 

Prédit 
(Y2%) Exp 

 (Y2) 

Prédit 

(Y3%) 

Exp 

(Y3 ) 

Prédit 

1 -1 0 1 0.170±0.005 0,17 0.570±0.005 0,57 0.52±0.01 0,52 

2 0 1 1 0,320±0.002 0,32 0.69±0,01 0,69 0.66±0.03 0,66 

3 0 0 0 0,27±0.04 0,27 0.63±0,01 0,63 0.61±0.01 0,61 

4 -1 0 -1 0,130±0.005 0,12 0.480±0,005 0,47 0.44±0.02 0,44 

5 -1 -1 0 0,09±0.05 0,094 0.4300±0,0005 0,43 0.41±0.01 0,41 

6 1 1 0 0,330±0.001 0,33 0.66±0,01 0,66 0.64±0.03 0,64 

7 0 0 0 0,280±0.002 0,27 0.640±0,005 0,63 0.61±0.02 0,61 

8 1 -1 0 0,240±0.005 0,24 0.600±0,005 0,60 0.58±0.05 0,58 

9 0 0 0 0,270±0.005 0,27 0.6300±0,0005 0,63 0.62±0.02 0,61 

10 -1 1 0 0,210±0.006 0,21 0.560±0,006 0,57 0.55±0.03 0,55 

11 0 1 -1 0,220±0.005 0,23 0.590±0,001 0,59 0.57±0.04 0,57 

12 0 -1 1 0,190±0.002 0,18 0.550±0,005 0,55 0.54±0.02 0,54 

13 0 0 0 0,270±0.002 0,27 0.63±0,006 0,63 0.60±0.04 0,61 

14 1 0 1 0,30±0.01 0,31 0.650±0,002 0,66 0.63±0.03 0,63 

15 1 0 -1 0,250±0.005 0,25 0.640±0,002 0,64 0.59±0.02 0,59 

16 0 -1 -1 0,150±0.003 0,16 0.530±0,005 0,53 0.51±0.01 0,51 

17 0 0 0 0,280±0.002 0,27 0.640±0,001 0,63 0.61±0.02 0,61 

 

 Le rendement d’extraction de l’huile essentielle varie de 0,09±0.05 % à 0,330±0.001% 

pour l’huile extraite des feuilles/branches, de 0.4300±0,0005% à 0.69±0,01 % pour celle 

extraite des fruits rouges et de 0.41±0.01 % à 0.66±0.03% pour l’huile obtenue à partir des 

fruits noirs. Notons que le rendement d’extraction est différent d’un organe à un autre. Il est le 

 plus élevé chez les fruits rouges suivi des fruits noirs, puis des feuilles/branches. Les résultats  

expérimentaux sont très proches aux résultats prédits par le modèle statistique. 
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 Le rendement en huile essentielle des feuilles de P. lentiscus (L.) du Maroc trouvé par 

Haloui et al., (2014), se situe entre 0.14%-0.33%, en optimisant le rendement d’extraction par 

hydrodistillation par l’utilisation du plan Plackett-Burman. Le plan d’expérience Box-Behnken 

utilisé dans notre étude a donné des rendements en huile essentielle élevés, ce qui prouve 

l’efficacité et la fiabilité de ce modèle pour l’extraction des huiles essentielles.  

 Les résultats expérimentaux du rendement d’extraction de l’huile essentielle sont analysés 

en utilisant la méthodologie des surfaces de réponse (MSR). L’expression mathématique de la 

relation entre la réponse étudiée pour chaque modèle (Y1, Y2 et Y3) et les variables du procédé 

d’extraction (A, B et C) est présentée sous la forme d’une équation polynomiale du second 

degré. 

Y1=+0,27+0,065* A+0,051* B+0,029* C-7,500E-003* AB+2,500E-003* AC+0,015* BC-* 

A20 032-0,025* B2-0,030* C2   

Y2=0.61+0.065*A+0.048*B+0.030*C-0.020*AB-0.01*AC+0.015*BC-0.044A2-0.019*B2 - 

0.019*C2.   

Y3 = 0.61+0.065*A+0.048*B+0.030*C-0.020*AB-0.01*AC+0.015*BC-0.044A2-0.019*B2 - 

0.019*C2.         

         Où A, B et C sont respectivement les coefficients linéaires de temps d’extraction (min), 

de la puissance des ultrasons(W) et du ratio matériel végétal/eau (g.mL-1). AB représente 

l’interaction entre les variables A et B, BC l’interaction entre les variables B et C et AC 

l’interaction entre les variables A et C ; A2, B2, C2 représentent les effets quadratiques des 

variables A, B et C. 

 A partir des réponses obtenues suite au plan d’expériences, le logiciel Design Expert nous 

propose ces modèles quadratiques qui permettent de déterminer la réponse attendue en fonction 

du niveau des paramètres. Les valeurs prédites sont en très bon accord avec les valeurs 

expérimentales (Tab.4), par conséquent, ce modèle quadratique est bien adapté pour cette mise 

en place expérimentale. 

II.4.1.2. Analyse statistique et Evaluation de la qualité du modèle 

 L’analyse statistique consiste à analyser les données expérimentales à l’aide de la 

régression linéaire multiple ; elle aboutit à la construction de tableaux d’analyse de régression 

et à la détermination de la qualité descriptive du modèle. Pour l’analyse des effets des différents 

facteurs (le temps d’extraction, la puissance ultrasonique et le ratio matériel végétal/eau) sur les  

réponses (Y1, Y2 et Y3) obtenues lors du processus d’extraction de l’huile essentielle, nous   
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avons utilisé l'analyse de la variance (ANOVA) afin d’évaluer la qualité du modèle utilisé 

(Tab.1 ,2 et 3. Annexe). Cette analyse permet de tester la pertinence des variables impliquées 

dans le modèle et de représenter graphiquement l’importance de chaque facteur sur le 

rendement d’extraction. Afin de déterminer si le modèle est significatif, la signification 

statistique de l'équation de régression a été vérifiée par le test-F et le test ANOVA pour les 

surfaces de réponses. 

 Cette analyse de la variance concédera la détermination des divers coefficients de 

régression du modèle mathématique et permettra d’évaluer si une variable quantitative est 

significativement influente ou non. L’analyse de la variance consiste à tester une hypothèse 

nulle (les moyennes sont égales entre elles) contre l’hypothèse alternative (au moins une 

moyenne différente). Le principe est alors de comparer la variance de diverses répétitions d’un 

échantillon à la variance des moyennes entre tous les échantillons. Le rapport entre ces deux 

variances est appelé ratio-F. Cette valeur est comparée à une table statistique permettant 

l’acceptation ou le rejet de l’hypothèse nulle de départ (Ferhat, 2010).  

 Dans les plans d’expériences, le modèle mathématique relie la réponse aux facteurs qui 

l’influencent. Afin d’avoir une bonne réponse, plusieurs conditions sont vérifiées. Plus 

l’amplitude de la valeur de F est élevée et celle de P est faible, plus le coefficient correspondant 

est significatif. Les valeurs de "Prob > F" inferieures à 0.0500 indiquent que les facteurs du 

modèle sont significatifs. Les valeurs supérieures à 0.10 indiquent que les facteurs du modèle 

ne sont pas significatifs. Le signe et l'amplitude des coefficients nous permettent d’interpréter 

les effets des variables sur les réponses. Le signe négatif d'un coefficient au niveau linéaire 

indique une diminution de la valeur de la réponse avec l’augmentation du niveau de la variable, 

tandis que le signe positif signifie une augmentation de la réponse. Pour l’interaction, le niveau 

d'une variable interactive doit augmenter, pendant que celui des autres variables diminuent pour 

donner des valeurs de réponse similaires (Yadav et al., 2011).  

 Les effets quadratiques indiquent que dans un premier temps, la valeur attribuée à la 

variable de réponse augmente de manière significative (jusqu’à un point maximal) à mesure 

que la variable augmente. Dans un deuxième temps, après un point de réponse maximale, l’effet 

de l’augmentation de la variable devient négatif.  

L’analyse de la variance de la régression des modèles adoptés montre que ces modèles 

sont très significatifs (P ˂ 0.001). Les valeurs de F du modèle pour le rendement d’extraction 

en huile essentielle des feuilles/branches, fruits rouges et fruits noirs sont respectivement de 

116.73, 195.97et 174.80 et montrent que ce modèle est largement significatif. Il y a un risque  

de 0.01 % seulement de rejeter à tort les hypothèses d’égalité avec la variance résiduelle.  
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     Le test F de Fisher avec une très faible valeur de probabilité (p modèle >  F = 0.0001) pour 

la réponse: Y1, Y2 et Y3 indique que le  modèle de regression est très significatif pour chaque 

réponse.  

         Myers et Montgomery (1995) ont suggéré que l’adéquation du modèle est vérifiée par 

R2, R2 ajusté, R2 prédit, son coefficient de variation (CV) et la somme des erreurs quadratiques 

de prédiction (PRESS).  

 Les termes du modèle significatif peuvent présenter un bon ajustement, ce qui rend la 

vérification de l'adéquation particulière du modèle essentielle (Zhang et al., 2010 ; Ghafari et 

al., 2009 ; Wang et al., 2008). R2 peut être défini comme le rapport de la variation expliquée par 

la régression à la variation totale. C’est une mesure du degré d'ajustement (Chan et al., 2009). 

 L’efficacité d’ajustement globale est exprimée par le coefficient de corrélation R2 (Chan 

et al., 2009). L’adéquation du modèle par rapport aux mesures expérimentales pourra être 

exprimée à l’aide du coefficient de détermination R² (le modèle sera d’autant plus adapté que 

la valeur de R sera proche de 1). Dans la présente étude, la valeur de R2 obtenue est de 0.9933,  

0.9960 et 0.9956 respectivement pour la réponse Y1, Y2 et Y3. Ce coefficient qui est une mesure 

de la qualité d’ajustement du modèle indique un degré élevé de corrélation entre les valeurs 

observées et les valeurs prédites. Cela implique que plus de 99 % des données expérimentales 

sont compatibles avec les valeurs données prévues par le modèle. Ce qui suggère que plus de 

99 % de variation est attribuée aux variables et indique une haute signification du modèle et 

seulement moins de 1% de l’ensemble des variations ne sont pas expliquées par le modèle pour 

le rendement en huile essentielle. Les données expérimentales sont compatibles avec les 

données prédites par le modèle (Tab. 4). Ainsi, la réponse a été suffisamment expliquée par le 

modèle. 

 Pour certain auteurs, R2 n'est pas considéré comme le principal point qui implique la 

précision du modèle (Tan et al., 2012). Le R2 ajusté est plus approprié pour évaluer le modèle 

si sa valeur est supérieure à 90%. Ce dernier représente la valeur corrigée de R2 après 

élimination des termes inutiles des modèles (non significatifs) (El-Adawi et al., 2011). S'il y a 

beaucoup de termes non significatifs inclus dans le modèle, le R2 ajusté serait remarquablement 

plus petit que le R2 (Chan et al. 2009). Dans notre étude, le R2 ajusté est très proche aux de R2 

pour les trois modèles avec une valeur de 0.984, 0.9910 et 0.9899 pour Y1, Y2 et Y3 

respectivement. Ces valeurs indiquent un degré élevé de corrélation entre les valeurs observées 

et les valeurs prédites. Les valeurs élevées du R2 ajusté préconisent également l'importance du 

modèle pour la réponse étudiée. Pour R2 prédit, qui n’est qu’une mesure de la capacité prédictive  
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du modèle, les valeurs trouvées dans notre étude sont également élevées, 0.9172, 0.96 et 0.9834 

respectivement pour le rendement en huile essentielles des feuilles/branches, fruits rouges et 

fruits noirs. Ces valeurs montrent qu’il existe une bonne compatibilité entre les valeurs 

expérimentales et les valeurs prévues du modèle adapté, ce qui confirme la haute significativité 

du modèle. 

L’ajustement du modèle a été également étudié à travers le test de manque d'ajustement 

(P> 0,05) ″lack of fit″, qui indique l'aptitude des modèles à prédire la variation avec précision 

(Prasad et al., 2011). La valeur de F du manque d’ajustement (Lack of fit) qui est de 4.17 pour 

Y1, 1.94 pour Y2 et 0.24 pour Y3, implique que le manque d’ajustement n’est pas significatif. 

Lorsque le test du "manque d’ajustement" est non significatif, le modèle est jugé bon 

(Govarerts et Leboulenge, 2000 ; Amouzgar et al., 2010). Une forte probabilité indique donc 

que le manque d’ajustement n’est pas statistiquement différent de l’erreur expérimentale. C’est 

le cas ici avec Prob>F (=0.1008, 0.2643 et 0.8660) > 0,05 respectivement pour Y1, Y2 et Y3. (P 

˃ 0.05) par rapport à l’erreur pure, ce qui confirme que le modèle est satisfaisant (Chin et al., 

2010), sachant que si dans un modèle, la P-value du manque d’ajustement est significatif ce 

modèle sera rejeté (Granato et al., 2010). Ces valeurs suggèrent que le modèle prédit 

représente raisonnablement les valeurs expérimentales, ce qui signifie que ces modèles sont 

suffisamment précis pour prédire la réponse.  

 Le coefficient de variation (CV) qui représente le rapport entre l'écart type (déviation 

standard) et la moyenne, est une mesure de la reproductibilité du modèle. Généralement un 

modèle peut être considéré comme raisonnablement reproductible si son CV est inférieur à 10 

% (Mason et al., 1989).  

 La faible valeur du coefficient de variation obtenue (3.60 %, 1.09 % et 1.21%) 

respectivement pour Y1, Y2 et Y3 indique que les écarts entre les valeurs expérimentales et 

prédites sont faibles ; ce qui confirme la bonne précision et la fiabilité des expériences réalisées. 

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par d’autre auteurs qui ont trouvés des faibles 

valeurs de CV (Aminzadeh et al., 2010 ; Agarry et al.,2012). 

La somme des erreurs quadratiques de prédiction (PRESS), est une mesure qui permet de 

comparer les capacités prédictives d’un modèle. Des valeurs de 0.0061, 0.0029 et 0,001238 

sont trouvées pour Y1, Y2 etY3. Des faibles valeurs sont souhaitables (Palmer et O'Connell, 

2009 ; Fhataheya Buang et al., 2014), donc les valeurs trouvées dans notre étude pour ces 

modèles sont acceptables.  

 La Précision adéquate, est un autre paramètre statistique qui permet de vérifier 

l’adéquation du modèle adapté.  
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 Elle compare la plage de valeurs prédites aux points de conception à la prévision 

moyenne. Un rapport supérieur à 4 est souhaitable (Myers et Montgomer, 2002). Pour les 

modèles proposés, cette valeur est de 36.049, 50.965 et 47.47. Tous les paramètres statistiques 

étudiés confirment, que la fiabilité des modèles. 

II.4.1.3. Analyse graphique du modèle  

 Les différents indicateurs (R2, R2 justifié, R2 prédit) reflètent très bien la qualité 

descriptive des modèles qui semblent bien traduire les valeurs mesurées du rendement 

d’extraction de l’huile essentielles des différentes parties de P. lentiscus (L.). La qualité 

descriptive du modèle est observée grâce à un graphique d’adéquation du modèle (Fig. 18). 

 

 

 

 

 

 

Figure n °18 : Variation des valeurs prédites en 

fonction des valeurs actuelles du rendement de 

l’extraction de l’huile essentielle des 

feuilles/branches (A), fruits rouges (B), fruits 

noirs (C) de P. lentiscus (L.) par 

l’hydrodistillation assistée par ultrasons. 

 

  

         Les courbes des valeurs observées en fonction des valeurs prévues ont l’allure d'une 

droite ; Une concordance correcte existe entre les valeurs expérimentales et les valeurs prévues 

par le modèle pour chaque partie de la plante étudiée (Feuilles/branches, fruits rouges et fruits 

noirs). Les réponses prédites par le modèle traduisent bien la réalité. 
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II.4.1.4. Effets des différents paramètres sur le rendement d’extraction en huile essentielle 

par ″EAU″  

 Chaque paramètre est caractérisé par une probabilité p qui correspond à la probabilité de 

se tromper en supposant que le paramètre est significatif. Ainsi, un paramètre est considéré 

significatif si p < 0.05. Par ailleurs, plus la différence entre la valeur du coefficient et l’écart 

type est grande, plus le facteur est jugé influent. Cela peut aussi être effectué en comparant le 

rapport entre le coefficient et l’écart type que l’on appelle «t» par le test de student. 

 La valeur P a été utilisée pour vérifier la significativité de chaque coefficient. Plus les 

valeurs de P sont petites, plus la significativité du coefficient correspondant est grande (Sheng 

et al., 2012 ; Liu et al., 2010).  

 Les valeurs de "Prob> F" inférieure à 0,05 indiquent que les termes du modèle sont 

significatifs. Le signe positif en face des termes indique un effet synergique ; tout signe négatif 

indique un effet antagoniste. 

 Les termes, A, B, C, BC, A2, B2, C2 ont un effet significatif sur le rendement d’extraction 

de l’huile essentielle des feuilles /branches de P. lentiscus (L.). En revanche, les termes AB, 

AC ont un effet non significatif sur le rendement d’extraction. L'importance relative des valeurs 

des coefficients indique le maximum d'effet positif sur le rendement d’extraction est dû au 

temps d’extraction (+0.065), suivie par la puissance des ultrasons (+0.051) et du ratio matériel 

végétal /eau (+0.029) (Tab.1. Annexe). Le rendement en huile essentielle augmente avec 

l’augmentation des ces variables. La valeur positive de l’interaction AC et BC, indique que ces 

termes ont un effet positif (synergique). En outre, les termes quadratiques A2, B2, C2 ainsi que 

les interactions AB ont un effet négatif (antagoniste) sur le rendement d’extraction. 

 Les termes, A, B, C, AB, AC, BC, A2, B2, C2 ont également un effet significatif sur le 

rendement d’extraction de l’huile essentielle des fruits rouges de P. lentiscus (L.). L'importance 

relative des valeurs des coefficients indique le maximum d'effet positif sur le rendement 

d’extraction est dû au temps d’extraction (+0.064), suivie par la puissance des ultrasons 

(+0.049) et du ratio matériel végétal /eau (+0.028) (Tab.2. Annexe). Le rendement en huile 

essentielle augmente avec l’augmentation des ces variables. La valeur positive de l’interaction 

BC, indique que ce terme a un effet positif (synergique). En outre, les termes quadratiques A2, 

B2, C2 ainsi que les interactions AB et AC ont un effet négatif (antagoniste) sur le rendement 

d’extraction. 

 Les termes, A, B, C, AB, AC, BC, A2, B2, C2 ont un effet significatif sur le rendement 

d’extraction de l’huile essentielle des fruits noirs de P. lentiscus (L.). L'importance relative des 

valeurs des coefficients indique le maximum d'effet positif sur le rendement d’extraction est dû 

au temps d’extraction (+0.065), suivie par la puissance des ultrasons (+0.048) et du ratio 
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matériel végétal /eau (+0.30) (Tab.3. Annexe). La valeur positive de l’interaction BC, indique 

que ce terme a un effet positif (synergique). En outre, les termes quadratiques A2, B2, C2 ainsi 

que les interactions AB et AC ont un effet négatif (antagoniste) sur le rendement d’extraction, 

 Les effets linéaires du temps d’extraction (A), de la puissance des ultrasons (B) et du ratio 

matériel végétal/eau (C) sont les plus importants et les plus influents sur le rendement 

d’extraction de l’huile essentielle des feuilles/branches (Y1), des fruits rouges (Y2) et des fruits 

noirs (Y3).  

II.4.1.4.1. Effet du temps d’extraction   

Le temps dépend principalement de la tension de vapeur des composés aromatiques. Le 

facteur temps intervient d’une manière directe dans l’extraction ; plus le matériel végétal est en 

contact avec l’eau, plus les molécules bioactives sont extraites. En effet, un rendement très 

faible est obtenu lors d’une extraction qui ne dure que 30 minutes. Il est plus important lorsque 

l’extraction dure à 60 et 90 min (Tab.5).  

Tableau n°5 : Rendement en huile essentielle des feuilles/branches (F/B), fruits rouges (FR)et fruits 

noirs (FN) de P. lentiscus (L.) à 30, 60 et 90min. 

Expérience Durée d’extraction F/B FR FN 

(2) (-1,0,1) 30min 0.17±0.05%   0.570±0.005% 0.52±0.01% 

(13) (0,0,0) 60 min   0.27±0.002%   0.630±0.006% 0.60±0.04% 

(14) (1,0,1) 90 min 0.30±0.01% 0.65±0.002% 0.63±0.03% 

 

 L'augmentation du temps d'extraction permet aux constituants de point d'ébullition plus 

lourds et plus élevés de diffuser hors des poches d'huile dans les feuilles augmentant ainsi 

significativement le rendement en huile essentielle. Cependant, la réduction des rendements en 

huile essentielle a été observée lors de la prolongation de la durée de distillation au-delà de 180 

min (Yingngam et Brantner, 2015 ; Obed et al.,2016). L'appareil chaud sert de source de 

chaleur provoquant l'évaporation de l'huile collectée. En outre, une décomposition de certaines 

substances volatiles thermolabiles pendant l'extraction peut se produire (Zhang et al., 2012).  

 L’utilisation des ultrasons nous a permis de réduire le temps d’extraction par rapport à 

une simple hydrodistillation et d’augmenter le rendement d’extraction. De plus, la réduction du 

temps d’extraction diminue la dégradation thermique des molécules aromatiques obtenues.  De 

même, Herzi (2013), préconise l’utilisation des temps d’extraction réduits afin de préserver la 

qualité des huiles essentielles des plantes aromatiques.   

II.4.1.4.2. Effet de la puissance des ultrasons 

 La technique d’extraction par ultrasons est une technique très utilisée à l’échelle 

industrielle pour améliorer les phénomènes de transfert de masse. Elle a été reconnue pour son  
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application potentielle dans l’extraction à partir de plantes des huiles (carvone, gingerol, huile 

d’amande…), des protéines (soja), des polyphénols, des anthocyanines, des saponines, de 

ginseng, de polysaccharides ainsi que dans la pasteurisation et la production de produits laitiers 

(Bermúdez-Aguirreet Barbosa-Cánovas, 2011 ; Chemat et al., 2011 ; Adam et al., 2012 ; 

Goula, 2013 ; Both et al., 2014). 

 Cette augmentation du rendement est due au phénomène de cavitation qui est se produit 

pendant la sonication provoquant l’endommagement des membranes et/ou paroi cellulaires et 

la libération de l’huile essentielle. La puissance des ultrasons est un paramètre qui permet 

d’améliorer le rendement car son augmentation facilite l’endommagement cellulaire et 

l’extraction des composés actifs (Dash et al., 2005 ; Prakash Maran et al., 2013).  

 L’implosion des bulles de cavitation générées donne lieu à des micro-jets qui détruisent 

les glandes sécrétrices et facilitent le transfert de masse et la libération de l’huile essentielle. 

Une augmentation du rendement d’extraction de l’huile essentielle des feuilles/ branches de P. 

lentiscus (L.) avec l’augmentation de la puissance des ultrasons de 20 à 60 W a été observée 

(Tab.6). Cet effet de cavitation est fortement dépendant de différents paramètres : fréquence, 

intensité des ultrasons, température et temps de traitement. En plus de l’amélioration du 

rendement, l’extraction assistée par ultrasons fournit des huiles essentielles de très haute qualité 

avec moins de dégradation thermique (Porto et al., 2009 ; Asfaw et al., 2005).  

Tableau n°6 : Rendement en huile essentielle des feuilles/branches (F/B), fruits rouges (FR) et 

fruits noirs (FN) de P. lentiscus (L.) à 20,40 et 60 W. 

Expérience Durée d’extraction F/B FR FN 

(8) (1,-1,0) 20W 0,240±0.005%  0.600±0,005% 0.58±0.05% 

(15)(1,0,-1) 40W 0,250±0.005%  0.640±0,002% 0.59±0.02% 

(6) (1,1,0) 60W 0,330±0.001% 0.66±0,01% 0.64±0.03 % 

 

          Il existe trois mécanismes interconnectés à travers lesquels la puissance des ultrasons 

augmente l’efficacité du processus d’extraction en offrant un meilleur transfert de matière 

(Mason et al., 2011).  

 1 - La destruction des cellules par l’action des micro-jets produits lors de l’implosion des 

bulles de cavitation près de la surface du solide augmente la perméabilité du tissu et l’extraction 

des composés bioactifs ; 

 2 - L’amélioration de la pénétration du solvant dans la cellule et la solubilité des composés 

due aux températures et aux pressions élevées dans la zone de cavitation ;  
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 3 - L’amélioration du processus de diffusion. En effet, l’agitation provoquée par les 

ultrasons élimine et renouvelle en continu la couche superficielle de solvant à la surface du 

solide par les micro-jets, permettant à un solvant frais (ou moins chargé) de saisir la couche et 

les nouveaux composés extraits. 

 L’augmentation du rendement d’extraction de l’huile essentielle pourrait être attribuée au 

phénomène de cavitation qui conduit à une décomposition plus efficace des cellules végétales 

et qui accélère le transfert de masse entre la plante et le solvant d’extraction (Kimbaris et al., 

2006 ; Tekin et al., 2014). Cette technique a déjà prouvé sa puissance ; en effet, le rendement 

d’extraction par ″EAU″ des huiles essentielles provenant des agrumes japonais a augmenté de 

44 % par rapport à celles obtenus par les méthodes traditionnelles (Mason et al., 2011).   

  II.4.1.4.3. Le ratio matériel végétal /eau 

           Le ratio MV/Eau a également à un effet positif significatif sur le rendement d’extraction 

de l’huile essentielle. Ces résultats sont compatibles avec le principe du transfert de la matière, 

où la force de transmission durant ce transfert est le gradient de la concentration de soluté entre 

le solide et le liquide. Cette force devient importante lorsque le rapport solide/liquide utilisé est 

plus élevé (Al-Farsi and Lee, 2008 ; Gaboriaud, 1996).  

Tableau n°7 : Rendement en huile essentielle des feuilles/branches (F/B), fruits rouges (FR) et 

fruits noirs (FN) de P. lentiscus (L.) avec un ratio MV/Eau de 1/4, 1/8 et 1/12. 

Expérience Durée d’extraction F/B FR FN 

     (16) (0,-1,-1) 1/4  0.150±0.003%   0.530±0.005% 0.51±0.01% 

    (17) (0,0,0) 1/8 0.28±0.002%,   0.640±0.001% 0.61±0.02% 

 (14) (1,0,1) 1/12 0.30±0.01%, 0.65±0.002% 0.63±0.03% 

 

 En effet, le rendement obtenu lors d’une extraction avec un ratio MV/Eau de 1/4 est faible. 

Il est plus important lorsque ce ratio est de 1/8 et 1/12 (Tab. 7). Cependant, l'utilisation d'un 

grand volume de solvant pourrait conduire à consommer plus d'énergie et plus de temps 

(Jeyaratnam et al., 2016). L’extraction est fonction de la quantité d’eau présente. Il est 

nécessaire que la totalité de la matière végétale soit immergée dans l’eau, pour obtenir un 

système d’ébullition solide-liquide efficace. Cependant, une quantité trop élevée d’eau (>12) 

est néfaste pour le rendement, probablement parce que cela induit une perte de solutés 

hydrosolubles. La diminution du rendement final des huiles essentielles pour un taux de solvant 

élevé peut être attribuée à la dissolution et/ou à la transformation hydrolytique des constituants 

de l’huile (Milojevic et al., 2008 ; Zhang et al., 2012).  
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L’optimum du rendement d’extraction des huiles essentielles de T. articulata est obtenu 

avec un rapport MV/Eau de 1/10 (Herzi, 2013 ; Muhammad Hazwan et al.,2012). Le 

rendement en l'huile de Zingiber cassumunar a augmenté jusqu’à un rapport de 0,03 g de solide/ 

mL de solvant, puis baisse avec l’augmentation du rapport (Teoh Yi Peng et al., 2012). 

La quantité d'huile isolée de fleurs de Fagraea fragrans Roxb augmente avec 

l’augmentation du ration MV/eau, puis elle diminue lorsque ce rapport est plus de 12 mL.g-1 

(Yingngam et Brantner, 2015). 

II.4.4.1.5. Analyse des surfaces de réponses et tracés de contours 

 La surface de réponse 3D est une représentation graphique en trois dimensions ; elle a été 

utilisée pour déterminer l'effet individuel et cumulatif de l'interaction mutuelle entre les 

variables. La surface de réponse analyse la nature géométrique de la surface, les maxima et les 

minima de la réponse. Elle visualise la relation entre les réponses et les niveaux expérimentaux 

de chaque variable et le type d'interactions entre deux variables de test (Zhong et Wang, 2010).  

 Le tracé de contour par ce modèle est une technique graphique pour représenter une 

surface de réponse polynomiale de trois dimensions en traçant z-tranches sur un format à deux 

dimensions. Des lignes sont tracées pour relier les coordonnées (x, y) où se produit cette z-

valeur (Zhang et al., 2010).  

 L’étude des graphes de contours fournit une méthode simple d’optimisation du rendement 

d’extraction et d’identification des interactions entre les variables (Fig. 19,20 et 21). Chaque 

courbe représente les combinaisons entre deux variables quand la troisième variable est 

maintenue à un niveau constant. Ces niveaux constants sont les niveaux centraux de chacune 

des variables. La forme elliptique des tracés de contours indique la bonne interaction des deux 

variables et la forme circulaire n'indique aucune interaction entre les variables.  

         L’étude précédente consiste à déterminer l’influence de chaque paramètre sur l’extraction 

de l’huile essentielle de P.lentiscus (L.) par l’hydrodistillation assistée par ultrasons et à 

optimiser l’ensemble des paramètres. Les paramètres choisis sont : le temps d’extraction (30, 

60 et 90 min), le ratio solide / liquide (1/4, 1/8 et 1/12 g.mL-1), la puissance des ultrasons (20,40 

et 60W) a une fréquence de 25 KHR et à une température de 25 °C. 

 La valeur optimale du rendement obtenue lors de l’extraction de l’huile essentielles des 

feuilles/ branches est t de 0.330±0.001%. Ce rendement est atteint après 90 min d’extraction 

après utilisation d’un prétraitement aux ultrasons d’une puissance de 60 W, en utilisant un ratio 

matériel végétal/eau de 1/8 (g.mL-1). Un rendement optimal de 0.69±0.01 % et 0.66±0.03%, 

est obtenue respectivement pour les fruits rouges et fruits noirs pour une durée d’extraction de 
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60 min en appliquant un prétraitement avec ultrasons d’une puissance de 60W, en utilisant un 

ratio matériel végétal/eau de 1/12 (g. mL-1) (Tab.8).  

      

 
Figure n °19 : Surfaces de réponse et tracés des contours de l’effet des variables indépendantes et leurs 

interactions sur le rendement de l’extraction de l’huile essentielle des feuilles/branches de P. lentiscus 

(L.) par hydrodistillation assistée par ultrasons.  
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Figure n °20 : Surfaces de réponse et tracés des contours de l’effet des variables indépendantes et leurs 

interactions sur le rendement de l’extraction de l’huile essentielle des fruits rouges de P. lentiscus (L.) 

par hydrodistillation assistée par ultrasons.  
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Figure n °21 : Surfaces de réponse et tracés des contours de l’effet des variables indépendantes et leurs 

interactions sur le rendement de l’extraction de l’huile essentielle des fruits noirs de P. lentiscus (L.) par 

hydrodistillation assistée par ultrasons.       
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Tableau n°8 : Rendement d’extraction en huiles essentielle des feuilles/branches, fruits rouges 

et fruits noirs de P. lentiscus (L.) obtenu par″ hydrodistillation″ standard et par ″ EAU″. 

 F/B FR FN 

L’hydrodistillation standard   0.103±0.005%   0.416±0.015%    0.386±0.020% 

EAU 0.330±0.001% 0.69±0.01 % 0.66±0.03% 

  

 Ces résultats montrent l’importance du prétraitement par ultrasons sur le rendement 

d’extraction. En effet, le rendement obtenu pour une extraction par une hydrodistillation 

standard sans prétraitement est de 0.103±0.005%, 0.416±0.015% et 0.386±0.020% 

respectivement pour les feuilles + branches, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) 

(Tab.8).  

 Le rendement moyen de l’huile essentielle des feuilles de P. lentiscus (L.) extraite par 

l’hydrodistillation standard varie d’une localité à une autre ; il est de 0.32% à Tipaza (Meghaz 

et al., 2015), de 0.25% dans la région de Boumerdès (Arab et al. 2014), de 0.07 % pour les 

feuilles collectées dans la région de Tlemcen (Benhammou et Atik-Bekkara, 2009). En effet, 

les différences constatées peuvent être attribuées à plusieurs facteurs. La diversité 

interspécifique ; la nature des organes sur lesquelles les huiles ont été extraites, la localité où 

sont récoltés les échantillons, sont autant de paramètres qui peuvent avoir une influence sur le 

rendement en huile (Rodolfo et al., 2006). Ces différences peuvent être dues également à 

plusieurs autres facteurs tels que, l’origine géographique, les facteurs écologiques notamment 

climatiques (La température et l’humidité) (Granger et al, 1973 ; Rosua et Granados, 1987 ; 

Fournier et al., 1989 ; Haeckel et Omar, 1993 ; Khajeh et al., 2004 et 2005 ; Viljoen et al., 

2006 ; Sefidkon et al.,2007 ; Arab et al. 2014). 

  L’utilisation des plans d’expérience a permet de maximiser le rendement d’extraction des 

huiles essentielles de P. lentiscus (L.). Ceci montre l'importance de l'optimisation des 

paramètres quand une modification est effectuée sur un ou plusieurs paramètres tels que le 

rapport MV /EAU, le temps d’extraction et la puissance des ultrasons. Le rendement en huiles 

essentielle est optimisé par l’extraction aux ultrasons, montrant la viabilité de cette procédure 

avec des rendements élevés en utilisant cette technique comme prétraitement. 

 De plus, la technique de prétraitement aux ultrasons est plus efficace que 

l’hydrodistillation seule car elle permet de résoudre la plupart de ses inconvénients qui sont une 

longue durée d'extraction, une consommation d'eau importante, l’obtention de faibles 

rendements, la faible sélectivité du procédé et la dégradation thermique des composés. Elle 

permet d’obtenir une huile essentielle plus pure, plus proche de l'odeur naturelle de la plante 

cible.  
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II.5. Etude des caractéristiques organoleptiques de l’huile essentielle extraite 

des différents organes de P. lentiscus (L.) 

 Les huiles essentielles obtenues à partir des parties aériennes de P. lentiscus (L.) sont 

limpides ; elles présentent un aspect liquide, de coloration jaune clair pour celle extraite des 

feuilles/branches, jaune pâle pour les fruits rouges et jaune foncé pour les fruits noirs. Elles 

dégagent toutes une très forte odeur aromatique caractéristique (Tab.9). Les paramètres 

organoleptiques de nos huiles essentielles sont en accord avec ceux des normes AFNOR 

(2000). La plupart des huiles essentielles sont de couleur jaune pâle et parfois incolore, sauf 

pour les essences à azulène (camomille, matricaire) qui ont une couleur bleue (Martini (2006). 

Tableau n °9 : Caractéristiques organoleptiques de l’huile essentielles de P. lentiscus (L.) 

 Les huiles essentielles issues des différentes parties de P. lentiscus (L.) possèdent des 

odeurs proches des arômes originels de la plante fraîche utilisées pour l’extraction. L’odeur 

dégagée est agréable avec un caractère herbal rappelant la plante fraiche.  

 Les caractères organoleptiques restent importants (Valnet J., 1984 ; Chanegriha et al., 

1998). L’examen olfactif qui précède ou suit toute analyse est indispensable car, si l’odeur de 

l’huile essentielle n’est pas satisfaisante, il importe peu que les constantes physico-chimiques 

soient correctes ; le produit est à rejeter. 

II.6. Caractéristiques physicochimiques de l’huile essentielle extraite des 

différentes parties de P. lentiscus (L.) 

 Les propriétés organoleptiques ne donnent qu’une idée fluctuante et fragmentaire d’une 

huile essentielle, Une caractérisation physicochimique plus précise est nécessaire. Ces indices 

(densité, indice de réfraction, pouvoir rotatoire, indice d'acide, indice d'ester....... etc.), 

constituent un moyen de vérification et de contrôle de la qualité de l’huile essentielle (Afssaps, 

2008).  

 

 Couleur Odeur Aspect 

Feuilles /branches   Jaune claire 
Forte odeur caractéristique 

et fraîche 

Liquide, mobile et 

limpide 

Fruits rouge Jaune pâle 
Forte odeur caractéristique 

et fraîche 

Liquide, mobile et 

limpide 

Fruits noirs   Jaune foncé 
Forte odeur caractéristique 

et fraîche 

Liquide, mobile et 

limpide 
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Tableau n°10 : Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles de P. lentiscus (L.) Les 

valeurs représentent les moyennes de trois mesures ± standard de déviation ± SD (n=3). 

 Feuilles/branches Fruits rouges   Fruits noirs 

Densité 0.8600±0.0004 0.854±0.001 0.856±0.001 

  Indice de réfraction 1.469±0.005 1.459±0.0009 1.4610±0.0004 

Indice d’acide (mg KOH/g) 2.036±0.05 1.30±0.04 1.91±0.05 

Indice d’ester (mg KOH/g) 21.19±0.09 24.3±0.2 23.50±0.05 

Indice de saponification (mg OH/g) 35.09±0.20 56.20±0.09 78.41±0.12 

Indice de peroxide (mEq/Kg) 3.65±0.05 2.14±0.01 2.31±0.23 

Indice d’iode (g pour 100g d’huile) 46.60±2.94 62.63±0.32 61.09±0.01 

 

  Les propriétés physico-chimiques des huiles essentielles extraite des branches/feuilles, 

fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) présentent quelques différences (Tab.10).  

 La densité  

 La densité d’une huile nous renseigne sur sa pureté. Elle est fonction de la composition 

chimique des huiles (Karleskind, 1992). Les résultats de notre étude, révèlent que les valeurs 

de densités sont de 0.8600±0.0004, 0.854±0.001 et 0.856±0.001 respectivement pour les huiles 

essentielles extraites des feuilles/ branches, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.). La 

densité de l’huile essentielle extraite des feuilles/branches est légèrement supérieure à celles de 

l’huile extraite des fruits rouges et fruits noirs. Nos résultats sont comparables à ceux rapportés 

dans la bibliographie (Djenane et al., 2011 ; Beghlal et al., 2016). La densité des huiles 

essentielles est inférieure à celle d’eau car elle constituée de monoterpènes (Zabeirou et 

Hachimou ,2000).  

 Indice de réfraction 

Les indices de réfraction des huiles essentielles de P. lentiscus (L.) ont été calculés et 

ramenés à 20°C à l’aide d’un réfractomètre. Les indices de réfraction des trois huiles possèdent 

des valeurs très proches les unes des autres. Ces valeurs sont de 1.469±0.005 

(feuilles/branches), 1.4590±0.0009 pour les fruits rouges et 1.461±0.004 pour les fruits noirs.  

Elles sont toutes supérieures à l’indice de réfraction de l’eau qui est de 1.3356 mettant en 

évidence la richesse de nos huiles essentielles en composants qui dévient la lumière polarisée. 

L'indice de réfraction varie essentiellement avec la teneur en monoterpènes et en dérivés 

oxygénés. Une forte teneur en monoterpènes donnera un indice élevé (Boukhatem et al.,2010). 

Plus l’indice de réfraction est faible plus l’huile essentielle est de bonne qualité (Gacem et al., 

1995).  

 L'indice d'acide 

 L'indice d'acide détermine la quantité d’acides libres présents dans une huile. Il peut aussi 

nous renseigner sur la susceptibilité de l'huile à subir des altérations, notamment l'oxydation. 

(De Cliff et Harerimana, 2013). 
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 D’après nos résultats, l’huile essentielle des branches/feuilles présente un indice d’acide 

un peu plus élevé par rapport à celui de l’huile des fruits rouges et des fruits noirs avec une 

valeur de 2.036±0.05, 1.30±0.04 et 1.91±0.05 respectivement. 

 Les valeurs de l’indice d’acide des huiles essentielles rapporté par la norme AFNOR 

(2002) sont inférieures à 5. En effet, une huile fraiche ne contient que très peu d'acides gras 

libres. C'est pendant la période de stockage que l'huile peut subir des dégradations telle 

l'hydrolyse des esters.  

 L’indice d’ester 

 L’indice d’ester des huiles essentielles extraites à partir des feuilles/branches de P. 

lentiscus (L.) est de 21.19±0.09 ; celui des fruits rouges et des fruits noirs sont de 24.3±0.2 et 

23.50±0.05 respectivement (Tab.10). Il est très inférieur à celui trouvé par Taleb Toudert, 

(2015) pour l’huile essentielle des feuilles de P. lentiscus (L.), collectées dans la région de la 

Kabylie. Plus que la qualité d’une huile est élevée, et plus la quantité d’ester qu’elle referme 

l’est aussi. Cependant, l’indice d’ester peut aussi être influencé par d’autres facteurs, tels que 

les conditions dans lesquelles s’effectuent l’hydrolyse (type d’alambic utilisé, constituants de 

l’eau utilisés pour le chauffage…). De manière générale, les huiles de très bonnes qualités ont 

un indice ester très élevé (Tahari et Saadou, 2015).  

 Indice de saponification 

 L’huile essentielle de P. lentiscus (L.) présente des indices de saponification avec des 

valeurs différentes entre les différentes parties de la plante. Il est de 35.09±0.20 pour l’huile des  

feuilles/branches, 56.20±0.09 pour l’huile des fruits rouges et 78.41±0.12 pour celle des fruits 

noirs.  

 Indice de peroxyde  

 L’huile essentielle des feuilles/branches de P. lentiscus (L.) a enregistré un indice de 

peroxyde de 3.65±0.05 (mEq/kg) alors que l’huile essentielles extraite des fruits rouges et fruits 

noirs présente un indice de peroxyde de 2.14±0.01 (mEq/kg) et de 2.31±0.23 (mEq/ kg), 

respectivement (Tab.10). L’indice de peroxyde d'une huile ou d'une graisse est utilisé pour 

mesurer l'étendue des réactions de rancissement. L'air, ou spécialement l'oxygène de l'air, peut 

réagir avec l'huile et former divers composants de peroxyde qui affectent l'odeur, la saveur et 

la qualité de l’huile. En général, des indices de peroxyde supérieurs à 10 indiquent que cette 

huile est moins stable avec une durée de conservation plus courte (Nouros et al., 1999). 

 L’indice d’iode 

 L’indice d’iode est lié à l’état d’insaturation des chaînes carbonées dans les huiles. 

L’indice d’iode de nos échantillons est de de 46.60±2.94, 62.63±0.32 et 61.09±0.01 (pour 100 

g huile), respectivement pour l’huile essentielle des feuilles/branches, fruits rouges et fruits 

noirs de P. lentiscus (L.).   
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 Les caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles varient avec l’espèce 

végétale, l’organe (branches, feuilles ou fruits), le stade de maturité, le lieu de culture, la 

méthode et les conditions d'extraction (Essien et al., 2008 ; Barkatullah et al., 2012 et 

Siddiqui et al., 2013). 

 La majorité des paramètres physico-chimiques de d’huile essentielle des différentes 

parties de P. lentiscus (L.) se retrouvent dans les fourchettes des références établies par la norme 

AFNOR. 

II.7. Analyse qualitative et semi-quantitative des huiles essentielles par CG) 

et (CG/SM) 

 L’extraction et l’évaluation des propriétés physico-chimiques de l’huile essentielle 

obtenue à partir des différentes parties de P. lentiscus (L.) ne sont pas suffisantes pour établir 

une identification de nos huiles ; il est nécessaire d’en faire une analyse chromatographique et 

spectroscopique pour identifier les différents constituants des huiles conformément aux 

exigences des normes internationales. Pour cette étude, nous avons eu recours à la 

chromatographie en phase gazeuse (CG) et à la chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectroscopie de masse (CG/SM). Le but visé de ces analyses, en plus de l’identification des 

constituants des essences recueillies, est de faire une étude comparative de la composition 

chimique des trois huiles essentielles extraites des différentes parties de P. lentiscus (L.) 

obtenus par hydrodistillation assistée par ultrasons. L’identification des constituants a été 

réalisée en se basant sur leur indice de rétention (IR) et sur leur spectre de masse obtenu par 

(CG/SM).  

 L’analyse de la composition chimique de l’huile essentielle extraite des différentes parties 

de P. lentiscus (L.) par chromatographe en phase gazeuse (GC) et par chromatographie en phase 

gazeuse couplée à la spectrométrie de masse a permis d’identifier 63 composés qui représentent 

99,21%, 99,87% et 99,96% de la composition totale respectivement pour l’huile extraite des 

feuilles/branches, fruits rouges et fruits noirs (Tab.11). 

         L’huile essentielle des feuilles/branches contient 46.31% de monoterpènes 

hydrocarbonés avec le -Terpinene (12.13%) et le Terpinolène (15.8%) en tant que composés 

majoritaires et l’α pinène (5.01%), le sabinene (2.07%), le ß pinène (3.42%) et le ß Myrcène 

(6.09%) en tant que composés minoritaires et 42,54% de monoterpènes oxygénés avec le 4-

Terpineol (25,14%) et le α-Terpineol (16,24%) en tant que composés majoritaires (Fig. 22).  

 Pour l’huile essentielle extraite des fruits rouges, les monoterpènes hydrocarbonés 

représentent un taux de 88,28% de la totalité des composants avec le ß-Myrcène (77.16%)  
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 Tableau n°11 : Composition chimique en (%) de l’huile essentielle des feuilles/ branches, 

fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) de la région de Bouira. 

N° Les Composés IR Feuilles/ branches Fruits rouges Fruits noirs Identification 

1 Tricyclene 923 0,06 0,05 0,1 SM-IR 

2 α-Thujene 927 0,05 0,06 0,09 SM-IR 

3 α- Pinene 936 5,01 6,91 6,73 SM-IR- Et. 

4 α-Fenchene 949 0,13 0,15 0.06 SM-IR 

5 Camphene 950 0,5 0.52 0,54 SM-IR- Et. 

6 Sabinene 973 2,07 0,46 0,19 SM-IR- Et. 

7 ß-Pinene 977 3,42 0,21 1,21 SM-IR- Et. 

8 ß-Myrcène 989 6,09 77,16 67,08 SM-IR- Et. 

9 α-Phellandrene 1004 0.14 0,07 0,88 SM-IR 

10 δ-3-Carene 1008 0,15 0,09 0,08 SM-IR 

11 α-Terpinene 1010 0,17 0,08 0,37 SM-IR 

12 p-cymene 1024 0,06 0,42 0,51 SM-IR 

13 Limonène 1029 0,10 0,34 2.20 SM-IR 

14 ß-Phellandrene 1030 0,07 0,25 0,35 SM-IR 

15 -1-8-Cineole 1031 0,08 0,13 0,18 SM-IR- Et. 

16 Trans-Ocimene 1033 0,09 0,22 0,73 SM-IR 

17 β-(Z)-Ocimene 1037 0.07 0,16 0,15 SM-IR 

18 E-(Z)-Ocimene 1047 0,12 0,09 0,2 SM-IR 

19 -Terpinene   1060 12,13 0,76 0,68 SM-IR- Et. 

20 Terpinolene 1087 15,8 0,15 2,61 SM-IR 

21 Linalool 1099 0,18 0,26 1,2 SM-IR 

22 Fenchol 1114 0,05 0,05 0,08 SM-IR 

23 Camphor 1144 0,12 0,06 0,9 SM-IR-Et 

24 Isoborneol 1158 0,10 0,05 0,06 SM-IR 

25 Borneol 1167 0,71 0,14 0,34 SM-IR 

26 4-Terpineol 1182 25,14 0,24 0,24 SM-IR 

27 α-Terpineol 1194 16,24 0,11 0,48 SM-IR- Et 

28 Bronyl acetate 1284 0,10 0,81 1,16 SM-IR- Et 

29 Isoledene 1372 0,06 0,05 0,18 SM-IR 

30 α-cubebene 1375 0,05 0,06 0,07 SM-IR 

31 α -Ylangene 1378 0,08 0,1 0,19 SM-IR 

32 α -Copaene 1383 0,07 0,11 0,27 SM-IR 

33 β-Bourbonene 1391 0,07 0,06 0,42 SM-IR 

34 ß-Elemene 1394 1,72 0,05 1,77 SM-IR 

35 Longifolene 1404 0,1 0,06 0,17 SM-IR 

36 α gurjunene 1408 0,08 Tr. Tr. SM-IR 

37 β-caryophyllene 1420 2,5 5,1 3,04 SM-IR 

38 Aromadendrene 1440 0,06 0,05 0,21 SM-IR 

39 α -Amorphene 1443 0,07 0,06 0,11 SM-IR 

40 α-Humulene 1449 0,05 0,31 0,12 SM-IR 

41 α -Patchoulene 1451 0,1 0,12 0,13 SM-IR 

42 Alloaromadendrene 1460 0,17 0,20 0,23 SM-IR 

43 D Germacrene 1476 0,09 0,05 0,46 SM-IR 

44 β -Selinene 1480 0,15 0,05 0,07 SM-IR 

45 ß-Gaiene 1489 0,25 1,2 0,08 SM-IR 

46 Ledene 1494 0,05 0,05 0,07 SM-IR 

47 α -Muurolene 1504 0,10 0,70 0,6 SM-IR 

48 -Cadinene 1513 2,04 0,13 0,20 SM-IR 

49 δ-Cadinene 1523 0,41 0,37 1,02 SM-IR 

50 α -Calacorene 1540 0,14 0,20 0,2 SM-IR 

51 Ledol 1567 0,08 0,06 0,1 SM-IR 

52 Caryophyllene oxide 1580 0,06 0,06 0,08 SM-IR 

53 Globulol 1582 0,08 0,07 0,08 SM-IR 

54 Epi-globulol 1584 0,1 0,05 0,11 SM-IR 

55 Guaiol 1597 0,20 0,05 0,15 SM-IR 

56 γ-Eudesmol 1630 0,40 0,07 0,1 SM-IR 

57 Cubenol 1632 0,05 0,06 0,06 SM-IR 

58 Tau-cadinol 1638 0,06 0,05 0,07 SM-IR 

59 Tau-muurolol 1640 0,31 0,06 0,05 SM-IR 

60 α Eudesmol 1651 0,08 0,07 0,08 SM-IR 

61 α cadinol 1652 0,41 0,06 0,05 SM-IR 

62 Bulnesol 1665 0,05 0,08 TR SM-IR 

63 Eudesm-7 (11)-en-4-ol 1692 0,07 TR TR SM-IR 

Total identifié (%) 99,21 99,87 99,96  

Monoterpènes hydrocarbonés 46,31 88,28 84,94  

Monoterpènes oxygénés 42,54 1,71 4,46  

Sesquiterpènes hydrocarbonés 8,41 9,20 9,63  

Sesquiterpènes oxygénés 1,95 0,68 0,93  
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comme composant majoritaire, l’α-Pinene (6.91%), le camphene (0.52%) sabinene (0.46%), 

ß-Pinene (0.21%), p-cymene (0.42%),-Terpinene (0.76%) étant les composants minoritaires.  

         Les sesquiterpènes hydrocarbonés sont présents avec un taux de 9,20% dont les 

principaux constituants sont le β-caryophyllene (5,1%) et le ß-Gaiene (1.2%). Le principal 

représentant des monoterpènes oxygénés (1.71%) est le Bronyl acetate (0.81%). Les 

sesquiterpènes oxygénés sont présents en faible teneur et ils ne représentent que 0,68 % de la 

totalité des constituants de l’huile essentielles des fruits rouges de P. lentiscus (L.) (Fig. 22).  

 En ce qui concerne l’huile essentielle extraite des fruits noirs, on note également une 

proportion importante de monoterpènes hydrocarbonés (84.94%) avec comme composant 

majoritaire le Myrcène (67.08%) ainsi que l’α- Pinene (6.73%), ß-Pinene (1.21%), Limonene 

(2.20%), Terpinolene (2.61%) qui sont les composés minoritaires. Les sesquiterpènes 

hydrocarbonés représentent 9.63% de la totalité de la composition de l’huile essentielle et les 

principaux constituants sont B-Elemene (1.77%), le  caryophyllene (3.04%) et δ-Cadinene 

(1.02%). Les monoterpènes oxygénés sont présents avec un taux de 4.46% et leurs principaux 

constituants sont Linalool (1.2%) et le Bornyl acetate (1.16%). On note une faible abondance 

en sesquiterpènes oxygénés (0,93%) (Fig. 22).  

 

Figure n°22 : Principales familles chimiques rencontrées dans l’huile essentielle des 

feuilles/branches, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) de la région de Bouira 

(Monoterpènes hydrocarbonés     , Monoterpènes oxygénés    , Sesquiterpènes hydrocarbonés     , 

Sesquiterpènes oxygénés     ). 

 La composition de l’huile essentielles du Pistachier lentisque varie en fonction des 

régions ; les feuilles provenant de kabylie sont riches en composés monoterpéniques (43,33%), 

suivis des sesquiterpènes (16,16%) (Taleb Toudert, 2015), celle des feuilles collectées à Oran 

est composée de monoterpènes oxygénés, essentiellement le terpinène-4-ol (41,24%) et de l'α-

terpinéol (7,31%) (Hamiani et al., 2016) et l’α-Pinène (15.47%) et le limonène (14.7%) sont 

les composés majoritaires de l’huile des feuilles collecté à Boudarballa (Bouira) (Medjikane, 

2017).  
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 L’huile des fruits est constituée de monoterpènes, sesquiterpènes, esters aliphatique, 

cétones et des composés phénoliques (Grant et al., 1990 ; Boelens et Jimenez,1991 ; Congiu 

et al., 2002).  Les variations rencontrées dans la composition chimique des huiles essentielles, 

peuvent être dues aux facteurs écologiques (le climat, l’altitude et la nature du sol).  

 La composition de l’huile essentielle des feuilles/branches, fruits rouges et noirs de P. 

lentiscus (L.) a été établie à l’aide de la technique CG/SM. Cette technique a révélé que les HE 

des feuilles/branches est constitué principalement des monoterpènes hydrocarbonés 

(46.31%) et oxygénés (42.54%). Quant à l’huile des fruits rouges et noirs est constituée 

essentiellement de monoterpènes hydrocarbonés,88,28% pour les fruits rouges et 84.94% 

pour les fruits noirs.  

II.8. Caractéristiques et rendements des extraits phénoliques des différents 

organes de P. lentiscus (L.) 

II.8.1. Extraction et rendement 

         L’extraction présente l’étape clé avant toute analyse quantitative ou qualitative (Muanda, 

2010). Les composés phénoliques, substances actives, sont extraits par des solvants organiques. 

La solubilité des composés phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé.  

          L’extraction des substances phénoliques a été effectuée en utilisant différents solvants, 

méthanol, éthanol, acétone, hexane et eau. Après extraction et récupération des extraits sous 

forme de poudre ou de pate, le rendement, la couleur, l’aspect de chaque extrait sont déterminés 

(Tab. 12).  

         L’extrait méthanolique des branches et des feuilles de P. lentiscus (L.) est de couleur vert 

foncé, celui des fruits rouges est de couleur marron clair alors que celui des fruits noirs est de 

couleur marron foncé ; ils présentent tous un aspect pâteux.  

         L’extrait éthanolique des branches est de couleur vert foncé, celui des feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs est marron foncé et ils présentent également un aspect pâteux.  

         L’extrait aqueux des branches et des fruits rouges est de couleur marron clair, celui des 

feuilles et des fruits noirs marron foncé ; il se présente sous forme de poudre.  

         L’extrait acétonique des branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) 

est de couleur vert clair et présente un aspect pâteux. 

                   L’extrait hexanique des branches, feuilles et fruits rouges est de couleur vert foncé alors 

que l’extrait des fruits noirs est de couleur vert clair. Ils présentent tous un aspect huileux. 

       Tous les extraits obtenus sont caractérisés par une odeur aromatique, très puissante et 

pénétrante. 
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 Tableau n°12 : Caractéristiques des extraits des différents organes de P. lentiscus (L.). 

              Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures ± standard de déviation ± SD (n=3). 

  Les extraits sont riches en substances extractibles. Les rendements d’extraction les plus 

importants sont enregistrés avec les feuilles, les fruits noirs suivis des fruits rouges et des 

branches. Quelle que soit la partie de la plante utilisée, le rendement d’extraction obtenu avec 

le méthanol est toujours le plus élevé ; il varie de 20,00±0.03 % à 52.39±0.06%, suivi de celui 

obtenu par l’éthanol, qui varie de 19.08 ±0.03 % à 43.20±0.02%. Pour l’eau, le rendement 

d’extraction varie de 15.80±0.05% à 41.79 ±0.32%, celui obtenu avec l’acétone varie de 13.70 

±0.8%± 27.40±0.52%. L’hexane donne le plus faible rendement d’extraction ; il varie de 

1.29±0.01% à 34.91±0.01%, sauf pour les fruits noirs où le rendement est relativement élevé 

(34.91±0.01%) (Fig.23). 
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 Quel que soit la plante utilisée (P. lentiscus, Euphorbia helioscopia, Marrubium 

peregrinum), le rendement obtenu avec le méthanol est toujours plus important par rapport 

aux autres solvants : éthanol, acétone, acétate d'éthyle, éther de pétrole, eau (Stanković et al., 

2011 ; Belyagoubi al., 2016 ; Benrokia et Aouar, 2015 ; Zitouni et al., 2016 et Bourgou et 

al.,2016).  

 

Figure n°23 : Rendements d’extraction des branches (B)      , feuilles(F)      , fruits rouges (FR)       et 

(FN)      de P. lentiscus (L.). 

         Le rendement dépend des techniques d’extractions qui affectent le taux total en phénols 

et flavonoïdes (Lee et al., 2003). Dans notre étude, le rendement de l’extrait méthanolique des 

feuilles de P. lentiscus (L.) obtenu par soxhlet est de 52.39 ± 0.06% et celui de l’extrait aqueux 

obtenu par décoction est de 41.79±0.32%.  Des rendement plus faible sont obtenus lors d’une 

extraction par macération dans le méthanol et par infusion en faisant bouillir la matière végétale 

pendant 20 min (Bouriche et al., 2016). D'autres facteurs, comme le pH, la température, le 

rapport quantité de matière au volume du solvant, les intervalles de temps, le nombre et les 

étapes d'extractions individuelles, la taille des particules de l'échantillon, la nature chimique des 

composés phytochimiques ainsi que de la présence de substances interférentes affectent 

également le rendement d’extraction (Stalikas, 2007). 

 Le rendement d’extraction des feuilles du pistachier lentisque (52.39±0.06%), est plus 

élevé que celui des fruits noirs (50±0.01%), fruits rouges (46.7±0.02%) et des branches 

(20,00±0.03%). Cette différence est due à la composition chimique de chaque organe de la 

plante. La nature de l’organe utilisé dans l’extraction influence son rendement et sa composition 

chimique (Hafez, 2010). En effet, le rendement d’extraction varie d’un organe à un autre de la 

même plante (Mahmoudi, 2013 ; Beddou, 2015). 

 Les résultats des rendements d’extraction des différents organes de P. lentiscus (L.) 

indiquent la présence d’une teneur importante de composés extractibles dans les différents 

organes du pistachier lentisque. 
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 L’utilisation des solvants à polarités différentes a permis de séparer les métabolites selon 

leurs degrés de solubilité (Kar, 2007).  

II.8.2. Etude de l’huile fixe des fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) 

II.8.2.1. Teneur en huile fixe des fruits rouges et des fruits noirs de P. lentiscus (L.) 

 La teneur en huile fixe des fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) est de 

34.90±0.05% et 11.50±0.35 % respectivement (Tab. 12). Ces valeurs sont proches à celles 

trouvées par Charef et al., (2008). Des rendements allant de 17,45% à 35.37% sont rapporté 

dans la littérature (Bougherara Merzougui, 2014 ; Boukeloua et al., 2012 ; Dhifi et al.,2013 ; 

Boukeloua et al.,2016). 

 Ces différences du rendement en huile peuvent être attribuées aux différentes conditions 

bioclimatiques relatives à chaque population.  

 Il est aussi influencé par le stade de maturité et la région de récolte. De plus, le 

pourcentage d’huile augmente radicalement au début du stade de maturation et baisse 

légèrement quand le fruit dépasse la maturité (Salvador et al., 2001). 

II.8.2.2. Caractérisation de l’huile fixe des fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.)  

 La recherche de la qualité devient plus que jamais la solution pour que les fruits du 

pistachier lentisque soit concurrentiel vis-à-vis des autres matières grasses. Or, la qualité est 

fondée sur les caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques de l’huile.  

II.8.2.2.1. Caractéristiques organoleptiques  

Les propriétés organoleptiques constituent un moyen de vérification et de contrôle de la 

qualité des huiles. L’huile fixe obtenue à partir des fruits rouges et noirs du pistachier lentisque 

(L.) sont respectivement de couleur vert foncé et jaune-vert claire ; elles présentent un aspect 

huileux, et dégagent toute les deux une très forte odeur aromatique caractéristique de la plante 

fraiche (Tab.13).  

Tableau n°13 : Caractéristiques organoleptiques de l’huile fixe des fruits rouges et fruits noirs 

de P. lentiscus (L.).  

 

 

 

 

 Couleur Odeur Aspect 

Fruits rouge Vert foncé 
Forte odeur caractéristique 

et fraîche 
Huileux 

Fruits noirs Jaune-vert clair 
Forte odeur caractéristique 

et fraîche 
Huileux 
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II.8.2.2.2. Détermination des caractéristiques physico-chimiques   

  La densité ou masse volumique dépend de la température et de la composition chimique de 

l'huile. Elle nous renseigne sur la nature de la composante en acides gras, notamment de la 

longueur de la chaine, de la présence d’insaturation et de fonction sur la chaine carbonée 

(Maameri, 2016). La densité de l’huile de lentisque extraite des fruits rouges est de 0.96±0.11 

et celle extraite des fruits noirs de 0.94±0.03. L’huile de lentisque issue des fruits rouges est 

légèrement plus dense que l’huile issue des fruits noirs. La valeur de la densité trouvée pour 

l’huile de lentisque est supérieure à celle rapporté par Maameri et al. (2016) et Djerrou, (2014) 

et inférieure à celle trouvée par Bouamara et Haddad, (2016) et Boukeloua et al. (2012). 

 L’indice de réfraction : L’indice de réfraction des huiles dépend de la structure des acides 

gras, du degré d’estérification (Gunstone, 2002) et de la température. Il augmente avec le 

nombre d’atomes de carbone, le degré d’insaturation et de conjugaison et prend des valeurs plus 

élevées pour les monoglycérides que pour les triglycérides. Toute variation de ce paramètre 

peut indiquer une modification de la composition en triglycériques de l’huile. L'indice de 

réfraction est de 1,465±0,010 pour l’huile P. lentiscus (L.) extraite des fruits rouges et de 

1.470±0.120 pour celle extraite des fruits noirs. Ces valeurs sont proches de celles rapportées 

par Bougherara Merzougui, (2015) et Boukeloua et al. (2012). 

 L’indice d’acide : L’acidité libre permet à la fois la classification des huiles, et d’avoir des 

renseignements sur leur état d’altération. Le contenu en acides gras libres d’une huile est un 

indicateur de l’activité des lipases, de la qualité, de la fraîcheur du fruit et de la stabilité de 

l’huile pendant le stockage. Ces acides jouent aussi un rôle important dans la caractérisation 

sensorielle de l’huile. 

         Les pourcentages d’acidité des huiles fixes du lentisque sont de 1.12±0,10 et 2.24± 0.03 

(mg de KOH/g d’huile) respectivement pour les fruits rouges et les fruits noirs (Tab.14).  

L’acidité des huiles est fonction de la maturité des fruits. Un indice d’acide de 7,7±0,3 et de 

24,0±0,5 mg KOH/g est trouvé respectivement pour l’huile de lentisque, extraite des baies noire 

et rouge par Charef (2008). L’acidité est liée directement à l’état de conservation et aux 

techniques de récolte et d’extraction utilisées. Un taux élevé d’acidité serait probablement dû à 

l’hydrolyse des triglycérides sous l’action de lipases contenues dans le fruit, entrainant la 

libération des AG libres (Abaza et al., 2002). 

 L’indice de peroxyde : L'indice de peroxyde mesure le degré de peroxydation des matières 

grasses après une exposition à l'air. Cette dernière va entraîner la formation de peroxydes à 

partir des acides gras insaturés (Kandji, 2001). L'indice de peroxyde est lié aux conditions de 

conservation et aux modes d’extraction. C'est un critère très utile et d'une sensibilité 

satisfaisante pour apprécier les premières étapes d'une détérioration oxydative.  
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 L'oxydation d’une huile commence après la cueillette des fruits et continue pendant leur 

stockage et le traitement. Les corps gras peuvent s’oxyder en présence d’oxygène et de facteurs 

physicochimiques (température élevée, eau, enzyme, trace de métaux, Cu, Fe...). Cet indice 

permet d’évaluer la teneur de l’huile en produits d’oxydation primaires (Tchiégang et al., 2004 

; Marmesat et al., 2009).  

 Les indices de peroxydes sont de 8,390±0,012 mEqO2/kg d'huile pour les huiles issues 

des fruits rouges et de 5.90±0.02 mEq O2/kg d'huile pour celles extraites des fruits noirs 

(Tab.14). Ces valeurs sont conformes aux normes du codex alimentaires (Codex 

Alimentarius, 1992). Nos résultats sont supérieurs à ceux trouvés par Boukeloua et al. (2012) 

et inférieurs à ceux obtenus par Djerroud, (2014). Ces différences d’indice de peroxyde sont 

probablement dues à l’oxydation de l’huile suite aux conditions d’extraction qui peuvent 

provoquer une oxydation des acides gras insaturés et à la présence de composés ayant de 

nombreuses doubles liaisons comme les caroténoïdes, les vitamines A et E, le squalène, qui 

peuvent subir des réactions d'oxydation analogues avec formation de peroxyde (Kandji, 2001). 

Tableau n° 14 : Indices physico-chimiques de l’huile fixe extraite des fruits rouges et fruits 

noirs de P. lentiscus (L.). Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures ± standard de déviation ± 

SD (n=3). 

Indices physico-

chimiques 
FR FN 

Normes 

COI2011 

Normes 

CEE2005 

Codex, 

FAO 

2001 

Indice de réfraction 1,465 ± 0,010 1.470±0.120 1,4677- 1,4705 / / 

Densité 
0.96±0.11 0.94±0.03 / / / 

Indice d’acide (mg KOH /g) 
1.12±0,10 2.24±0.03 0,8 - 3,3 0,8 -2,0 ˂1 

Indice d’ester (mg KOH 

/g) 189,53±0.37 187.40±0.56 / / / 

Indice de saponification (mg 

de KOH /g) 194,21± 0,05 191,25± 0,12 
184 – 196 184 - 196 

/ 

Indice de peroxyde (m 

Eq/Kg) 8,39±0,01 5.90±0.02 ≤ 20 ≤ 20 ˂20 

Indice d’iode (g / 100 g 

d’huile) 83,45±0,25 80.01±0.01 / / 75-94 

Extinction à 232 nm 
0.123±0.14 0.114±0.100 2,50- 2,60 2,5- 2,60 

/ 

Extinction à 270nm 0.289±0.01 0.267±0.130 0,22- 0,30 0,22- 0,25 0,25-0,30 
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 Indice de saponification : L'indice de saponification de l’huile issue des fruits rouges est 

de 194,21±0,05mg de KOH/g d’huile et celle issue des fruits noirs de 191,25± 0,12 mg de 

KOH/g d’huile pour (Tab. 14). Nos résultats sont comparables à ceux trouvés par Bougherara 

Merzougui, (2015). 

 Indice d’ester : L'indice d’ester de l’huile extraite des fruits rouges et noirs de P. lentiscus 

(L.) sont respectivement de 189,53±0.37 et 187.40±0.56 mg de KOH/g d’huile (Tab.14). Des 

indices d’ester se situent entre 178,45 et 209.87 mg de KOH/g d’huile sont rapporté dans la 

littérature (Bouteldj et Kadjoudj, 2013 ; Bensalem, 2014).  

 L’indice d’iode : L’indice d’iode est un paramètre qui renseigne sur le nombre de doubles 

liaisons ; il est de 83,45±0,25 g de I2/100g d’huile pour l’huile extraite des fruits rouges et de 

80.01±0.01g de I2/100g d’huile pour l’huile extraite des fruits noirs (Tab. 14). Ces valeurs sont 

situées dans l’intervalle des indices d’iode, signalée dans la littérature pour les huiles d'olive 

(75 à 94) (Nichols, 2003). Elles sont proches de celles trouvée par Djerrou (2014) pour l’huile 

des fruits de lentisque (85% pour les fruits noirs et 15% pour les fruits rouges) collecté dans la 

région de Tamalous (Skikda)  

 Extinction spécifique en UV : L’oxydation d’un corps gras conduit à la formation 

d’hydroperoxyde linoléique qui absorbe la lumière au voisinage de 232 nm. Si l’oxydation se 

poursuit, il se forme des produits secondaires d’oxydation, en particulier des dicétones et des 

cétones insaturées qui absorbent la lumière vers 270 nm. L’extinction spécifique à 232 nm et à 

270 nm d’un corps gras peut donc être considérée comme une image de son état d’oxydation. 

Les deux huiles de lentisque ont des valeurs d’extinction faible ; l’huile de lentisque extraite 

des fruits rouges présente les extinctions les plus élevées à 232 et 270 nm qui sont 

respectivement de 0.123±0.140 et 0.289±0.010 suivis d’huile de lentisque extraite des fruits 

noirs qui a une extinction de 0.114±0.100 à 232 nm et de 0.267±0.130 à 270 nm (Tab.14). Nos 

résultats se trouvent dans les fourchettes des normes internationales (Normes COI2011, 

Normes CEE2005 et Codex, FAO 2001) confirmant la bonne qualité de l’huile de Pistachier 

lentisque et l’absence des produits d’oxydation secondaire. Des valeurs d’extinction de 0,093 à 

232 nm et de 0,133 à 270 nm sont rapporté dans la littérature (Bouamara et Haddad, 2016). 

La variation de l’absorption à E270 peut être attribuée aux pratiques technologiques lors du 

processus d’extraction et à une exposition excessive des fruits et des huiles extraites à l’air et à 

la lumière (Tanouti et al., 2011).  

        Les caractéristiques physicochimiques (l’indice de réfraction, indice d’acide, indice 

d’iode, indice de peroxyde, indice d’ester, indice de saponification, Extinction à 232 nm et à 

270nm) de l’huile de lentisque étudiée sont conformes aux normes internationales. 
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II.8.2.2.3. Analyse de la composition chimique de l’huile fixe des fruits rouges et noirs de 

P. lentiscus (L.) 

II.8.2.2.3.1. Composition en acides gras de l’huile fixe des fruits rouges et fruits noirs de 

P. lentiscus (L.) par Chromatographie en phase Gazeuse (CG)  

 Les huiles de P. lentiscus (L.) ont été extraites par un solvant organique (hexane). La 

composition en acides gras a été analysées par CPG.  

 L’huile fixe des fruits rouges et noirs de P. lentiscus (L.) se compose principalement de 

trois acides gras : les acides palmitique, oléique et linoléique représentant respectivement 

22.74%, 48.18% et 25.20% pour l’huile extraite des fruits rouges et 29.59%, 49.70% et 17.38 

% respectivement pour l’huile extraite des fruits noirs (Tab.15).  

Tableau n°15 : Composition en acides gras (%) de l'huile fixe des fruits rouges et fruits noirs 

de P. lentiscus (L.) par CPG. 

 

Acide gras saturés¹      Ʃ AGS : Somme des acides gras saturés. 

   Acides gras monoinsaturés²        Ʃ AGMI : Somme des acides gras mono-insaturés. 

Acides gras polyinsaturés³    ƩAGPI : Somme des acides gras polyinsaturés. 

 

Les acides gras Dénomination Fruits rouges Fruits noirs 

C16:0 Acide palmitique1 22.74% 29.59% 

  C16:19 Acide Palmitoleique 0.89% 0.82% 

C17:0 Acide margarique1 

(   (acide heptadécanoïque) 

Traces 0.28% 

C18:0 Acide stéarique 1 1.79% 1.41% 

  C18:19 Acide oléique 2 48.18% 49.70% 

C18:29-12 Acide linoléique3 25.20% 17.38% 

 C18:39-12-15 Acide linolénique 3 0.27% 0.18% 

    C20:0 Acide arachidique1 0.64% 0.44% 

C20:19 Acide gondoïque2 0.27% Traces 

     C22:0 Acide béhénique1 (acide 

docosanoïque)  

Traces  0.15% 

Σ AGS Acide gras saturés1 25.17% 31.87% 

Σ AGMI Acides gras monoinsaturés2 49.35% 50.52% 

Σ AGPI Acides gras polyinsaturés3 25.47% 17.56% 

Σ AGI 74.82% 68.08% 

AGI/ AGS 2.97 2.13 

Indice de péroxydabilité 26.70%  18.82 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_b%C3%A9h%C3%A9nique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_b%C3%A9h%C3%A9nique
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 L’huile des fruits de lentisque contient des acides gras saturés avec respectivement 25.17 

% et 31.87% pour les fruits rouges et noirs. L’acide palmitique est le plus fréquemment 

rencontrés avec de 22.74 % et 29.59% respectivement pour les huiles extraites des fruits rouges 

et noirs suivi de l’acide stéarique (1.79 % et 1.41% respectivement pour l’huile extraite des 

fruits rouges et noirs). Les autres AG saturés se trouvent en très faible proportion.  

 Les acides gras monoinsaturés (AGMI) représentent les composants les plus importants 

de nos huiles. Ils représentent un taux de 49.35% pour les fruits rouges et 50.52% pour les 

fruits noirs Parmi les acides gras mono-insaturés, figurent l’acide oléique (C18 :19) qui est le 

constituant majoritaire de l’huile du pistachier lentisque avec une teneur de 48.18% pour celle 

extraite des fruit rouge et 49.70% pour celle issue des fruits noirs. 

 Les acides gras polyinsaturés (AGPI) représentent 25,47% des acide gras de l'huile de 

lentisque extraite des fruits rouges et seulement 17.56 % pour celle issue des fruits noirs. Les 

deux principaux AGPI trouvés dans l’huile du pistachier lentisque sont les acides linoléique 

(C18 : 2−) avec une teneur de 25.20% pour les fruits rouges et 17.38 % pour les fruits noirs 

et linolénique (C18:3−−) avec une teneur de 0.27% et 0.18% respectivement pour l’huile 

extraite des fruits rouges et de fruits noirs.  

 

 L’huile fixe des fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.), possède une teneur 

importante en acide oléique comparable à certaines huiles alimentaires comme l’huile d’olive, 

conférant à cette huile une valeur alimentaire comparable à l’huile d’olive. L’acide oléique 

présent en grande proportion est réputé pour son rôle dans la préservation des maladies 

cardiovasculaires et pour sa valeur nutritive (Corbett, 2003). En effet, ils sont reconnus pour 

abaisser le mauvais cholestérol (Cholestérol LDL) et pour augmenter le bon cholestérol 

(Cholestérol HDL) (Michihiro et al ; 1996 et Mata, 1992). La teneur élevée de l’acide oléique 

confère aussi à l’huile de P. lentiscus (L.) une stabilité au cours du stockage.  

L’huile fixe de P. lentiscus (L.) est également riche en acide linoléique (C18 :29-12) un 

AG essentiels (AGE), qui a des incidences nutritionnelles favorables et des effets 

physiologiques bénéfiques dans la prévention des maladies coronariennes et le cancer (Oomah 

et al., 2000). C’est un acide gras essentiel indispensable à la structure des membranes de 

cellules et agit sur l’équilibre des réactions physiologiques dans l’organisme. Ce sont les 

précurseurs de certaines molécules qui alimentent les réactions inflammatoires ; leur présence 

en quantité suffisante s’avère capitale et ceci dans le cas où ils ne sont pas suffisamment 

équilibrés par une présence suffisante d’acides gras oméga-6.  

 La qualité des huiles peut être déterminée par le rapport Σ Acides Gras Insaturé / Σ Acides  
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Gras Saturé (Ramadan et Mörsel, 2006). Les rapports de l’huile du pistachier lentisque sont 

de l’ordre de 2.97 pour les fruits rouges et 2.13 pour les fruits noirs. Un rapport élevé confère à 

l’huile une plus grande stabilité à l’auto-oxydation et une valeur nutritionnelle importante 

(Ryan et al, 1998 ; Abaza et al, 2003).  

Les fruits de P. lentiscus (L.) sont riches en huile ; ils peuvent être utilisés comme source 

d’huile végétale (Karlenskind, 1992). Cette huile possède une composition chimique riche 

acide gras et qui est proche à celle d’autre huile végétale comme l’huile d’olive (Codex 

Alimentarius,2003), l’huile de Tournesol (Chekroun,2013) et l’huile de soja (Khiari,2017).  

Cette huile peut être utilisée pour des fins nutritionnelles comme une source intéressante 

d'oméga 6 et oméga 9. 

➢ Indice de peroxydabilité  

 L’indice de peroxydabilité ou de peroxydation a été calculé en se basant sur la 

composition en acides gras de l’huile fixe extraite des fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus 

(L.) (Tab. 15). Cet indice est de 26.70% et 18.82% respectivement pour l’huile extraite des 

fruits rouges et des fruits noirs. Une valeur de 36,21% est trouvée pour l’huile issue des fruits 

rouges collectés dans la région de Bainem, contre 26,42% pour l’huile issue des fruits rouges 

et 22,3% pour l’huile issue des fruits noirs de Médéa par Arabi, (2017). Les résultats de notre 

étude relèvent que l’huile de P. lentiscus (L.) est stable. Un fruit a un indice de peroxydabilité 

d’autant plus faible que sa maturation est achevée. Donc, l’huile des fruits mûrs est de meilleure 

qualité que celle des fruits non murs. 

II.8.1.2.3.2. Teneur en phosphatides 

         La teneur en phosphatides est faible ; elle est respectivement de 0.52±0.007 % et 

0.68±0.001% pour l’huile fixe extraite des fruits rouges et des fruits noirs de P. lenttiscus (L.) 

(Tab. 16). Ces valeurs sont comparables à celles trouvées pour l’huile de sésame et l’huile 

d’olive (Tir, 2005 ; Aberkan, 1992). Elles sont relativement faibles comparée à l’huile des 

graines de (1.3%) et de Pinus pinea 2,4% (Louni, 2009 ; Benseghier et Khamed, 2014). Une 

teneur élevée en phosphatides n'est pas souhaitable, car elle confère à l'huile un goût 

désagréable. De plus, les phosphatides sont souvent liés à des métaux (Fe++, Cu++) catalyseurs 

d'oxydation provoquant ainsi l'acidification de l'huile (Louni, 2009). 

II.8.1.2.3.3. Teneur en insaponifiables 

         Les matières insaponifiables d’un corps gras représentent l’ensemble des produits 

présents après saponification par un hydroxyde alcalin. Cet ensemble est formé par des 

constituants naturels extraits des matières grasses tels que les stérols, tocophérols, alcools 

aliphatiques supérieurs, pigments et hydrocarbures naturels (Bereau, 2001).  
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         La teneur en matières insaponifiables de l’huile fixe des fruits rouges et des fruits noirs 

de P. lentiscus (L.) est de respectivement de 1.54±0.03% et 1.46±0.01% (Tab.16.) Malgré sa 

faible teneur, la fraction insaponifiable revêt une importance capitale à cause des composés 

nobles (tocophérols, stérols et composés phénoliques) qu’elle contient (Rahmani, 2007). Nos 

résultats restent dans les normes, qui sont généralement comprises entre 0.3 et 1.5% 

(Karleskind, 1992). 

Tableau n°16 : Teneur en phosphatides et en insaponifiables de l’huile fixe extraite des fruits rouges et 

noirs de P. lentiscus (L.) après extraction par l’hexane. Les valeurs représentent les moyennes de trois 

mesures ± standard de déviation ± SD (n=3). 

 
Phosphatides en % Insaponifiables en % 

Fruits rouges 0.520±0.007 1.54±0.03 

Fruits noirs 0.680±0.001 1.46±0.01 

  

         Le taux d’insaponifiable se rapproche de celui trouvé pour les fruits murs de P. lentiscus 

collecté dans la région de Skikda (Boukeloua et al., 2012) et de celui de l’huile de lentisque de 

la région de Mila (Belfadel, 2009). La baisse en taux d’insaponifiables peut s’expliquer soit par 

une dégradation partielle des composés insaponifiables au cours de l’extraction, soit par une 

augmentation des composés non glycéridiques extraits (pigments, chlorophylle) (Bereau, 

2001).  

II.8.1.2.3.4. Teneurs en pigments de l’huile fixe des fruits rouges et fruits noirs P. lentiscus 

(L.) 

 Les colorants naturels ou pigments d’origine végétale, forment une gamme très étendue 

de nuances (du jaune au bleu, en passant par le vert et même le noir). La chlorophylle, le 

lycopène et le β-carotène sont parmi les colorants les plus rencontrés et les plus utilisés dans 

les industries agroalimentaires. A des doses réglementées, ils sont bénéfiques pour la santé. 

Certains d’entre eux sont connus pour leurs activités antioxydantes, antimutagènes, voire 

anticarcinogènes (Kamat et al., 2000 ; Bouchet et al., 2005 ; Ben Mansour et Tlemcani, 

2009). 

 Teneur en chlorophylle 

         L’évolution de la teneur en chlorophylles renseigne sur les substances colorantes 

contenues dans l’huile. L’huile de lentisque extraite des fruits rouges non murs renferme une 

teneur plus importante en chlorophylle (8.52±0.04mg/Kg) par rapport à celle extraite à partir 

des fruits murs noirs (4,32±1.02mg/Kg) (Tab.17).  
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         Ces différences, sont liées au degré de maturité des fruits du lentisque. En effet, la 

concentration en chlorophylles est élevée au début de la maturité des fruits puis se dégradent 

rapidement. Cette diminution est due à la dégradation de la chlorophylle en phéophytines qui 

confèrent à l’huile sa couleur jaune (Psomiadou et a.l, 2001 ; Ait Yacine, 2001). Nos résultats 

sont comparables à ceux rapportés dans la littérature (Bougherara Merzougui et al., 2014 ; 

Bouamara et Haddad, 2016). 

         La chlorophylle est liée aux phénomènes oxydatifs par leurs actions catalytiques, pro-

oxydantes en présence de la lumière et antioxydantes à l’obscurité (Grati Kammoun, 1999). 

         Des faibles teneurs sont souhaitées pour éviter l’action pro-oxydante des pigments 

chlorophylliens pour assurer ainsi une bonne conservation des huiles (Kiritsakis et al., 1987). 

Tableau n°17 : Teneurs en chlorophylle et en caroténoïdes de l’huile fixe extraite des fruits 

rouges et des fruits noirs de P. lentiscus (L.). Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures ± 

standard de déviation ± SD (n=3). 

 Chlorophylles (mg/Kg) Caroténoïdes (mg/kg) 

   Fruits rouges 8.52±0.04 5.06±0.11 

Fruits noirs 4,32±1.02 24,910±0.001 

 

 Teneur en caroténoïdes  

 La concentration en caroténoïdes varie non seulement avec les espèces mais aussi avec 

les variétés de plantes, les facteurs environnementaux (la lumière, le sol, le degré de maturation, 

le climat, l’origine géographique et les conditions de culture) et les conditions de conservation 

et de stockage. En effet, l’exposition à la lumière et à des températures élevées favorise la 

dégradation des caroténoïdes (Rodriguez-Amaya, 2001 ; Dias et al., 2009). La teneur en ce 

pigment dépend du stade de maturité du fruit, du processus d'extraction, des conditions du 

stockage, de la méthode de cueillette, et de l’âge de l’huile (Fedeli, 1977 ; Kiritsakis et Dugan, 

1985 ; Ramdan et Mörsel, 2003). 

         L’huile de lentisque extraite à partir des fruits noirs a une teneur en caroténoïdes de 

24,91±0.001mg/Kg. Cette teneur est plus importante que celle de l’huile extraite à partir des 

fruits rouges (5.06±0.11mg/Kg) (Tab.17). Les caroténoïdes sont impliqués dans les 

mécanismes d’auto-oxydation et de photo-oxydation. En effet, le -carotène, les xanthophylles 

(zeaxanthine et violaxanthine) agissent comme protecteur en désactivant l’oxygène singulier 

produit par les chlorophylles, et de ce fait c’est un inhibiteur de la photo-oxydation (Rahmani 

M., 1989). Nos résultats sont comparables à ceux rapportés dans la littérature (Bouamara et 

Haddad,2016 ; Meznia et al., 2014 ; Bougherara Merzougui, 2014). 

   Nos résultats ont montré que les huiles étudiées ont une valeur nutritionnelle importante  
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puisqu’elles renferment des acides gras essentiels comme l’acide oléique et l’acide linoléique, 

une faible teneur en phosphatides ce qui confère une odeur agréable à nos huiles et une faible 

quantité de matières insaponifiables qui revêt une importance grâce à ces composés nobles 

(tocophérols, stérols et composés phénoliques).  

II.9. Détermination de la teneur en composés phénoliques des extraits des 

différents organes de P. lentiscus (L.) par spectrophotométrie 

          Les différents extraits bruts, obtenus par extraction solide-liquide, ont été analysés par 

spectrophotométrie UV-visible. Les quantités de polyphénols et de flavonoïdes 

correspondantes ont été rapportées en milligramme d’équivalents de l’étalon utilisé par 

milligramme d’extrait (mg EE/mg d’extrait) et déterminés par l’équation de type : y = a x +b. 

II.9.1. Teneur en polyphénols totaux 

Les concentrations totales en polyphénols sont estimées à partir d’une courbe 

d’étalonnage établie avec de l’acide gallique (Fig.1, Annexe). Une grande variabilité du taux 

des polyphénols a été observée non seulement dans les différents extraits issus d’un même 

organe en utilisant différents solvants, mais aussi entre les différents organes. Les teneurs les 

plus importantes en polyphénols sont trouvées dans les fruits noirs suivi des fruits rouges, des 

feuilles et enfin des branches (Tab. 18). La répartition inégale des polyphénols dans les 

différents organes d’une même plante a déjà été rapportée (Gehin et al., 2006 ; Falleh et al., 

2007 ; N’Guessan et al., 2011 ; El-Haci et al., 2012 ; Kanoun et al., 2014 ; Beddou, 2015).  

L’essentiel de ces métabolites sont accumulés dans les feuilles et les fruits du pistachier. 

La teneur en phénols totaux des fruits noirs est plus importante que celle des fruits rouges, en 

raison de l'accumulation maximale d'anthocyanes et de flavonols pendant le stade de maturation 

(Gerasopoulos et Stavroulakis, 1997 ; Zadernowski et al., 2005). 

Tableau n° 18 : Teneur en polyphénols totaux (TPT) des extraits des différentes parties de P. 

lentiscus (L.), exprimé en mg EAG/g d’extrait. Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures 

± standard de déviation ± SD (n=3). 

 Branches Feuilles 
Fruits 

Rouges Noirs 

Ext méthanolique  231.98±0.01  898.22±1.52 1292.79±0.95 1351.00±0.69 

Ext éthanolique  196.69±0.02  571.57±0.58 955.280±0.125 1171.17±0.14 

Ext aqueux  170.26±0.78  450.04±0.05 640.23±1.12 736.78±0.11 

Ext acétonique  91.17±0.04  266.66±0.02 272.52±0.05   544.140±0.080 

Ext hexanique  30.03±0.14  60.81±0.25 82.70±0.03 185.58±0.09 

  

 Le dosage par le réactif de Folin-Ciocalteu donne une évaluation brute de tous les 

composés phénoliques d’un extrait. Le réactif de Folin – Ciocalteu n’étant pas spécifique aux 

polyphénols mais aux composés aromatiques, de nombreux composés peuvent réagir avec le 

réactif, donnant un taux de phénol apparent plus élevé (Tawaha et al., 2007). 
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         Le taux de polyphénols obtenu au niveau des extraits méthanoliques des différents 

organes de P. lentiscus (L.) est plus élevé que celui des extraits éthanoliques, aqueux, 

acétoniques et hexaniques des mêmes organes. Le méthanol est le solvant le plus performant 

pour l’extraction des polyphénols avec des valeurs allant de 231.98±0.01mgEAG/g jusqu’à 

351±0.69 mg EAG/g d’extrait.  

Les extraits éthanoliques sont également riches en polyphénols mais à un degré moindre 

(Tab. 18). L’éthanol est aussi un solvant efficace pour l’extraction des polyphénols et c’est le 

solvant le moins nocif pour l’homme (Dai et al., 2010).  

         En règle générale, la solubilité des composés phénoliques dépend principalement de la 

polarité du solvant d'extraction, du degré de polymérisation des molécules à extraire, de la 

longueur des chaînes carbonés et du nombre et de la position des groupements hydroxyles 

(Naczk et Shahidi, 2004 ; Iloki-Assanga et al., 2015). L’interaction possible de ses molécules 

de base avec d'autres constituants et la formation probable de complexes insolubles peuvent 

aussi influer la solubilisation de ces composés (Djeridane et al., 2006). 

        Ces résultats ont clairement montré l'influence du solvant sur l'extractibilité des composés 

phénoliques ; le méthanol peut être considéré comme le solvant le plus efficace pour l'extraction 

des molécules polaires. Pour les extraits hexaniques, de faibles teneurs en composés 

phénoliques ont été enregistrées. La faible teneur en polyphénols de ces extraits est 

probablement due, aux propriétés des polyphénols qui sont généralement solubles dans les 

solvants polaires (méthanol, éthanol) et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants 

organiques apolaires (chloroforme et hexane) (Macheix et al., 2005). En outre, les solvants 

polaires peuvent être plus appropriés pour inhiber l'oxydation des lipides par rapport aux 

solvants moins polaires.  

La richesse du P. lentiscus (L.) en polyphénols a été également confirmée par d’autres 

travaux, des rendement plus faibles que nos résultats sont rapportés (Gardeli et al., 2015 ; 

Missoun et al., 2017 ; Haggani, 2017). Ce qui peut être attribuées la technique d’extraction 

utilisé dans ces études (macération) contrairement à la méthode de soxhlet utilisé dans notre 

étude. La technique d’extraction est une étape très importante dans l’isolement et la 

récupération des composés phytochimiques existants dans le matériel végétal (Quy Diem Do  

et al., 2014). Le solvant d’extraction utilisé (l’éthanol) ainsi d’autre facteur tel que le climat (la 

Grèce). 

 La teneur en composé phénoliques de l’huile fixe extraite des fruits rouges et fruits noirs  
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(extraits hexaniques) de P. lentiscus (L.), est faible ; elle est de 82.70±0.03 et 185.58±0.09 mg 

EAG/g d’huile respectivement pour les fruits rouges et fruits noirs (Tab. 18). En général, 

l’huile du pistachier lentisque est pauvre en composés phénoliques (Bensaci et Hadj 

Mokhnache, 2015 ; Bouamara et Haddad, 2016).  

Lors de l’extraction de l’huile, les polyphénols passent du fruit vers l’huile et sont 

considérés comme des antioxydants naturels qui protègent l’huile contre l’oxydation ; ils lui 

confèrent une meilleure stabilité lors du stockage, une saveur amère et une sensation de piquant 

(Tanouti et al., 2011 ; Ollivier et al., 2004). 

Les extraits de branches, feuilles et des fruits de P. lentiscus (L.) sont riches en composés 

phénoliques : des différences quantitatives ont été enregistrées comparativement à ceux 

rapportés dans la littérature (Arab et al, 2014 ; Zitouni, 2017). Ces différences peuvent être 

attribuées à l’origine géographique de la plante et/ou bien aux méthodes d’extraction utilisées 

(Apak et al., 2007).  

 II.9.2. Teneur en flavonoïdes totaux 

          La teneur en flavonoïdes totaux des extraits bruts a été déterminée selon la méthode au 

trichlorure d’aluminium. Les résultats sont exprimés en termes d’équivalent quercétine à l’aide 

d’une courbe étalon (Fig.2, Annexe).  

 Nos résultats montrent que les flavonoides sont présents dans tous les extraits avec des 

concentrations différentes (de 3.82±0.14 à ± 47.701±0.02mg Eq Q/g d’extrait) selon l’organe 

de la plante utilisée et le solvant utilisé pour l’extraction (Tab. 19).  

Tableau n°19. Teneur en flavonoïdes des différents extraits de P. lentiscus (L.), exprimé mg 

EQ/g d’extrait. Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures ± standard de déviation ± SD (n=3). 

 Branches Feuilles 
Fruits 

Rouges Noirs 

Extraits méthanolique 28.840±0.082 15.48±0.30 16.18±0.48 18,6±0.72 

Extrait éthanolique 23.352±0.110 15.47±0.05 13.40±0.35 16.89±0.38 

Extrait aqueux 20.43±0.02 5.87±0.11 6.16±0.10 12.84±0.07 

Extrait acétonique 47.701±0.020 19.04±0.25 23.38±0.03 31.40±0.40 

Extrait hexanique 19.24±0.22 3.82±0.14 4.86±0.23 5.20±0.11 

         Quel que soit la partie de la plante utilisée, l’acétone et le méthanol restent les meilleurs 

extracteurs des flavonoïdes suivis de l’éthanol, de l’eau puis de l’hexane. Pour l’extrait 

acétonique, les branches enregistrent un maximum de flavonoïdes (47.701±0.02 mg Eq Q/g 

d’extrait) suivi des fruits noirs (31.40±0.4 mg Eq Q/g d’extrait) et des fruits rouges 

(23.38±0.03 mg Eq Q/g d’extrait) tandis que les feuilles renferment la teneur la plus faible en  



Partie 2 : Etude expérimentale                                              Chapitre II : Résultats et discussion 
 

 132  

 

flavonoïdes (19.04±0.25 mg Eq Q/g d’extrait).  

         Les teneurs en flavonoïdes sont toujours plus faibles que celles des composés phénoliques 

totaux; nos extraits contiennent donc des composés phénoliques autres que les flavonoïdes 

(acides phénoliques, tanins...). Dans notre étude, une teneur en flavonoïdes de 28.840±0.082, 

15.48±0.30 et 18,6±0.72 mg EQ/g d’extrait méthanolique, est trouvée respectivement pour les 

branches, feuilles et fruits de Pistachier lentisque. Nos résultats sont comparables à ceux 

obtenus par différents chercheurs (Cherbal et al., 2012 ; Cheurfa, 2015 ; Bouriche et al., 

2016), mais ils sont différents de ceux rapportés par Zitouni et al. (2016). Cette différence 

trouve son explication dans la technique d’extraction (macération) et probablement dans la 

différence en standard utilisé pour le dosage des flavonoïdes.  

 L’huile de lentisque a une faible teneur en flavonoïdes avec une teneur de 4.86±0.23 et 

5.20±0.11 mg Eq Q/g d’extrait respectivement pour l’huile extraite des fruits rouges et celle 

extraite des fruits noirs (Tab.19). Des différences quantitatives ont été trouvés 

comparativement à ceux trouvé dans la littérature (Bouamara et Haddad, 2016 ; Bensaci et 

Hadj Mokhnache, 2015). Ces différences peuvent être dues aux méthodes et aux solvants 

d’extraction utilisées, à la qualité des standards utilisés pour le dosage des flavonoïdes. La 

méthode de conservation des plantes et d’exposition à la lumière peuvent aussi affecter la teneur 

en flavonoïdes car ils sont sensibles à l’oxydation ; en effet, ils ont tendance à former des 

polymères donnant ainsi des tannins condensés (Manach et al., 2004).  

          La méthode de dosage des flavonoïdes totaux par spectrophotométrie sous-estime la 

teneur réelle des flavonoïdes totaux car tous les certains flavonoïdes ne réagissent pas avec le 

trichlorure d’aluminium (AlCl3) (M’hiri, 2015). 

         Des teneurs élevées en phénols ne sont pas toujours accompagnées par des teneurs élevées 

en flavonoïdes (Lizcano et al., 2010). 

         Les résultats de notre étude montrent que les différents organes de P. lenticus (L.) sont 

très riches en polyphénols et en flavonoïdes. 

II.10. Evaluation de l’activité antioxydante de l’huile essentielle et des 

extraits des différents organes de P. lentiscus (L.) 

         Différentes méthodes permettent de déterminer « in vitro » le pouvoir antiradicalaire dans 

les composés purs ou dans les extraits de plantes. Dans ce travail, trois méthodes différentes, 

tests au DPPH et à l’ABTS et la mesure du pouvoir réducteur, ont été utilisées pour évaluer 

l’activité antioxydante de l’huile essentielle et des extraits des différents organes de P. lentiscus 

(L.). 
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II.10.1.  Activité de piégeage du radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) 

         Le radical DPPH est l’un des substrats les plus utilisés pour l’évaluation rapide et directe 

de l’activité antioxydante en raison de sa solubilité et de sa simplicité d’analyse (Bozinet al., 

2008). Cette méthode est largement utilisée pour sa fiabilité et répétabilité (Siddhuraju, 2007) 

Le radical DPPH est en condition normale violet foncé. Sa couleur passe au jaune pâle 

lorsqu'il est réduit par les composés antioxydants qui lui donnent un proton ou un électron 

diminuant son absorbance à 517nm (Guessan et al., 2007). Un antioxydant standard, le BHT, 

a été utilisé afin de pouvoir comparer nos résultats. 

II.10.1.1. Activité de piégeage du radical DPPH● de l’huile essentielle des 

feuilles/branches, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.)  

 L'activité de piégeage est dépendante des concentrations pour les trois huiles essentielles 

étudiées ainsi que pour le BHT. L’augmentation du pourcentage d’inhibition est proportionnelle 

à la concentration de la solution. Pour une concentration de 100 mg. L-1, les valeurs enregistrées 

sont de 14.060±0.046%, 15.19±0.25%, 17.88±0.46% et 73,15±0.85% respectivement, pour 

l’huile essentielle des feuilles/branches, fruits rouges, fruits noirs et le BHT. Les huiles 

essentielles des fruits rouges et des fruits noirs ont montré un pouvoir de piégeage du radical 

DPPH supérieur à celui de l’huile essentielle des feuilles/branches (Fig.24). 

 L’activité antioxydante des huiles essentielles étudiées et du BHT a aussi été exprimée en 

IC50. L’IC50 est défini comme étant la concentration en antioxydant nécessaire pour réduire 

50% de la concentration initiale de DPPH. L’IC50 est déterminée graphiquement par régression 

linéaire du graphe tracé (pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations 

des trois huiles essentielles testées et du BHT).  

  

Figure n°24 : Activité de piégeage du radical DPPH par l’huile essentielle des feuilles/ branches (FB)  

      , fruits rouges (FR)     et fruits noirs (FN)     de P. lentiscus (L.) et le BHT     (A) et Valeurs de 

l’IC50 du test de DPPH de l’huile essentielle des différentes parties de P. lentiscus (L.) et du BHT (B).  
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 Comparé au BHT utilisé comme antioxydants standard, les huiles essentielles testées 

possèdent une faible activité antioxydante. Le contrôle positif BHT est le plus fort antioxydant 

avec une valeur IC50 de 28.24±0.20 mg. L-1. L’huile essentielle des fruits rouges et de fruits 

noirs ont les activités antioxydantes les plus fortes avec des valeurs IC50 de 583,19±1.50 et 

571.22±1.40 mg. L-1 respectivement et l’huile des feuilles/branches de P. lentiscus (L.) a 

l'activité antioxydante la plus basse avec une valeur d’IC50 de 826,13±1.71 mg.L-1. Plus cette 

concentration est faible plus l'effet antioxydant est très élevé (Atoui et al., 2005). Oke et al. 

(2009), attribuent les différences d’intensité de piégeage des radicaux libres par les huiles 

essentielles à leur composition chimique. Les composés majoritaires des huiles essentielles qui 

sont responsables d’une forte activité antioxydante. Toutefois, les composés minoritaires 

peuvent interagir d’une façon synergique ou antagoniste pour créer un système efficace vis-à-

vis des radicaux libres (Lu et al., 2001 ; Sing et al., 2006). L’activité de piégeage du radical 

DPPH de l’huile essentielle extraite des feuilles/branches, fruits rouges et fruits noirs de P. 

lentiscus (L.) peut être expliquée par sa forte teneur en monoterpènes.  

 Les huiles essentielles riches en composés non phénoliques ont également des potentiels 

antioxydants (El-Massry et al., 2002). Les activités antioxydantes des huiles essentielles 

impliquent plusieurs classes de terpènes. Les monoterpènes et les sesquiterpènes oxygénés 

fournissent des propriétés redox aux huiles essentielles et par conséquent des potentialités 

antioxydantes (Ruberto et Baratta, 2000 ; Wang et al., 2008 ; Moghaddam et al., 2015). 

 Les huiles essentielles des feuilles de P. lentiscus (L.), possèdent une activité radicalaire 

importante avec des IC50 qui se situent entre de 0.39 mg/ml à 270.65 mg/ml (Benhammou, et 

al. 2008 ; Gourine et al., 2010 ; Barchouch et al., 2013 ; Aouitni et al., 2014 ; Aissi et al., 

2016 ; Hamiani et al., 2016 ; Medjiken, 2017).  

Les huiles essentielles du Pistachier lentisque étudiées possèdent une activité 

antioxydante très faible en comparaison avec celle du BHT qui est un antioxydant puissant mais 

elles peuvent être utilisées comme conservateur dans les produits alimentaires et comme agents 

préventifs contre diverses maladies, dont les maladies liées au stress oxydatif, les risques 

d’utilisation étant beaucoup plus faibles que ceux des antioxydants de synthèse. 

Les activités des huiles essentielles comme les antioxydants ne dépendent pas seulement 

de leurs caractéristiques structurelles, mais aussi d'autres facteurs tels que la concentration, la 

température, la lumière, le type de substrat et l'état physique du système, ainsi que sur des 

microcomposants agissant comme des pro-oxydants ou des synergistes (Yanishlieva et al., 

2001).  
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II.10.1.2. Activité de piégeage du radical DPPH● des extraits non volatils de P. lentiscus. 

(L.)  

 Tous les extraits des différents organes de P. lentiscus (L.) présentent une très bonne 

efficacité de piégeage du radical libre DPPH (Fig. 25). En effet, même à de faibles doses, les 

extraits non volatils obtenus ont un pouvoir antioxydant. Ainsi, à des concentrations de 100 

mg.L-1, l’extrait méthanolique des feuilles, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) 

présente une activité supérieure à celle du BHT avec un pourcentage de 90.02±0.84%, 

92.28±0.18%, 96.75±0.22% et 73.15±0.85% respectivement pour les feuilles, fruits rouges, 

fruits noirs et le BHT. L’extrait méthanolique des branches présente une activité antioxydante 

la plus faible avec un pourcentage d’inhibition de 68.06±0.58% (Fig. 25A).  

         L’IC50 est inversement lié à la capacité antioxydante d'un composé ou d’une HE, car il 

exprime la quantité d'antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre de 

50% (Tab.26). Plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante est grande 

(Benabdelkader, 2012). 

 L’extrait méthanolique des feuilles, fruits rouge et des fruits noirs révèlent la capacité 

antioxydante la plus élevée par rapport aux autres extraits, avec des IC50 de 12.850 ±0.008, 

6.56±0.06 et 3.95±0.59 (mg.L-1) respectivement. Ces valeurs sont inférieures à celle du BHT 

(28.24 ±0.20mg.L-1). La plus faible capacité antioxydante a été enregistrée dans l’extrait 

hexanique des branches avec une IC50 de 43.79±0.39 mg.L-1.  

         De même, pour une concentration de 100 mg.L-1, l’extrait éthanolique des feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs du P. lentiscus (L.) a une activité supérieure à celle du BHT avec un 

pourcentage de 89.78±0.43%, 90.05±0.43% et 91.69±0.62%, l’extrait éthanolique des 

branches a le pourcentage d’inhibition le plus faible avec 66.83±0.15% (Fig.25B). Des faibles 

valeurs d’IC50 sont enregistrés, 7.16±0.04 mg. L-1 pour les fruits noirs, 9.12±0. 06mg.L-1 pour 

les fruits rouges, 14.16±0. 01mg.L-1pour les feuilles et 44.73±0. 04mg.L-1 pour les branches ; 

ces valeurs sont proches de celles des extraits méthanoliques. 

         L’extrait aqueux des feuilles, fruits rouges et fruits noirs du P. lentiscus (L.) à 100 mg. L-

1 a lui aussi une activité supérieure à celle du BHT avec un pourcentage d’inhibition de 

88.83±0.78%, 89.88±0.43% et 91.65±0.24% alors que celui des branches présente un 

pourcentage plus ou moins faible de 63.04±0.63% (Fig.25C). Les extraits aqueux des feuilles, 

fruits rouges et fruits noirs ont également une forte activité de piégeage du radical DPPH avec 

des IC50 de 14.71±0. 28mg.L-1, 9.12±0.06 mg. L-1 et 7.93±0. 07mg.L-1, respectivement ; Ces 

valeurs sont inférieures à celle du BHT. L’extrait des branches présente une faible activité par 

rapport aux autres parties étudiées avec une IC50 de 45.48±0.19 mg. L-1 (Tab.20). 
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Figure n°25 : Activité de piégeage du radical DPPH 

par les extraits méthanolique (A), éthanolique (B), 

aqueux (C), acétonique (D) des branches     , feuilles        

,  ,fruits rouges     ,fruits noirs      et hexanique (E) 

des branches et des feuilles de P. lentiscus (L.) et du 

BHT    . 

 

         Des pourcentages d’inhibition supérieurs à celui de BHT ont été enregistrés pour l’extrait 

acétonique des fruits noirs, alors que celui des branches, des feuilles et des fruits rouges ont un  
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pourcentage d’inhibition respectivement de 80.53 ± 0.21%, 57.25±0.1% et 70.65±0.16%  

inférieur à celui du BHT, pour une concentration de 100 mg. L-1 (Fig.25D). Les extraits des 

fruits noirs (18.5±0.026 mg. L-1), des fruits rouges (24.94±0.08 mg. L-1) et des feuilles 

(24.35±0.13 mg. L-1) ont la capacité la plus importante à piéger le radical libre DPPH, 

Cependant, l’extrait acétonique des branches révèle la plus faible capacité de piégeage du 

radical libre DPPH avec 48.55±0. 25mg.L-1 d’IC50. 

         L’extrait hexanique des branches et des feuilles de P. lentiscus (L.) présente également 

un pourcentage d’inhibition inférieur à celui du BHT respectivement de 50.11±0.14% et 

52.11±0.08%(Fig.25E). Ces extraits présentent le plus faible pouvoir de piégeage du radical 

DPPH par rapport à tous les extraits des autres parties avec des IC50 de 99.78±0.28 mg. L-1 et 

84.18±0.065 mg. L-1 respectivement (Tab. 20). 

          Les extraits des fruits noirs possèdent l'activité anti-radicalaire la plus élevée, suivie de 

ceux des fruits rouges, des feuilles et en dernier viennent les extraits des branches avec une 

activité antioxydante la plus faible quelque que soit le solvant utilisé. Selon nos résultats, l'effet 

de piégeage augmente avec la concentration des polyphénols dans l'extrait.  

 Les extraits méthanoliques présentent la capacité antioxydante la plus élevée suivie des 

extraits éthanoliques, aqueux, acétoniques et en dernier viennent les extraits hexaniques. La 

nature du solvant affecte de façon significative l’activité anti-radicalaire. L’activité 

antioxydante d’un extrait peut être attribuée à la structure de ses composés actifs qui 

déterminent leur capacité à céder un proton (Guelcin et al., 2004), ce qui pourrait être à 

l’origine des résultats observés.  

 Tableau n°20 : Valeurs de l’IC50 des différents extraits et du BHT dans le test du DPPH. Les 

valeurs représentent les moyennes de trois mesures ± standard de déviation ± SD (n=3). 

 Branches Feuilles Fruits rouges Fruits noirs 

Ext. Méthanolique 43.79±0.39 12.850 ±0.008 6.56±0.06 3.95±0.59 

Ext. Ethanolique 44.73±0.04 14.16±0.01 8.60±0.07 7.16±0.04 

Ext. Aqueux 45.4 8±0.19 14.71±0.28  9.12±0.06 7.93±0.07 

Ext. Acétonique 48.55±0.25 24.35±0.13 24.94±0.08  18.5±0.026 

Ext. Hexanique 99.78±0.28   84.18±0.065   951.32±2.82      624.49±2.274 

BHT 28.24 ± 0.20 

 

 La différence du potentiel antioxydant entre les extraits testés peut être expliquée par la 

nature physico-chimique des composés présents dans les extraits et par la différence de 

sélectivité du solvant pour extraire certains groupes d’antioxydants (Djeridane et al., 2006). 
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         De fortes activités des extraits de P. lentiscus avec des valeurs d’IC50 qui se situent entre  

0.166 ±0.001 et 13,19±1,485 mg/ml ont déjà été signalés (Ferradji, 2011 ; Admam et 

Boumendjel, 2017 ; Zitouni, 2017).  

 Cette activité n’est pas une propriété d'un composé phénolique, mais elle est largement 

répartie entre les différentes familles des polyphénols, en particulier, flavonoïdes et les acides 

phénoliques, qui semblent être responsables de la capacité antioxydante. La capacité des 

flavonoïdes ainsi que des phénols totaux à piéger les radicaux libres s’explique par leurs 

structures chimiques qui comportent un nombre important d’atomes d’hydrogène, des 

groupements hydroxyles, des noyaux phényles capables de capter les radicaux libres en 

démobilisant leurs électrons célibataires (Calliste et al., 2001 ; Torres de Pinedo et al., 2007 

; Wojdyło et al., 2007). 

 Une forte corrélation est observée entre la teneur en polyphénols totaux contenu dans 

l’extrait méthanolique, ethanolique, acétonique des différents organes (branches, feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs) de P. lentiscus (L.) et l’activité antioxydante mesurée par le test de DPPH, 

avec des coefficients de corrélation R2 = 0.9596, R2 =0.8141 et R2 =0.7307. La corrélation 

entre la teneur en polyphénols et l’activité anti-radicalaire de l’extrait aqueux est plus faible (R2 

= 0,6436); par contre, il n’y a pas de corrélation avec l’extrait hexanique (R2 =0.2723). Les 

composés phénoliques sont donc les principaux métabolites responsables de l’activité 

antioxydante des différents extraits de P. lentiscus (L.) sauf pour l’extrait hexanique ou cette 

activité peut être attribuée à d’autre constituants.  

 De même, une forte corrélation est observée entre la teneur en flavonoïdes totaux contenu 

dans l’extrait méthanolique, éthanolique, aqueux des différents organes (branches, feuilles, 

fruits rouges et fruits noirs) de P. lentiscus (L.) et l’activité antioxydante mesurée par le test de 

DPPH, avec des coefficients de corrélation R2=0.8436, R2=0.8532 et R2=0.9033. La corrélation 

entre la teneur en flavonoides et l’activité anti-radicalaire de l’extrait aqueux est plus faible (R2 

= 0,6589) ; par contre il n’y a pas de corrélation pour l’extrait hexanique (R2 =0.2293). Les 

flavonoïdes sont également responsables de l’activité antioxydante des différents extraits de P. 

lentiscus (L.) sauf pour l’extrait hexanique ou cette activité peut être attribuée à d’autre 

constituants. 

 Le pouvoir de piégeage des HE et des extraits du pistachier lentisque augmente 

proportionnellement avec la concentration ; Cependant l’effet antiradicalaire des extraits non 

volatils est nettement supérieur à celui des huiles essentielles.  
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II.10.1.3. Activité de piégeage du radical DPPH● de l’huile fixe des fruits rouges et fruits 

noirs de P. lentiscus (L.) 

 L’huile fixe des fruits rouges et des fruits noirs de P. lentiscus (L.) possèdent une activité 

antioxydante concentration dépendante ; le pourcentage d’inhibition du radical DPPH   

augmente au fur et à mesure que les concentrations de l’huile de lentisque et du BHT 

augmentent. 

         L’extrait hexanique (huile fixe) des fruits rouges et fruits noirs du P. lentiscus (L.) 

présente une activité nettement inférieure à celle du BHT avec un pourcentage d’inhibition de 

7.13±0.01 %, 12.56±0.24% et 73.15±0.85% respectivement pour une concentration de 100 

mg.L-1 (Fig. 26). 

 Les huiles fixes du pistachier lentisque ont des différences significatives dans leur 

capacité de piégeage du radical libre par rapport au BHT (Fig. 26). L’huile extraite des fruits 

noirs étant plus active que l’huile fixe issue des fruits rouges avec une IC50 de 624.490±2.274 

% et 951.32±2.82%, respectivement. L’activité antioxydante des deux huiles fixes de P. 

lentiscus (L.) sont moins efficaces que celle de la substance de référence (BHT). 

 

Figure n°26 : Activité de piégeage du radical DPPH par l’huile fixe des fruits rouges     , fruits 

noirs     de P. lentiscus (L.) et du BHT     . 

         Les huiles fixes de P. lentiscus (L.) possèdent une bonne activité antioxydante vis-à-vis 

le radical DPPH à concentration de (1000 mg.L-1) avec un pourcentage d’inhibition de 

48.03±0.15% et 56.35±0.31% respectivement pour l’huile des fruits rouges et des fruits noirs 

mais cette activité est faible par rapport à celle de BHT dont le pourcentage d’inhibition est de 

90.96±0.35%. Cette activité peut être attribuée à la présence de différents composés bioactifs 

qui possèdent un pouvoir antioxydant puissant comme les polyphénols, flavonoïdes, 

caroténoïdes. La différence enregistrée entre les activités antioxydantes des huiles étudiées 

suggère une différence dans leur composition et leur concentration en composés phénoliques  
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qui est de 82.70±0.03 et 185.58±0.09 mg EAG/ g d’ext respectivement pour les fruits rouges et 

les fruits noirs. La variation de l’activité antioxydante des huiles dépend de la nature des phénols 

qui varient au cours de la maturation des fruits (Grati-Kammoun et al.,1999). Les travaux 

antérieurs rapportent une activité antioxydante vis-à-vis le DPPH• avec un pourcentage 

d’inhibition de 55 à 77.67% (Bensaci et Hadj Mokhnache, 2015 ; Bouamara et 

Haddad,2016). Les différences observées peuvent être due aux impacts des facteurs 

environnementaux sur la composition chimique ou bien des procédés d’extraction de l’huile. 

Les différences dans l’activité anti-radicalaire sont certainement liées à la nature et aux taux 

des composés bioactifs (Zitouni, 2017).  

II.10.2. Activité de piégeage du radical ABTS 

 Le radical cation (sel d’ammonium de l’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6-

sulfonique) (ABTS•+), de couleur bleu vert (absorbant à 734 nm), est formé par perte d’un 

électron à un atome d’azote de l’ABTS en présence de persulfate de potassium (Re, 1999).  

 L’addition d’un antioxydant (donneur de H•) à une solution de ce radical cation entraîne 

sa réduction, l’atome d’azote concerné piège un H•, conduisant à la formation de l’ABTS+, ce 

qui provoque la décoloration du mélange et une diminution de l’absorbance (Lien et al., 1999). 

L’un des avantages de l’ABTS est qu’il peut être solubilisé en milieu aqueux ou organique. Par 

conséquent, l’activité antioxydante de l’échantillon étudié pourra donc être due à des molécules 

hydrophiles ou lipophiles en fonction du solvant utilisé (Arnao, 2001). 

II.10.2.1. Activité de piégeage du radical ABTS de l’huile essentielle des feuilles/branches, 

fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) 

         L’activité antioxydante de l’huile essentielle des différents organes de P. lentiscus (L.) 

étudiée par le test d'ABTS est exprimée par le pourcentage d’inhibition en fonction de la 

concentration en huile essentielle et à travers la concentration inhibitrice IC50 du radical ABTS. 

         L’activité de piégeage du radical ABTS par l’huile essentielle des feuilles/branches, fruits 

rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) ainsi que celle du standard (BHT) augmente 

proportionnellement avec l’augmentation des concentrations utilisées (Fig. 27 A).    

          Le BHT, antioxydant de synthèse a une forte activité même à de faibles concentrations 

par rapport aux huiles testées. Pour une concentration de 100 mg. L-1, les valeurs enregistrées 

sont de 16.40±0.06%, 22 .04±0.1%, 26.45±0.36% et 99.56±0.05% respectivement pour 

l’huile essentielle des feuilles/branches, fruits rouges, fruits noirs de P. lentiscus (L.) et le BHT.  
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Figure n°27 : Activité de piégeage du radical ABTS par l’huile essentielle des feuilles/branches      , 

fruits rouges     et fruits noirs      de P. lentiscus (L.) et le BHT      (A) et valeurs d’IC50 du test 

d’ABTS de l’huile essentielle de différentes parties de P. lentiscus (L.) et du BHT(B). 

 

 L’huile essentielle des fruits noirs et rouges de P. lentiscus (L.) enregistre la plus forte 

activité de piégeage du radical ABTS mais elle est beaucoup plus faible par rapport à celle du 

BHT, avec des IC50 de 528.54±1.65 mg.L-1, 541.430±0. 542mg.L-1 et 5.81± 0. 01mg.L-1 

respectivement alors que l’huile essentielle des feuilles/branches présente la plus faible activité 

 antioxydante avec une IC50 plus grande, qui est de 642.63±2. 86mg.L-1 (Fig. 27B). Cette 

activité est attribuée à la fois à la richesse de nos huiles essentielles en différents composés 

phénoliques, en monoterpènes oxygénés et en sesquiterpènes oxygénés qui fournissent des 

propriétés redox aux huiles essentielles et par conséquent des potentialités anti-oxydantes 

(Ruberto et Baratta, 2000 ; Wang et al., 2008 ; Moghaddam et al., 2015). 

II.10.2.2. Activité de piégeage du radical ABTS des extraits non volatils de P. lentiscus. 

(L.) 

         L'activité piégeage du radical ABTS est proportionnelle à l’augmentation de la 

concentration des extraits non volatils. Tous les extraits testés présentent une très bonne 

efficacité de piégeage du radical libre ABTS. En effet, même à de faibles doses, les extraits non 

volatils obtenus ont manifesté un pouvoir antioxydant en piégeant les molécules du radical libre 

ABTS. Ainsi, pour des concentrations de 100 mg. L-1, l’extrait méthanolique des feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs du P. lentiscus (L.) présente une activité proche de celle du BHT avec un 

pourcentage de 91.09±0.49%,93.94±0.21%,96.16±0.11% et 99.56±0.05% respectivement 

pour les feuilles, fruits rouges, fruits noirs et le BHT.  
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          L’extrait méthanolique des branches présente une activité antioxydante plus faible avec 

un pourcentage d’inhibition de 65.06±0.60% (Fig.28A).  

 De même, pour une concentration de 100 mg. L-1 l’extrait éthanolique des feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs du P. lentiscus (L.) présente une activité proche à celle du BHT avec un 

pourcentage de 88.47±0.08%, 91.45±0.14% et 92.53±0.061%, l’extrait éthanolique des 

branches présente un pourcentage d’inhibition de 63.13±0.14% (Fig.28B).  

         L’extrait aqueux des feuilles, fruits rouges et fruits noirs du P. lentiscus (L.) présente 

également une activité proche à celle du BHT avec un pourcentage de 87.83±0.14%, 

89.43±0.09% et 90.85±0.1% alors que les branches présentent un pourcentage plus faible de 

61.25±0.12% à une concentration de 100 mg.L-1 (Fig.28C). Pour l’extrait acétonique, les 

pourcentages d’inhibition enregistrés sont inférieurs à celui de BHT pour les branches, les fruits 

les feuilles, les fruits rouges et les fruits noirs qui sont respectivement de 56.79±0.01% 

77.64±.15%, 80.64±0.18% et 86.41±0.06% à une concentration de 100 mg. L-1 (Fig .92 D). 

L’extrait hexanique des branches et des feuilles de P. lentiscus (L.) présente également un 

pourcentage d’inhibition inférieur à celui du BHT avec respectivement 54.33.11±0.05% et 

56.65±0.21% (Fig. 28E). 

      L’ABTS peut être solubilisé en milieu aqueux ou organique. Par conséquent, l’activité 

antioxydante de l’échantillon étudié pourra donc être due à des molécules hydrophiles ou 

lipophiles (Arnao, 2001). L’activité anti-ABTS•+ des échantillons dépend de leurs polarités ; 

ce sont les échantillons les plus polaires qui ont présentés les meilleures capacités 

antioxydantes, grâce à la présence de composés polaires doués d’un grand potentiel 

antioxydant, qui agissent comme des donneurs d’hydrogène ou d’électron. Elle dépend aussi de 

la structure chimique des composés phénoliques de nombre de OH ainsi que leur position 

(Montoro et al., 2004 ; Jayaprakaska et al., 2008). 

         La réduction en ABTS+ est favorisée par la présence des composés électro-donneurs, 

possédant un potentiel rédox plus faible que celui du radical (Prior et al,. 2005). L'activité 

antioxydante des composés phénoliques est due à leur potentiel d'oxydo-réduction élevé, qui 

leur permet d'agir comme des agents réducteurs, donneurs d'hydrogène, et des désactivateurs 

d'oxygène singulet (Miguel, 2010). 

 Les extraits des fruits noirs possèdent l'activité anti-radicalaire la plus élevée, suivie de 

ceux des fruits rouges, des feuilles et en dernier viennent les extraits des branches quelque que 

soit le solvant utilisé. D’une façon générale, les extraits méthanoliques présentent la capacité 

antioxydante la plus élevée suivie des extraits éthanoliques, aqueux, acétoniques et en dernier 
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viennent les extraits hexaniques (Fig.28 E). Les extraits ayant montré des teneurs élevées en 

composés phénoliques se sont avérés les plus actifs avec des IC50 les plus faibles (Tab. 21). 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n° 28: Activité de piégeage du radical 

ABTS par les extraits méthanoïque (A), 

éthanolique (B), aqueux (C), acétonique (D), des 

branches     , feuilles     , fruits rouges     , fruits 

noirs     de P .lentiscus (L.) et du BHT    et par 

l’extrait hexanique (E) des branches, des feuilles de 

P. lentiscus (L.) et du BHT. 
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         L’extrait méthanolique des fruits noirs, des fruits rouges et des feuilles a une activité de 

piégeage du radical ABTS la plus élevé par rapport aux autres extraits, avec des IC50 de 

1.6000±0.017, 7.075±0.067, 9.480±0.091mg.L-1 respectivement. L’extrait méthanolique des 

fruits noir présente l’activité antioxydante la plus élevée avec une faible valeur d’IC50 par 

rapport à celle du BHT (5.81± 0.01 mg. L-1) signe d’une très bonne activité antioxydante. La 

plus faible capacité antioxydante a été enregistrée dans l’extrait des branches (IC50= 36.80± 

0.36 (mg.L-1).  

Tableau n°21 : Valeurs d’IC 50 dans le test d’ABTS des extraits étudiés et du BHT. Les valeurs 

représentent les moyennes de trois mesures ± standard de déviation ± SD (n=3). 

 Branches Feuilles Fruits rouges Fruits noirs 

Extrait  

méthanolique 
 36.80± 0.36  9.480±0.091 7.075±0.067  1.600±0.017 

Extrait éthanolique 46.09±0.18 11.320±0.075 8.650±0.051 7.57±0.31 

Extrait aqueux 47.17±0.04 12.64±0.06   12.620±0.045 12.33±0.04 

Extrait acétonique 71.39+0.11 18.69±0.07 16.18±0.01   12.82±0.11 

Extrait hexanique 92.03±0.90 69.37±0.70    797.79±2.19 101.006±0.140 

BHT 5.81± 0.01 

          

         Pour les extraits éthanoliques de faibles valeurs d’IC50 ont été également enregistrées pour 

l’extrait de fruits noirs (7.57±0.31 mg. L-1), 8.650±0.051 mg. L-1 pour les fruits rouges, 

11.320±0.075 mg. L-1 pour les feuilles et enfin une valeur de 46.09±0.18 mg. L-1, pour les 

branches.  

         Les extraits aqueux des feuilles, fruits rouges et fruits noirs présentent également une forte 

activité de piégeage du radical ABTS avec des valeurs d’IC50 très proches entre elles qui sont 

respectivement de 12.64±0.06 mg. L-1, 12.620±0.045 mg. L-1 et 12.33±0.04 mg. L-1. L’extrait 

des branches présente la plus faible activité avec une IC 50 de 47.17±0.04 mg. L-1. Les résultats 

des valeurs des IC50 des extraits aqueux des feuilles, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus 

(L.) ne présentent pas de différences notables. 

         De même, les extraits acétoniques ont une bonne capacité à piéger le radical ABTS. Les 

IC50 des extraits de fruits noirs (12.82±0.11mg/ml), de fruits rouges (16.18±0.01mg/l) et des 

feuilles (18.69±0.07 mg/ml) sont relativement faible et donc les extraits acétoniques ont une 

activité antioxydante importante, Cependant, l’extrait acétonique des branches (71.39+0.11 

mg.L-1) révèle la plus faible activité à piéger le radical ABTS.  

         L’extrait hexanique des feuilles (IC50=69.37±0. 7mg.L-1) et des branches (92.03±0. 

9mg.mL-1) présentent la plus faible activité de piégeage du radical ABTS.  
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        Une corrélation très significative est trouvée entre la teneur en polyphénols totaux contenu 

dans l’extrait méthanolique, éthanolique et aqueux des différents organes (branches, feuilles, 

fruits rouges et fruits noirs) de P. lentiscus (L.) et l’activité antioxydante mesurée par le test de 

l’ABTS, avec des coefficients de corrélation R2 = 0.9341, R2 =0.7447 et R2 =0.7777. La 

corrélation entre la teneur en polyhenol et l’activité anti-radicalaire de l’extrait, acétonique est 

plus moins faible (R2 = 0,5984) ; par contre il n’y a pas de corrélation entre la teneur en 

polyphénols l’extrait hexanique (R2 =0.0023). Les composés phénoliques sont les principaux 

métabolites responsables de l’activité antioxydante des différents extraits de P. lentiscus (L.) 

sauf pour l’extrait hexanique ou cette activité peut être attribuée à d’autre constituants.  

 De même, une forte corrélation est observée entre la teneur en flavonoïdes totaux contenu 

dans l’extrait méthanolique, ethanolique, aqueux et acétonique des différentes partie (branches, 

feuilles, fruits rouges et fruits noirs) de P. lentiscus (L.) et l’activité antioxydante mesurée par 

le test d’ABTS, avec des coefficients de corrélation R2= 0.8273, R2 =0.8729 R2 =0.7736 et R2 

= 0.7672. Par contre il n’y a pas de corrélation entre la teneur en flavonoïdes et l’activité anti-

radicalaire de l’extrait hexanique (R2 =0.0897). Les flavonoïdes sont également responsables 

de l’activité antioxydante des différents extraits de P. lentiscus (L.) sauf pour l’extrait 

hexanique ou cette activité peut être attribuée à d’autre constituants. 

        Des différences significatives ont été observées entre l’activité antioxydante des extraits 

obtenus par l’utilisation des solvants à polarité différente. La variabilité de l’activité 

antioxydante des extraits ne peut être reliée qu’à la nature des molécules contenues dans chaque 

extrait. Une forte corrélation existe entre l’activité antioxydante des extraits obtenus en utilisant 

des solvants polaires (méthanol, éthanol, eau, acétone) et leurs composés phénoliques 

contrairement aux extraits hexaniques obtenus en utilisant un solvant apolaire l’hexane, ou il 

n’ya pas de corrélation entre cette activité et les composés phénoliques. 

         En effet, le pouvoir d’extraction des phytomolécules peut différer selon la nature du 

solvant. Selon Cowan (1999), au cours de l’extraction liquide-liquide, les phytomolécules sont 

reparties entre les solvants en fonction de leur polarité et leur solubilité. Par conséquent, le 

changement de la nature du solvant modifie son efficacité pour extraire un groupe spécifique 

d’antioxydants, influençant ainsi les propriétés antioxydantes des extraits (Chernane et al., 

2014).  

 Cependant, il faudra aussi tenir compte de la contribution à l'activité antioxydante par 

d'autres constituants mineurs présents dans les extraits, comme le montre l’activité antioxydante 

importante de l'extrait méthanolique des branches malgré sa faible teneur en polyphénols 

(231.98±0.01 mg EAG/g) mais est riche en d’autres métabolites secondaires comme les tanins, 

saponins, flavonoïdes ect. 



Partie 2 : Etude expérimentale                                              Chapitre II : Résultats et discussion 
 

 146  

 

 Les flavonoïdes ont une activité potentielle vis-à-vis du radical ABTS+ en stabilisant les 

espèces réactives de l’oxygène qui réagissent avec le composé réactif du radical (Bhouri et al., 

2010). En effet, les flavonoides stabilisent les radicaux libres grâce à la haute réactivité de leurs 

groupements hydroxyles (Nijveldt et al., 2001). 

II.10.2.3 Activité de piégeage du radical ABTS de l’huile fixe des fruits rouges et fruits 

noirs de P. lentiscus (L.) 

        L’activité antioxydante de l’huile fixe extraite des fruits rouges et des fruits noirs de P. 

lentiscus (L.) ainsi que celle du BHT est proportionnelle aux concentrations utilisées. Le BHT 

présente une capacité de piégeage du radical ABTS plus importante que celle des huiles fixes 

étudiées (Fig.29). Pour une concentration de 1000 mg.L-1, le pourcentage d’inhibition 

enregistré est de 54.58±0.10%, 73.22±0.18 % et 100 % pour l’huile fixe des fruits rouges, des 

fruits noirs et du BHT. L’huile fixe extraite des fruits noirs présente une activité antioxydante 

plus importante que celle des fruits rouges.  

 

Figure n°29 : Activité de piégeage du radical ABTS par l’huile fixe des fruits rouges    et des 

fruits noirs     de P. lentiscus (L.) et du BHT    . 

 L’activité du piégeage du radical ABTS, exprimée par l’IC50, est de 797.79± 2.19mg.L-

1pour l’huile des fruits rouges, 101.006±0. 140mg.L-1 pour l’huile des fruits noirs et 5.81±0. 

01mg.L-1 pour BHT. Cette différence est attribuée à la teneur en composé phénolique qui est 

importante au niveau des fruits rouges par rapport au fruits noirs puisque cette dernière 

augmente au moment de la maturité des fruits. 

II.10.3. Mesure du pouvoir réducteur 

 Le pouvoir réducteur mesure la capacité de réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux 

(Fe2+). Il mesure de l’aptitude d’une huile essentielle ou d’un extrait à interagir avec les espèces 

chimiques réactives, telles que les radicaux libres en tant que donneur d’électrons. Ces radicaux 

ainsi réduits deviennent plus stables. Le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un 

indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle (Jeong et al., 2004). 
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II.10.3.1. Pouvoir réducteur de l’huile essentielle des feuilles/branches, fruits rouges et 

fruits noirs de P. lentiscus (L.)  

 Le pouvoir réducteur des huiles essentielles de P. lentiscus (L.) se manifeste via le 

changement de la couleur du milieu réactionnel du jaune au bleu, changement due à la réduction 

de la forme ferrique (Fe3+) à la forme fer ferreux (Fe2+). Il est quantifié par la mesure de 

l’absorbance de la couleur bleu.  

 Le pouvoir réducteur des trois huiles essentielles (feuilles /branches, fruits rouges et fruits 

noirs) ainsi que celui du BHT augmente avec l’augmentation de la concentration (Fig.30 A). 

Pour une concentration de 1000 mg. L-1, les valeurs des absorbances enregistrées sont de 

0.5380±0.0005, 0.803±0.003, 0.828±0.001 et 1.280±0.005 respectivement, pour les huiles 

essentielles des feuilles/branches, fruits rouges, fruits noirs et du BHT. La capacité réductrice 

la plus élevée est enregistrée pour le BHT, suivi par les huiles essentielles des fruits noirs, fruits 

rouges et en dernier par celle l’huile essentielle des feuilles/branches.  

 La capacité réductrice de l’huile essentielle des différents organes de P. lentiscus (L.) est 

inférieure à celle du BHT avec des IC50 de 548,24±1.20 mg. L-1, 296.15±1. 34mg.L-1, 244.24 

±0. 415mg.L-1 et 64.14±0.14 mg. L-1 respectivement pour l’huile essentielle extraite des 

feuilles/ branches, fruits rouges, fruits noirs et BHT (Fig. 30B). Les différences enregistrées 

entre les trois huiles essentielles peuvent être attribuées à la différence de leur composition 

chimique. 

   

 

 

 

Figure n°30: Pouvoir réducteur de l’huile essentielle des feuilles /branches      , fruits rouges       ,  

fruits noirs     de P.lentiscus (L.) et du BHT    (A) et  valeurs d’IC50 du test de pouvoir réducteur de 

l’huile essentielle des différentes parties de P. lentiscus (L.) (B). 

   

          L’huile essentielle des fruits noirs présente une teneur plus élevée en α terpinène,1-8- 

cineol, limonène, linalool par rapport à l’huile des feuilles/branches et fruits rouges ce qui 
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justifié son pouvoir réducteur important par rapport à ces huiles. Certains composés tels que les 

alcools (linalool et 1,8cineol), les esters et les hydrocarbures (α-terpinène) peuvent contribuer 

au pouvoir réducteur des huiles essentielles en agissant en synergie (Edris et al., 2007). La 

capacité réductrice enregistrée pourrait être attribuée à certains composés appelés réductones 

(Duh, 1998). Ces dernières correspondent à l’ensemble des substances dont la structure 

chimique contient des fonctions énols issues de l’enolisation des composés cétoniques. Ces 

composés sont capables de réduire le fer ferrique (Fe3+), de céder des électrons et de transformer 

les radicaux libres actifs en produits stables (Singh et al., 2006).  

  Pour les trois huiles essentielles testées, l’effet obtenu avec la méthode du DPPH n’est 

pas corrélé avec ceux obtenus par la méthode de l’ABTS et le pouvoir réducteur. Ces variations 

seraient dû aux mécanismes impliqués dans les réactions antioxydantes des radicaux différents 

selon la technique (Soares et al., 2003). D'autres facteurs, tels que la stéréo-sélectivité des 

radicaux ou la solubilité des composés dans les systèmes de solvants différents peuvent aussi 

influer sur la capacité de chaque huile à réagir et à réduire les différents radicaux (Yu et al., 

 2002). Il n’existe pas, à l’heure actuelle, de méthode universelle, unique et fiable traduisant la 

capacité antioxydante. En effet, pour juger de l’effet antioxydant global d’un extrait d’une 

ressource végétale ou alimentaire, l’utilisation de plusieurs tests d’activité est nécessaire (Cao 

et Prior, 1998). 

 Enfin, le test du pouvoir réducteur révèle une activité antioxydante très prometteuse de 

l’huile essentielle de P. lentiscus (L.) comme source d'antioxydants naturels.  

II.10.3.2. Pouvoir réducteur des extraits non volatils de P. lentiscus (L.)  

 La capacité de réduction d'un composé peut servir comme indicateur significatif de son 

potentiel antioxydant (Meir et al., 1995).  Le pouvoir réducteur des différents extraits de P. 

lentiscus (L.) augmente en fonction de la concentration (Fig. 31). Pour une concentration de 

100 mg. L-1, l’extrait méthanolique des feuilles, fruits rouges et fruits noirs du P. lentiscus (L.) 

a une capacité réductrice supérieure à celle BHT, avec une absorbance de 0.803±0.005, 

0.90±0.02, 0.910±0.005 et 0.7800±0.0064 respectivement. L’extrait méthanolique des branches 

a l’activité réductrice la plus faible avec une absorbance de 0.540±0.001 (Fig. 31A). De même, 

pour une concentration de 100 mg. L-1, l’extrait éthanolique des feuilles présente une capacité 

réductrice proche de celle du BHT avec une absorbance de 0758±0.001, les extraits éthanolique 

des fruits rouges (0.870±0.001) et des fruits noirs (0.880±0.001) ont une activité réductrice 

supérieure à celle du BHT ; l’extrait éthanolique des branches quant à lui présente une activité 

réductrice inférieure à celle du BHT (0.520±0.001) (Fig.31B).  
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 L’extrait aqueux des feuilles (0.7500±0.0005) a une activité réductrice légèrement 

inférieure à celle du BHT, alors que les extraits aqueux des fruits rouges et des fruits noirs du 

P. lentiscus (L.) ont des activités réductrices proches de celle du BHT avec une absorbance de 

0.7890±0.0005% et 0.7940±0.0005%. Celui des branches présente une activité réductrice 

modérée avec une absorbance de 0.513±0.001 et ceci à une concentration de 100 mg. L-1 

(Fig.31C). Pour l’extrait acétonique des branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs de P. 

lentiscus (L.), la capacité réductrice est inférieure à celle de BHT avec une absorbance de 

0.508±0.005, 0.600±0.005, 0.6700±0.0005 et 0.7240±0.0005% respectivement pour une 

concentration de 100 mg L-1 (Fig.31D). L’extrait hexanique des branches et des feuilles de P. 

lentiscus (L.) a également une capacité réductrice inférieure à celle du BHT respectivement de 

0.5030±0.0005 et 0.5100±0.0005 (Fig.31E).  

  Les extraits des fruits noirs et fruits rouge présentent une capacité réductrice du fer la plus 

élevée par rapport aux extraits des autres organes de P. lentiscus (L.). 

 La capacité la plus élevée observée est par ordre d’importance celle des extraits 

méthanoliques, suivies de celles des extraits éthanoliques, aqueux, acétoniques des quatre 

organes de la plante et en dernier viennent les extraits hexaniques des feuilles et des branches.  

         L’extrait méthanolique des fruits noirs, fruits rouges et des feuilles révèle le pouvoir 

réducteur le plus élevé par rapport aux autres extraits avec des IC50 de 6.240±0.011, 

11.840±0.055 et 13.16±0.07 (mg. L-1) respectivement. Ces valeurs sont inférieures à celle du 

BHT (64.14 ±0.14 mg. L-1), signalant une très bonne activité antioxydante. La plus faible 

capacité antioxydante a été enregistrée dans l’extrait hexanique des branches (91.13 ±0.46 mg. 

L-1) (Tab.22). 

   Dans le cas des extraits éthanoliques, de faibles valeurs d’IC50 ont été enregistrées pour 

l’extrait des fruits noirs 12.190±0.051 mg. L-1 et des fruits rouges, 12.210±0.036 mg. L-1 ; les 

valeurs sont plus élevées pour les extraits de feuilles 23.73±0.051 mg. L-1et de branches 

44.73±0. 04mg.L-1 (Tab.22). 

          Les extraits aqueux des feuilles, fruits rouges et fruits noirs présentent également une 

forte capacité à réduire le fer avec des IC50 de 13.44±0.01 mg. L-1, 22.58±0.02 mg.L-1, 

24.27±0.02mg.L-1, respectivement. Ces valeurs sont inférieures à celle du BHT. L’extrait des 

branches présente un faible pouvoir réducteur par rapport aux autres parties avec une IC50 de 

45.48±0.19 mg. L-1(Tab.22). 

  De même les extraits acétoniques étudiés ont une bonne capacité à réduire le fer, exprimée 

en concentrations IC50. Les extraits des fruits noirs (24.48±0.02 mg. L-1), fruits rouges 

(25.26±0. 35mg.L-1) et des feuilles (47.98±0.09 mg. L-1) ont le pouvoir réducteur le plus 

important, Cependant, l’extrait acétonique des branches (98.35±0.10 mg. L-1) révèlent la plus 
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faible capacité à réduire le fer. L’extrait hexanique des feuilles (IC50=94.91±0. 011mg.L-1) et 

des branches (99.26±0. 11mg.mL-1) présentent la plus faible capacité à réduire le fer par rapport 

à tous les extraits étudiés (Tab.22).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°31: Pouvoir réducteur des extraits 

méthanoïque (A), éthanolique(B), aqueux (C), 

acétonique (D) des branches    , feuilles      ,   

fruits rouges     et fruits noirs     de P.lentiscus 

(L.) et du BHT     et de l’extrait hexanique des 

branches, feuilles de P.lentiscus (L.) et du BHT            

(E). 
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      Cette importante activité antioxydante serait probablement dû à la présence de composés 

donneurs d’électrons qui entraineraient la réduction de Fe3+ en Fe2+. Le pouvoir réducteur des 

extraits pourrait aussi être attribué à la richesse en composés phénoliques qui varie de 

30.03±0.14 à 1351.00±0.69 mg EAG/ g d’extrait. Plus la teneur des extraits en composés 

phénoliques augmente, plus le pouvoir réducteur augmente (Amessis, 2007).  

       Une corrélation significative est trouvée entre la teneur en polyphénols totaux contenu 

dans l’extrait méthanolique, éthanolique et aqueux des différentes partie (branches, feuilles, 

fruits rouges et fruits noirs) de P. lentiscus (L.) et l’activité antioxydante mesurée par le test du 

pouvoir réducteur avec des coefficients de corrélation R 2 = 0.8823, R2 =0.7794 et R2 =0.8491. 

La corrélation entre la teneur en polyphénols et l’activité anti-radicalaire de l’extrait acétonique 

et hexanique est plus moins faible avec des coefficients de corrélation de R2=0,6445 et 

R2=0.5989 respectivement. Donc les composés phénoliques sont les principaux métabolites 

responsables de l’activité antioxydante des différents extraits de P. lentiscus (L.). 

       De même, une forte corrélation est observée entre la teneur en flavonoïdes totaux contenu 

dans l’extrait méthanolique et éthanolique des différents organes (branches, feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs) de P. lentiscus (L.) et l’activité antioxydante mesurée par le test du 

pouvoir réducteur, avec des coefficients de corrélation R2=0,9172 et R2=0.8812 

respectivement. La corrélation entre la teneur en flavonoïdes et l’activité anti-radicalaire de 

l’extrait aqueux et acétonique est plus faible avec R2 = 0.6723 et R2 =05889 respectivement ; 

par contre il n’y a pas de corrélation avec l’extrait hexanique (R2 =0.0481). Donc les 

flavonoïdes sont également responsables de l’activité antioxydante des différents extraits de P. 

lentiscus (L.) sauf pour l’extrait hexanique ou cette activité peut être attribuée à d’autre 

constituants. 

Tableau n°22 : Valeurs d’IC50 du test du pouvoir réducteur des différents extraits testés et du 

BHT. Les valeurs représentent les moyennes de trois mesures ± standard de déviation ± SD 

(n=3). 

 Branches Feuilles Fruits rouges Fruits noirs 

Extrait méthanolique 91.13 ±0.46      13.16±0.07  11.840±0.055  6.240±0.011 

Extrait éthanolique 95.17±0.27 23.730±0.051  12.210±0.036 12.190±0.051 

Extrait aqueux 97.46±0.19 24.27±0.02 22.58±0.02 13.44±0.01 

Extrait acétonique 98.35±0.10       47.98±0.09     25.26±0.35 24.48±0.02 

Extrait hexanique 99.26±0.11          94.91±0.011 106.300±0.132 81.14±0.17 

BHT 64.14 ±0.14 
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 Les résultats des tests phytochimiques indiquent la présence des tannins dans les 

différents organes de P. lentiscus (L.) qui pourraient également contribuer au pouvoir réducteur 

des extraits.  

 Les extraits du Pistachier lentisque présentent un pouvoir réducteur important ; ils 

renferment donc des molécules ayant un potentiel réducteur donneur d’électron plus fort. Les 

composés phénoliques sont des antioxydants à propriétés redox qui leur permettent d'agir 

comme agents réducteurs, donneurs d'hydrogène et désactivateurs d'oxygène singulet. Le 

rendement et l'activité antioxydante des extraits naturels dépendent du solvant utilisé pour 

l'extraction (Boulekbache-Makhlouf et al., 2013). Les plantes avec des niveaux élevés en 

composés phénoliques, peuvent présenter une bonne capacité antioxydante (Razali et al., 

2008). En effet, dans notre étude, les extraits des fruits noirs qui présentent des teneurs élevées 

en composés phénoliques ont la meilleure activité antioxydante. Ceci est confirmé par la forte 

corrélation entre l’activité antioxydante de ces extraits et leurs teneurs en composés 

phénoliques.   

 En général, le pouvoir réducteur des extraits de plantes dépend de sa concentration, la 

capacité réductrice du l'extrait est significativement plus fort que celle de l'huile essentielle.  

II.10.3.3. Pouvoir réducteur de l’huile fixe des fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus 

(L.) 

        La capacité réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son 

activité antioxydante potentielle (Yang et coll., 2008). La capacité de réduction du fer est 

proportionnelle à l’augmentation de la concentration des huiles fixes et du BHT (Fig. 32).  

 

Figure n°32 : Pouvoir réducteur de l’huile fixe des fruits rouges    et fruits noirs    de P. lentiscus 

(L.) et du BHT   . 

         Le BHT présente une capacité réductrice plus importante que celle des huiles fixes de P. 

lentiscus (L.). Pour une concentration de 1000 mg. L-1, l’absorbance enregistré est 

respectivement de 0.6800±0.0005, 0.8400±0.0005 et 1.280±0.005 pour l’huile fixe extraite des  
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fruits rouges, fruits noirs et du BHT. L’huile fixe extraite des fruits noirs présente un pouvoir 

réducteur plus important que celui de l’huile extraite des fruits rouges. Les deux huiles fixes 

ont un pouvoir réducteur, (IC 50 fruits rouges= 106.300±0.132 mg. L-1 et IC 50 fruits noirs = 

81.14 ±0.17 mg. L-1) inférieure à celui du BHT (IC50 = 64.14 ±0. 14mg.L-1) (Tab. 28). Cette 

activité pourrait être expliquée par la présence d'antioxydants lipophiles tels que les tocophérols 

qui, grâce à leur capacité à donner de l'hydrogène phénolique aux radicaux libres lipidiques, 

inhibent l'oxydation (Kamal-Eldin et Appelqvist, 1996 ; Maret et Jeffrey, 2007 ; Müller et 

al., 2010). Cet antioxydant qui se trouve sous quatre formes isomériques est responsable de la 

stabilité de l’huile de lentisque à l’oxydation (Dhifi et al., 2013). 

 L’étude de l’activité antioxydante des extraits révèle qu’ils possèdent une activité dose-

dépendante. 

 L’évaluation de l’activité antioxydante in vitro des extraits et huile essentielle des 

différents organes de P. lentiscus (L.) a été réalisée par différentes méthodes, à savoir : le 

piégeage du radical libre DPPH•, le pouvoir réducteur, le piégeage du radical-cation ABTS•+,    

nous avons constaté que les différents extraits et huiles essentielles testés présentent des 

activités antioxydantes assez importantes, dépendantes la teneurs en polyphénols totaux et en 

flavonoïdes et une relation linéaire a été établie. La différence dans la capacité antioxydante 

mesurée avec les trois tests (DPPH, l’ABTS et que pouvoir réducteur), de notre étude 

s'expliquerait par les mécanismes différents impliqués dans chaque test.  

II.11. Evaluation de l'activité antimicrobienne de l’huile essentielle et des 

extraits des différents organes de P. lentiscus (L.) 

II.11.1. Etude qualitative de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des 

extraits analysés  

 La méthode de l’aromatogramme est la technique utilisée pour déterminer l’activité 

antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits. Dans ce travail, trois souches 

microbiennes (Escherichia coli, Pseudomonas aerogenosa et staphylococcus aureus et une 

espèce de champignons (Candida albicans), à l’origine de plusieurs infections, ont été utilisées 

pour tester les activités antibactériennes des huiles essentielles et des extraits des différents 

organes(branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs) de P. lentiscus (L.). 

 La zone d'inhibition, mesurée en millimètres, y compris le diamètre du disque de papier, 

a été utilisée comme critère pour mesurer l'activité antibactérienne. L’échelle de mesure de 

l'activité antimicrobienne émise par Ela et al. (1996), Meena et Sethi, (1994), répartissant les 

diamètres des zones d'inhibition en 4 classes a été utilisée :  
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• Fortement inhibitrice lorsque le diamètre de zone d'inhibition est supérieur à 28 mm ;  

• Modérément inhibitrice lorsque le diamètre de la zone d'inhibition est compris entre 16 

mm et 28 mm ;  

• Légèrement inhibitrice lorsque le diamètre de la zone d'inhibition est compris entre 10 

mm et 16 mm ; 

• Non inhibitrice lorsque le diamètre de la zone d'inhibition est inférieur à 10 mm.  

 L'interprétation de nos résultats est réalisée par la comparaison entre les résultats des 

tests effectués avec ceux donnés par l'échelle ci-dessus considérée comme témoin comparatif. 

II.11.1.1. Etude qualitative de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles testées 

         Les huiles des trois échantillons possèdent une activité antibactérienne vis-à-vis de 

l’ensemble des souches testées avec une légère différence de sensibilité entre les bactéries 

gram+ et les bactéries gram-. Les diamètres d'inhibition sont compris entre 10.03 ±0.05 mm et 

23,32 ± 0,82mm (Tab. 23).  

Tableau n °23 : Sensibilité des souches étudiées vis-à-vis de l’huile essentielles des feuilles 

/branches, des fruits rouges et des fruits noirs de P. lentiscus (L.). Les valeurs représentent les 

moyennes de trois mesures ± standard de déviation ± SD (n=3). 

Souches Feuilles/Branches Fruits rouges Fruits noirs 

Escherichia coli 21.33±0.15 20,26 ± 0,25 21.06±0.11 

Pseudomonas aeruginosa 22.30±0.14 18.88 ± 0.10 19.10±0.08 

Staphylococcus aureus 23,32 ± 0,82 16,13 ± 0,25 16.50±0.13 

Candida albicans 10.03±0.05 10.60±0.17 11.25±0.25 

         L’huile essentielle extraite des différentes organes de P. lentiscus (L.) (feuilles /branches, 

fruits rouges et fruits noirs) ont une activité inhibitrice modérée vis-à-vis les trois souches 

bactériennes testées (E. coli, Pseudomonas aeruginosa et  Staphylococcus aureus) avec des 

diamètres de zones d'inhibition allant de 16,13±0,25mm à 23,32 ± 0,82mm, alors qu’elles ont 

une légère activité inhibitrice vis-à-vis la souche fongique, Candida albicans, avec des 

diamètres de zones d'inhibition de 10.03±0.0.5mm, 10.60±0.17mm et 11.25±0.25 mm 

respectivement pour les huiles essentielles des feuilles/ branches, fruits rouges et fruits noirs de 

P. lentiscus (L.) (Tab.23). Les diamètres des zones d’inhibitions obtenus dans notre étude 

peuvent être expliqués par le faible volume des huiles essentielles utilisées (3µL). Il y a une 

relation proportionnelle entre le volume administré et l’effet antimicrobien. (Degryse et al, 

2008 ; Touaibia, 2015). 

       L’activité antimicrobiennes des huiles essentielles de P. lentiscus (L.) peut être attribuée 
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 à ses composés majoritaires : α-pinène, β-myrcène, β-pinène, limonène, ß-caryohyllene, γ 

linalool, terpinène, terpinoène, 4-Terpenéol, γcadinène. L’α-pinène exerce son activité 

antimicrobienne en perturbant la structure de la membrane des bactéries (Knobloch et al., 

1989). 

 Elle peut être aussi attribuée, à une ou plusieurs molécules, présente(s) en faible(s) 

proportion(s) dans les huiles essentielles (Belaiche et al., 1995 ; Tzakou et al.,2007). Les 

activités antimicrobiennes des huiles essentielles sont difficiles à corréler à un composé 

spécifique en raison de la complexité de leur composition et de leur variabilité. Dans notre 

étude, les trois huiles sont caractérisées par la dominance de composés antibactériens divers 

(monoterpène et sesquiterpènes). L’activité antimicrobienne des monoterpènes est expliquée 

par la présence de groupes d'hydroxyles capables de former des liaisons hydrogènes avec les 

sites actifs des enzymes de la cellule ciblée. Le mécanisme d'action de terpènes n’est pas 

entièrement élucidé, mais il impliquerait la rupture de la membrane plasmique par les composés 

lipophiles. En effet, l’augmentation du caractère hydrophile des diterpénoïdes par addition d'un 

groupe méthyle réduit considérablement leur activité antimicrobienne (Medjiken, 2017). Les  

alcools tel que le linalol (Imelouane et al., 2009), les aldéhydes et les esters peuvent contribuer 

à l'effet antimicrobien global des huiles essentielles (Derwich et al., 2010). Le linalol présent 

dans nos huiles est en plus forte concentration dans l’huile essentielles extraites des fruits noirs 

(1.2%). 

 La force et le spectre de l'activité antimicrobienne varie entre le type de Gram des 

bactéries testées et les organes de la plante étudiée (Djenane et al., 2011 ; Haloui et al., 2015). 

Les bactéries Gram positives ont une plus forte sensibilité pour les huiles essentielles que les 

bactéries Gram négatives (Lambert et al., 2001). Cette plus forte sensibilité est dû à la 

différence de composition de la paroi cellulaire (Ratledge et Wilkinson, 1988). La structure 

de la paroi cellulaire des bactéries Gram positives les rend plus sensibles à l’action de ces huiles 

que celle des souches Gram négatives qui limite le passage des substances.  

         L’huile essentielle du lentisque présente une activité antifongique contre Candida 

albicans qui est attribuée à l’α-terpinéol et au terpinèn-4-ol (El Idrissi et al.,2016). 

 Les résultats de notre étude montrent que l’huile essentielle de P. lentiscus (L.) de la 

région de Bouira est modéré, alors que des travaux antérieurs rapportent que l’huile essentielle 

du pistachier lentisque est inefficace contre E. coli (0-6.7 mm), peu active contre P. aeruginosa 

(0-9,3 mm) et Candida albicans (6.5- 8.6 mm) et elle est dotée d’une activité intermédiaire vis-

à-vis de S. aureus (8-12,7 mm) (Benhamou et al.,2009 ; Bammou et al., 2015 ; Debbabi et 

al., 2017). Ces différences peuvent être dû à la différence de leurs compositions chimiques.  
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II.11.1.2. Etude qualitative de l’activité antimicrobienne des extraits testés 

         Tous les extraits ont des activités antimicrobiennes contre les souches des différents 

micro-organismes testés (Tab. 24). Les diamètres des zones d’inhibition diffèrent d’une souche 

microbienne à une autre et d’un extrait à un autre, avec des diamètres variant de 10.16±0.76 

mm à 16.13±0.23mm pour les extraits de branches, 11.26±0.25 mm à 27.0.3 ±0.05mm pour 

les extraits des feuilles, 11.41±0.38mm à 24.1±0.1mm pour les extraits des fruits rouges et de 

12.16±0.28mm à 25.26±0.25 mm pour les extraits des fruits noirs.  

 Les extraits de branches : Tous les extraits de branches (méthanoliques, éthanoliques, 

aqueux, acétoniques et hexaniques) ont une activité légèrement inhibitrice contre les 4 

souches microbiennes utilisées. 

 Les extraits de feuilles  

•           L’extrait méthanolique des feuilles présente une activité modérément inhibitrice contre 

les trois souches bactériennes (E. col, Pseudomonas aerogenosa et staphylococcus aureus) et 

une activité légèrement inhibitrice contre la souche de levure Candica albicans. 

• L’extrait éthanolique des feuilles présente une activité légèrement inhibitrice contre les 

4 souches microbiennes utilisées. 

• L’extrait aqueux des feuilles présente une activité modérément inhibitrice contre les 

trois souches bactériennes (E. coli, Pseudomonas aerogenosa et Staphylococcus aureus) et une 

activité légèrement inhibitrice contre la souche de levure Candica albicans. 

• L’extrait acétonique des feuilles présente une activité modérément inhibitrice contre E. 

coli et Candida albicans et une activité légèrement inhibitrice contre Pseudomonas aerogenosa 

et Staphylococcus aureus. 

• L’extrait hexanique des feuilles possède une activité modérément inhibitrice contre les 

quatre souches microbiennes.   

 Les extraits des fruits rouges  

• L’extrait méthanolique des fruits rouges présente une activité modérément inhibitrice 

contre les souches bactériennes (E. coli et Pseudomonas aerogenosa) et une activité légèrement 

inhibitrice contre Staphylococcus aureus et Candica albicans. 

• L’extrait éthanolique des fruits rouges présente une activité modérément inhibitrice 

contre E. coli et Candica albicans et une activité légèrement inhibitrice contre les souches 

bactériennes (Pseudomonas aerogenosa et Staphylococcus aureus). 

• L’extrait aqueux et acétonique des fruits rouges présente une activité légèrement 

inhibitrice contre les 4 souches microbiennes utilisées. 
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• L’extrait hexanique des fruits rouges présente une activité légèrement inhibitrice contre 

E. coli et Staphylococcus aureus et une activité modérément inhibitrice contre Pseudomonas 

aerogenosa et Candica albicans. 

 Les extraits des fruits noirs 

• L’extrait méthanolique des fruits noirs présente une activité modérément inhibitrice 

contre les trois souches bactériennes (E. coli, Pseudomonas aerogenosa et Staphylococcus 

aureus) et une activité légèrement inhibitrice contre la levure Candica albicans. 

• L’extrait éthanolique, aqueux, acetonique et hexanique des fruits noirs présente une 

activité modérément inhibitrice contre les quatre souches bactériennes testées (E. coli, 

Pseudomonas aerogenosa, Staphylococcus aureus et Candica albicans). 

 Tableau n °24 : Diamètre des zones d’inhibitions (en mm) des extraits de P. lentiscus (L.). Les 

valeurs représentent les moyennes de trois mesures ± standard de déviation ± SD (n=3). 

 E. coli P. aeruginosa S. aureus C. albicans 

E
x
tr

a
it

 

m
ét

h
a
n

o
li

q
u

e Branches 12.83±0,28 13.30±0,20 12.20±0.26 10.16±0.76 

Feuilles 27,03± 0.05 18.66±3.21 19.06±0.11 11.33±0.11 

Fruits rouges 20.33±0.05 20.10±0.10 15.15±0.13 11.41±0.38 

Fruits noirs 25.33±0.20 21.08±0.14 19.23±0.25 12,16±0,28 

E
x
tr

a
it

 

ét
h

a
n

o
li

q
u

e Branches 11.06±0.11 12,060± 0,057 11.26±0.25 10.66±0.57 

Feuilles 15.26±0.25 14.00±1.73 13.33±1.15 11.26±0.25 

Fruits rouges 17.25±0.25 15.13±0.15 12.43±0.51 24.1±0.1 

Fruits noirs 16.40±0.10 18.1±0.1 17.06±0.11 25.26±0.25 

E
x
tr

a
it

 

a
q

u
eu

x
 Branches 11,16± 0,28 12.16±0.15 12.40±0.52 15.1±0.52 

Feuilles 21.06±0.11 20.23±0.20 21.06±0.11 15.16±0.28 

Fruits rouges 12.68±0.16 12.44±0.50 12.35±0.13 16.23±0.01 

Fruits noirs 21.25±0.25 17.26±0.37 15.45±0.18 14.33±0.38 

E
x
tr

a
it

  

a
cé

to
n

iq
u

e Branches 14.06±0.11 12.25±0.25 13.33±0.05 14.48±0.25 

Feuilles 17.27±0.19 15.86±0.32 15.42±0.41 17.25±0.05 

Fruits rouges 16.26±0.25 13.66±1.52 12.33±1.54 15.33±0.57 

Fruits noirs 24.20±0.15 25.15±0.03 23.36±0.32 15.13±0.23 

E
x
tr

a
it

 

h
ex

a
n

iq
u

e Branches 12.06±0.11 13.13±0.23 13.46±0.47 16.13±0.23 

Feuilles 21.16±0.76 21.33±1.15 23.16±1.60 20.36±0.55 

Fruits rouges 12.5±0.5 17.1±0.1 12.160±0.208 21.50±0.50 

Fruits noirs 22.16±0.20 17.03±0.50 15.26±0.10 21.14±0.15 

 

        L’activité antimicrobienne varie d’un organe à un autre, d’un extrait à un autre (en fonction 

du solvant utilisé) et d’une souche à une autre. Les extraits des fruits noirs, des feuilles et des 

fruits rouges sont plus actifs que les extraits des branches. 
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         Le screening phytochimique révélé la présence des principales familles chimiques 

(saponines, tanins catéchiques, tanins galliques, composés phénoliques, flavonoïdes, protéines, 

 terpénoïdes, composés réducteurs et huiles essentielles) dans les différents organes de P. 

lentiscus (L.) (branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs) ces derniers sont susceptibles de 

conférer des propriétés antimicrobiennes à une plante.  

        La teneur élevée en composés phénoliques des extraits est probablement responsable de 

leur efficacité.  Il existe une corrélation positive entre le contenu en composés phénoliques et 

l’activité antimicrobienne (Mezni et al., 2012). Toutefois, le test de sensibilité réalisé avec les 

extraits des différents organes de P. lentiscus (L.) montre que la susceptibilité des souches 

microbienne varie d’une souche à une autre en fonction du type d’extrait. L’activité 

antimicrobienne des extraits dépend non seulement des composés phénoliques mais, aussi de la 

présence de différents métabolites secondaires à effet antimicrobien et antifongique tels que les 

stéroïdes, les saponosides et des huiles essentielles (Morris et al., 1997 ; Yousef et Tawil, 

1980 ; Bajpai et al., 2007). Bien que les extraits éthanoliques soient plus riches en composés 

 phénoliques que les autres extraits (aqueux, acétonique, hexanique), ils demeurent moins 

actifs. L’activité antimicrobiennes ne serait probablement pas dû à l’action unique des 

polyphénols.  

         Les polyphénols notamment les flavonoïdes et les tanins sont reconnus par leur toxicité 

vis-à-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut être lié à l’inhibition des 

enzymes, les composés phénoliques agissant en perturbant les mécanismes enzymatiques 

impliqués dans la production d’énergie pour les bactéries et les levures (Sikkema et al., 1995). 

Les flavonoïdes pourraient exercer des effets antibactériens puisqu’ils sont de puissants 

inhibiteurs in vitro de l’ADN gyrase (Ohemeng et al., 1993). Les modes d'actions 

antifongiques sont assez semblables à ceux décrits par les bactéries, concernant le dommage 

irréversible de la membrane cellulaire et la coagulation du contenu cellulaire. (Djilani et Dicko, 

2012). 

         Les résultats des travaux antérieurs montrent que les extraits des parties aériennes de P. 

lentiscus (tiges, feuilles et fruits) ont un effet antibactérien remarquable contre S. aureus. Une 

forte activité est enregistrée contre P. aeroginosa. Cependant, un faible effet est enregistré 

contre E. coli (Jalayer-Naderi et al, 2016 ; Benrokia et Aouar, 2015 ; Missoun et al., 2017).  

 Les différences observées par rapport à nos résultats peuvent s’expliquer par la variation 

des concentrations en principes actifs différents dû aux méthodes d’extraction utilisée dans ces 

études (macération, percolation, infusion, décoction ainsi qu’au volume de l’extrait utilisé (10-

50 µL) contre un volume de (3µL) utilisé dans notre étude. 
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         Les huiles fixes de P. lentiscus (L.) riche en acides gras ont une activité antimicrobienne 

important contre les quatre souches étudiées qui pourrait être attribué à l'effet inhibiteur des 

acides gras (AG) sur les microorganismes. En effet, les acides oléique et linoléique, qui sont les 

principaux constituants de l'huile fixe de P. lentiscus (L.), ont des propriétés antibactériennes 

attribuées aux longueurs de chaînes non saturées (Zheng et al., 2005). Le pouvoir antimicrobien 

de nos huiles fixes peut également être lié à la présence des composés phénoliques dans cette 

huile.  D’autre étude ont rapporté que cette huile extraite traditionnellement à partir fruits de P. 

lentiscus collectés dans la région d’Annaba   présente une activité contre S. aureus avec des 

diamètres des zones d’inhibitions variant de 14.5 à 18.5 mm pour des concentration allant de 

0.04 à 0.4 g/mL d’huile (Bensaci et Hadj Mokhnache, 2015) et une absence d’activité contre 

E.coli, Pseudomonas aerugenosa et Candida albican a été rapporté par Mezni et al., (2014) 

pour l’huile des fruits de Pistachier lentisque récoltés en Tunisie. Par contre Benrokia et 

Aouar, (2015), ont signalé une activité très élevée de cette huile contre P. aeroginosa (70mm)  

alors qu’E.coli et S. aureus sont largement moins sensibles à cette huile. De même, Bouamara 

et Haddad, (2016), ont trouvé que cette huile n’a aucun effet inhibiteur sur E. coli ATCC 25922 

et P. aeruginosa ATCC 27853 et elle laisse voir une petite zone d’inhibition (1 mm) vis-à-vis 

S. aureus. Les différences observées par rapport à nos résultats peuvent s’expliquer par la 

variation des concentrations en principes actifs dû aux méthodes d’extraction traditionnelle 

utilisée dans certaines études, la différence dans leurs compositions chimiques ainsi qu’au 

volume de l’huile utilisé. 

       P. lentiscus (L.) est douée propriétés antimicrobiennes dû à sa richesse en différents 

métabolites secondaires, justifiant son utilisation dans le traitement traditionnel de certaines 

maladies (l’eczéma, infections buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse, maux de tête, 

ulcères, maux d'estomac, asthme et problèmes respiratoires (Villar et coll, 1987 ; Ali-Shtayeh 

et coll, 1998 ; Ali-Shtayeh et coll, 2000 ; Lev et Amar, 2000 ; Lev et Amar, 2002 ; Said et 

coll, 2002). La croissance de S. aureus a été inhibée par tous les extraits, justifiant l'utilisation 

de P. lentiscus (L.) en médecine traditionnelle pour traiter les maladies respiratoires et cutanées. 

En effet, cette bactérie se transmet par contact direct avec une personne infectée, par l’utilisation 

d’un objet contaminé, ou par inhalation de gouttelettes infectées dispersées dans l’air par les 

éternuements ou la toux. Cette bactérie est responsable d’un grand nombre d’infections chez 

l’Homme, notamment des infections cutanées (impétigos, folliculites, furoncles, panaris) 

et des infections des muqueuses (conjonctivites, otites, salpingites, endométrites, 

pneumonies) (Lowy.1998).  
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II.10.2. Etude quantitative de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des 

extraits analysés  

II.10.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)  

         Afin de compléter notre travail, nous avons procédé à la détermination des concentrations 

minimales inhibitrices (CMI) ainsi que des concentrations minimales bactéricides (CMB) de 

l’huile essentielle des branches/ feuilles, fruits rouges et fruits noirs et des extraits de P. 

lentiscus (L.). Ces concentrations sont mesurées dans le but de définir les frontières de 

l'acceptabilité sensorielle et de l'efficacité antibactérienne des huiles essentielles (Tiwari et al., 

2009). 

II.10.2.1.1. Les huiles essentielles  

 

  La CMI constitue l’indicateur le plus utilisé pour évaluer la sensibilité d’une bactérie à 

un antibiotique, que ce soit dans des laboratoires de diagnostic pour évaluer la résistance d’un 

germe ou dans le cadre de recherches visant à évaluer in vitro l’activité d’une substance 

antibiotique. L’huile essentielle des différents organes de P. lentiscus (L.) possède des CMI 

faibles et présente donc une assez bonne activité antimicrobienne (Tab. 25).  

Tableau n°25: Evaluation des CMI des huiles essentielles des feuilles/branches, fruits rouges 

et fruits noirs de P. lentiscus (L.). 

  Micro-organismes testés 

HE Concentration Escherichia coli 
Pseudomonas 

aeruginosa 

Staphylococcus 

aureus 
Candida albicans 

H
u

il
e 

es
se

n
ti

el
le

 d
es

 

fe
u

il
le

s/
 b

ra
n

ch
es

 

0.030% + + + + 

0.060% - - - + 

0.125% - - - + 

0.250% - - - + 

0.500% - - - + 

1.000% - - - + 

2.000% - - - + 

H
u

il
e 

es
se

n
ti

el
le

 

d
es

 f
ru

it
s 

 r
o

u
g

es
 0.030% - - - + 

0.060% - - - + 

0.125% - - - + 

0.250% - - - + 

0.500% - - - + 

1.000% - - - + 

2.000% - - - + 

H
u

il
e 

es
se

n
ti

el
le

 d
es

 f
ru

it
s 

n
o

ir
s 

0.030% - - - + 

0.060% - - - + 

0.125% - - - + 

0.250% - - - + 

0.500% - - - + 

1.000% - - - + 

2.000% - - - - 

+ : Croissance microbienne, - : Absence de croissance, - : CMI. 
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 Les valeurs de CMI enregistrées sont de 0,06% pour l’huile essentielle des 

feuilles/branches et inférieure à 0.03% pour l’huile essentielle des fruits rouges et noirs pour 

les trois souches bactériennes testées. Dans le cas de la souche fongique, Candida albicans, les 

huiles essentielles des feuilles/branches et fruits rouges de P. lentiscus (L.) présentent des CMI 

> 2% celle des fruits noirs est de 2, la CMB n’a pas été déterminée (>2%).  

 L’analyse des résultats des CMI déterminées en utilisant la méthode de dilution dans un 

milieu gélosé confirme les résultats obtenus par la méthode de diffusion sur disque 

(l’Aromatograme).    

 Les valeurs des CMI des huiles essentielles vis-à-vis des souches microbiennes sensibles 

sont représentées dans le Tableau 26. 

Tableau n°26 : Concentration Minimales Inhibitrices (CMI) des HE des feuilles/branches, 

fruits noirs et fruits rouges de P. lentiscus (L.). 

                                   CMI (v/v) 

Souches Feuilles /branches Fruits rouges Fruits noirs 

Escherichia. coli 0.06 <0.03 <0.03 

Pseudomonas aeruginosa 0.06 < 0.03 <0.03 

Staphylococcus aureus 0.06 < 0.03 < 0.03 

Candida albicans > 2 > 2 2 

 

II.10.2.1.2. Les extraits  

 Tous les extraits exercent une activité inhibitrice contre les souches testées (Tab. 27). Les 

valeurs des CMI obtenues varient en fonction des souches et des échantillons utilisés. 

 Les branches  

- La valeur de CMI enregistrées pour l’extrait méthanolique des branches de P. lentiscus (L.) 

est de 0,5% pour l’ensemble des souches bactériennes sauf pour la souche fongique Candida 

albicans où la CMI est de 2%. 

- La valeur de CMI enregistrée pour l’extrait éthanolique, aqueux, acétonique des branches de 

P. lentiscus (L.) est de 2% pour les trois souches bactériennes testées. Une CMI de 0.5%, 

0.06% et 2% est enregistrée respectivement pour ces trois extraits contre Candida albicans. 

-La valeur de CMI enregistrée pour l’extrait hexanique des branches de P. lentiscus (L.) de 

0,5% pour l’ensemble des souches bactériennes testées sauf pour la souche fongique Candida 

albicans où la CMI est de 0.25%. 

 Les feuilles 

- La valeur de CMI enregistrée pour l’extrait méthanolique, acétonique et hexanique est de 

0,5%, elle est respectivement de 2 % et 1 % pour l’extrait ethanolique et aqueux des feuilles  
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de P. lentiscus (L.) est de pour les trois souches bactériennes testées, pour la souche fongique 

Candida albicans la valeur de CMI enregistrée est respectivement de 1%,0.125% et 0.25% 

pour l’extrait méthanolique, éthanolique et hexanique et <0.03 % pour l’extrait acétonique et 

aqueux.  

 Les fruits rouges 

-  La valeur de CMI enregistrées pour l’extrait méthanolique, éthanolique, acétonique des fruits 

rouges de P. lentiscus (L.) est de 1% pour les trois souches bactériennes testées, pour la souche 

fongique Candida albicans la valeur de CMI enregistrée est de 0.25 pour l’extrait éthanolique 

et acétonique et de 0.5% pour l’extrait méthanolique. Une CMI de 2% et o,5 % est trouvée 

respectivement pour l’extrait aqueux et hexanique des fruits rouges de P. lentiscus (L.) pour les 

trois souches bactériennes testées et une très faible valeur enregistrée pour la souche fongique  

Candida albicans avec une CMI <0.03 % pour l’extrait aqueux et une CMI de 0.125 % pour 

l’extrait hexanique. 

 Les fruits noirs  

- La valeur de CMI enregistrées pour l’extrait méthanolique et aqueux des fruits noirs de P. 

lentiscus (L.) est de 1% et une très faible valeur CMI < 0.03% est trouvée pour l’extrait 

acétonique pour les trois souches bactériennes testées, pour la souche fongique Candida 

albicans la valeur de CMI enregistrée est de 0.5% pour l’extrait méthanolique, 0.125 % pour 

l’extrait aqueux et de 0.5% pour l’extrait acétonique. 

- La valeur de CMI enregistrée pour l’extrait éthanolique des fruits noirs de P. lentiscus (L.) est 

de 2% pour les souches bactériennes E. coli et Staphylococcus aureus, une CMI de 1 pour 

Pseudomonas aeruginosa, pour la souche fongique Candida albicans la valeur de CMI 

enregistrée est de 0.125%. 

- La valeur de CMI enregistrée pour l’extrait hexanique des fruits noirs de P. lentiscus (L.) est 

de 0.5% pour les souches bactériennes E. coli et Pseudomonas aeruginosa et 1% pour 

Staphylococcus aureus, pour la souche fongique Candida albicans la valeur de CMI enregistrée 

est de 0.25%.  

Des valeurs de CMI allant de 62,5 à 125 (mg/mL) sont trouvées pour S. aureus ATCC, de 

150-250 pour P. aeruginosa ATCC et P. aeruginosa et 250 pour E. coli pour l’extrait aqueux 

des feuilles de P. lentiscus (L.) (Debbabi et al., 2017). La force et le spectre d'activité varient 

entre le type Gram des bactéries cibles et le mode d’extraction de P. lentiscus (Benhammou et 

al., 2008 ; Djenane et al., 2011a). La CMI est susceptible d’être influencée par des facteurs 

tels que le milieu, la taille de l’inoculum, la température ou le temps d’incubation, ce qui 

explique la nécessité de méthodes de détermination standardisées afin d’obtenir des résultats 

comparables (Andrews, 2001). 
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Tableau n° 27 : Concentration Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits étudiés. 

ME : Méthanol ; ET : Ethanol ; AQ : Aqueux ; AC : Acétone ; HEX : Hexane. 

 

 

 

 

 

 

 

CMI (V/V) 

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus Candida albicans 

ME ET AQ AC HEX ME ET AQ AC HEX ME ET AQ AC HEX ME ET AQ AC HEX 

Branches 0.5 2 2 2 0.5 0.5 2 2 2 0.5 0.5 2 2 2 0.5 2 0.5     0.06 2    0.25 

Feuilles 0.5 2 1 0.5 0.5 0.5 2 1 0.5 0.5 0.5 2 1 0.5 0.5 1   0.125    0.03 <0.03    0.25 

Fruits rouges 1 1 2 2 0.5 1 1 2 1 0.125 1 1 2 1 1 0.5 0.25 <0.03 0.25    0.125 

Fruits noirs 1 2 1 <0.03 0.5 1 2 1 <0.03 0.5 1 2 1 <0.03 1 0.5 0125     0.125    0.5    0.25 
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   II.11.2.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) 

II.11.2.2.1. Cas des huiles essentielles  

 

Les CMB des huiles essentielles de P.lentiscus (L.) contre les souches microbiennes 

testées sont indiquées dans le Tableau 28. Pour définir le caractère bactériostatique ou 

bactéricide il est possible de calculer le rapport CMB/CMI. Lorsque ce rapport est inférieur ou 

égal à 4, on dit que l’extrait est bactéricide et lorsqu’il est supérieure à 4, l’extrait est qualifié 

de pouvoir bactériostatique (Guinoiseau, 2010 ; Joubert et al., 1958). 

Tableau n°28: Concentrations Minimales Bactéricides (CMB) des huiles essentielles de P. 

lentiscus (L.). 

 CMB (v/v) 

Souches Feuilles /branches Fruits rouges Fruits noirs 

E. coli 0.125 0.06 0.06 

Pseudomonas aeruginosa 0.125 0.06 0.06 

Staphylococcus aureus 0.125 0.06 0.06 

Candida albicans ND ND 2 

  L’analyse des CMB obtenus fait apparaître que l’huile essentielle des différents organes 

de P. lentiscus (L.) a un effet bactéricide sur les trois souches bactériennes pour toutes 

concentrations testées.  Une CMB de 0.125% est enregistrée pour l’huile essentielle des 

feuilles/branches avec un rapport CMB/CMI=2.08. Un effet bactéricide et une CMB de 0.06% 

ont été trouvés pour l’huile essentielle des fruits rouges et fruits noirs. Sur Candida albicans, 

l’huile essentielle des fruits noirs a donné une CMB de 2%. Dans ce cas la CMB est égale à la 

CMI avec un rapport CMB/CMI=1 mettant en évidence un effet fongicide contre cette levure. 

Dans le cas de la souche fongique Candida albicans les deux huiles essentielles de P. lentiscus 

(L.) à savoir feuilles/branches et fruits rouges présentent des CMI>2%, la CMB n’a pas été 

déterminée (>2%) et donc ces deux huiles ne sont pas efficaces contre Candida albicans 

(Tab.29).  

Tableau n° 29 : Rapports CMB/CMI des huiles essentielles étudiés. 

 

 

 

 

 

 

 
CMB/CMI (v/v) 

Souches Feuilles /branches   Fruits rouges  Fruits noirs  

E.coli 2.08 / / 

Pseudomonas aeruginosa 2.08 / / 

Staphylococcus aureus 2.08 / / 

Candida albicans / / 1 
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II.10.2.2.2. Cas des extraits  

 Les branches  

- La valeur de CMB enregistrées pour l’extrait méthanolique des branches de P. lentiscus (L.)  

est de 2 % pour l’ensemble des souches microbiennes et pour l’extrait acétonique cela est 

enregistré pour Staphylococcus aureus et Candida albicans alors que pour la souche E.coli et 

Pseudomonas aerugenosa, la CMB>2%. Le rapport CMB/CMI est de 4 et 1 respectivement 

pour les trois souches bactériennes et la souche fongique Candida albicans cela signifie des 

effets bactéricides et fongicides de l’extrait méthanolique. Dans le cas de l’extrait acétonique, 

la CMB=CMI pour Staphylococcus aureus et Candida albicans donc cet extrait possède un 

effet bactéricide et fongicide avec un rapport CMB/CMI de 1, alors que pour la souche E.coli 

et Pseudomonas aerugenosa, la CMB>2%, donc cet extrait présente un effet bactériostatique 

contre ces souches (CMB>CMI). 

- Pour l’extrait éthanolique et aqueux des branches de P. lentiscus (L.), une CMB > 2% est 

enregistrée pour les trois souches bactériennes, une CMB>CMI donc ces deux extraits 

possèdent un effet bactériostatique contre ces souches bactériennes, pour la souche fongique 

Candida albicans une CMB=0.5% et CMB = 0.06% est trouvée respectivement   pour l’extrait 

éthanolique et aqueux et donc ces derniers présentent un effet fongicide ce qui est confirmé par 

la valeur du rapport CMB/CMI qui est de 1. 

- La valeur de CMB enregistrée pour l’extrait hexanique des branches de P. lentiscus (L.) de 

0,5% pour les souches microbiennes E. coli, Pseudomonas aerugenosa, la CMB=CMI donc 

cet extrait possède un effet bactéricide contre ces deux souches ceci est confirmé par le rapport 

CMB/CMI qui est de 1. De même pour la souche fongique Candida albicans la CMB est de 0.5 

donc l’effet est fongistatique (CMB/CMI=2), pour la souche Staphylococcus aureus où la CMB 

>2% donc l’effet est bactériostatique. 

 Les feuilles 

- La valeur de CMB enregistrée pour l’extrait méthanolique des feuilles de P. lentiscus (L.) est 

de 0,5% pour les trois souches bactériennes testées (CMB=CMI) donc ce dernier présente un 

effet bactéricide ceci est confirmé par le rapport CMB/CMI=1, pour la souche fongique 

Candida albicans la valeur de CMI enregistrée est de 2%, donc l’extrait possède un effet 

fongicide sur cette souche (CMB/CMI=2). 

- Pour l’extrait éthanolique et aqueux des feuilles de P. lentiscus (L.), une CMB> 2% est 

enregistrée pour les trois souches bactériennes la CMB>CMI donc l’effet est bactériostatique. 

Pour la souche fongique Candida albicans la CMB est de 1% avec un rapport CMB/CMI=8 

donc l’effet cette souche est fongistatique pour l’extrait éthanolique. Une CMB de 0.06% donc  
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CMB>CMI ce qui signifie que cet extrait possède un effet fongistatique contre cette souche. 

- La valeur de CMB enregistrée pour l’extrait acétonique des feuilles de P. lentiscus (L.) est de  

1% pour les trois souches bactériennes avec un rapport CMB/CMI de 2, ce qui signifie que cet  

extrait présente un effet bactéricide et une CMB de 0.06% est enregistrée pour la souche 

fongique Candida albicans (le rapport CMB/CMI=ND, CMI≤0.03%). 

-  La valeur de CMB enregistrée pour l’extrait hexanique des feuilles de P. lentiscus (L.) est de 

2% pour les souches bactériennes E. coli et Staphylococcus aureus, avec un rapport CMB/CMI 

de 4 cela signifie que l’effet de cet extrait est bactériostatique, une CMB de 1% est  enregistré 

pour Pseudomonas aerugenosa avec un rapport CMB/CMI de 2 cela signifie que l’effet de cet 

extrait est bactéricide, pour la souche fongique Candida albicans une CMB de 0.5% est 

trouvée, avec un rapport CMB/CMI de 2 cela signifie que l’effet de cet extrait est  fongicide.  

 Les fruits rouges 

- La valeur de CMB enregistrées pour l’extrait méthanolique des fruits rouges de P. lentiscus 

(L.) est de 1% pour les trois souches bactériennes testées CMB=CMI ce qui signifie que cet 

extrait possède un effet bactéricide contre ces souches bactériennes et ceci est confirmé par le 

rapport CMB/CMI=1. Pour la souche fongique Candida albicans la valeur de CMB enregistrée 

est de 0.5%, avec un rapport CMB/CMI=1 donc cet extrait possède un effet fongicide. De 

même la CMB=1 pour l’extrait hexanique des fruits rouges de P. lentiscus (L.) est de 1% pour 

les souches microbiennes E. coli, Staphylococcus aureus et Candida albicans avec un rapport 

CMB/CMI de 2, 4 et 8 respectivement, donc l’effet de cet extrait est bactéricide en ce qui 

concerne les deux bactéries et pour la souche fongique Candida albicans l’effet de cet extrait 

est fongistatique. La valeur de CMB enregistrée pour Pour la souche Pseudomonas aerugenosa 

la CMB est 0.5% avec un rapport CMB/CMI de 1 donc l’effet est bactéricide. 

- Pour l’extrait éthanolique et aqueux des fruits rouges de P. lentiscus (L.), une CMB > 2% est 

enregistrée pour les trois souches bactériennes testées cela signifie que la CMB >CMI donc ces 

extraits possèdent un effet bactériostatique vis à vis les souches testées. Pour la souche fongique 

Candida albicans la CMB est de 0.25% et 0.06 % respectivement pour l’extrait éthanolique et 

aqueux avec un rapport CMB/CMI de 1 donc l’effet des deux extraits est fongicide. 

- La valeur de CMB enregistrée pour l’extrait acétonique des fruits rouges de P. lentiscus (L.) 

est de 2% pour les trois souches bactériennes avec un rapport CMB/CMI de 2 donc l’effet de 

cet extrait est bactéricide. Pour la souche fongique Candida albicans la valeur de CMB 

enregistrée est de 0.5 % avec un rapport CMB/CMI de 2 donc l’effet de cet extrait est fongicide. 
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 Les fruits noirs  

   - La valeur de CMB enregistrées pour l’extrait méthanolique des fruits noirs de P. lentiscus 

(L.) est de 1% pour les trois souches bactériennes testées avec un rapport CMB/CMI= 1 donc  

l’effet est bactéricide, de même pour la souche fongique Candida albicans la valeur de CMB 

enregistrée est de 0.5%, CMB=CMI avec un rapport CMB/CMI=1 donc cet extrait possède un 

effet fongicide. 

- Pour l’extrait éthanolique et aqueux des fruits noirs de P. lentiscus (L.), une CMB > 2% est 

enregistrée pour les trois souches bactériennes testées cela signifie que la CMB >CMI donc ces 

extraits possèdent un effet bactériostatique vis à vis les souches testées. Pour la souche fongique 

Candida albicans la CMB est de 0.125% et 0.25% avec un rapport CMB/CMI de 1 et 2 

respectivement pour l’extrait éthanolique et aqueux donc l’effet de ces extraits est fongicide. 

-La valeur de CMB enregistrée pour l’extrait acétonique des des fruits noirs de P. lentiscus (L.) 

est de 0.5% pour E. coli ,1% Pseudomonas aerugenosa et une CMB>2% pour Staphylococcus 

aureus donc la CMB >CMI cela montre que cet extrait possède un effet bactériostatique vis à 

vis ces dernières, une CMB de 0.5% est trouvé pour la souche fongique Candida albicans avec 

un rapport CMB/CMI de 2 donc l’effet est fongicide 

- La valeur de CMB enregistrée pour l’extrait hexanique des fruits noirs de P. lentiscus (L.) est 

de 0.5% pour les souches bactériennes E. coli, Pseudomonas aerugenosa et la souche fongique 

Candida albicans. Un rapport CMB/CMI de 1 est enregistré pour les deux souches bactriennes 

les donc l’effet est bactéricide et un rapport CMB/CMI de 2 pour la souche Candida albicans 

cela veut dire que l’effet est fongistatique. Une CMB de 1% est trouvée dans le cas de 

Staphylococcus aureus avec un rapport CMB/CMI de 2 donc l’effet est également bactéricide. 

Tableau n° 30: Concentrations Minimales Bactéricides (CMB) des extraits étudiés.  
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CMB (V/V)  

Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus Candida albicans 

ME ET AQ AC HEX ME ET AQ AC HEX ME ET AQ AC HEX ME ET AQ AC HEX 

Branches   2      >2    >2 >2 05 2 >2 >2 >2 0.5  2 >2    >2 2 >2 2 0.5 0.06 2 0.5 

Feuilles   0.5      >2    >2 1 2    0.5 >2 >2 1 1   0.5 >2    >2 1 2 2 1 0.06 0.06 0.5 

 Fruits rouges   1     >2   >2 2 1 1 >2 >2 2 0.5   1 >2    >2 2 1 0.5 0.25 0.06 0.5 1 

Fruits noirs     1   >2     >2 >2 0.5   1 >2 >2 1 0.5    1 >2    >2 >2 1 0.5 0.125 0.25     0.5 0.5 

 ME : Méthanol ; ET : Ethanol ; AQ : Aqueux ; AC : Acétone ; HEX : Hexane. 
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Tableau n °31: Rapports CMB/CMI des extraits étudiés.  
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Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus Candida albicans 

ME ET AQ AC HEX ME ET AQ AC HEX ME ET AQ AC HEX ME ET AQ AC HEX 

Branches 4    /    / / 1 4 / / / 1 4 / / 1 / 1 1 1 1 2 

Feuilles 1    /   / 2 4 1 / / 2 2 1 / / 2 4 2 8 / / 2 

 Fruits rouges 1    /   / 2 2 1 / / 2 4 1 / / 2 1 1 1 / 2 1 

Fruits noirs   1 /    /    / 1 1 / / / 1 1 / / / 1    1        1 2    1 2 

ME : Méthanol ; ET : Ethanol ; AQ : Aqueux ; AC : Acétone ; HEX : Hexane. 

 Dans l’ensemble, les résultats de la présente étude montrent que l’activité 

antimicrobienne des huiles essentielles et extraits du pistachiers lentisque est très importante 

sur l’ensemble des souches microbiennes étudiées.  

II.12. Evaluation de l'activité insecticide de l’huile essentielle et des extraits 

des différents organes de P. lentiscus (L.) 

Dans le cadre de la recherche d’autres activités biologiques nous avons procédé à 

l’évaluation de du pouvoir insecticide de l’huile essentielle et des extraits par le test de contact 

et le test d’inhalation contre un des ravageurs des denrées stockées, Tribolium castaneum. 

II.12.1. Evaluation de l’activité insecticide par « Effet contact » sur Tribolium castaneum 

II.12.1.1. Evaluation de la toxicité par contact de l’huile essentielle du pistachier lentisque    

L'évaluation de la toxicité de l’huile essentielle du pistachier lentisque (feuilles/branches, 

fruits rouges et fruits noirs) est réalisée par le comptage des insectes morts et le calcul de la 

mortalité corrigé.  

Les résultats montrent que l’huile essentielle des feuilles/branches, fruits rouges et fruits 

noirs de P. lentiscus (L.) provoque une mortalité importante, respectivement de 0.0±0.0 à 

96.25± 2.16%, de 0.0±0.0 à 92.5 ±2.5 % et de 0.0±0.0 à 93.75±2.16 % respectivement, après 

8 jours d’exposition, de la plus faible (5µL.mL-1) à la plus forte dose (40 µL. mL-1) (Fig. 33). 

Les huiles essentielles testées manifestent une activité insecticide par contact vis-à-vis de T. 

castaneum. Les effets toxiques des huiles essentielles dépendent du ravageur, de l'essence testée 

et de la durée d'exposition (Kim et al., 2003). En effet, pour les trois huiles utilisées, l’efficacité 

augmente avec la dose d'huile utilisée et le temps de contact. Ces résultats sont conformes à 

ceux de nombreux travaux (Shakarami et al., 2004 ; Bachrouch et al., 2010 ; Ouedraogo et 

al., 2016). 
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Figure n°33: Evolution de la mortalité de T. 

castaneum en fonction des doses pour l’huile 

essentielle des feuilles/branches (A),  fruits rouges 

(B) et fruits noirs (C) de P. lentiscus(L.). 5 

(µL.mL-1)      ,10 (µL.mL-1)       ,20(µL.mL-1)       ,  

40 (µL.mL-1)       . 

 

 

Pour évaluer plus précisément l’efficacité de la toxicité des huiles essentielles, nous avons 

calculé les DL30, DL50 et DL90, définies comme étant les doses qui provoquent respectivement 

30%, 50 % et 90 % de mortalité dans la population de T. castaneum.  

Ces valeurs ont été déterminées à partir d’une courbe expérimentale donnant les variations du 

pourcentage de mortalité en fonction des doses croissantes d’huile essentielle.  

 L’huile essentielle des feuilles/branches de P. lentiscus (L.) est la plus toxique vis-à-vis 

des adultes de T. castaneum avec les plus faibles valeurs de DL30, DL50 et DL90 qui sont 

respectivement de 5.01 µL. mL -1(0.0638 µl /cm2), 8.59 µl/ml (0.1094µl /cm2) et 32.31 µL. 

mL-1(0.41159 µl/cm2). Elle est suivie de celle des fruits noirs avec respectivement une DL30 de 

6.23 µL. mL-1 (0.0793 µl /cm2), une DL50 de 10.55 µL. mL-1 (0.1343µl /cm2) et une valeur de  
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DL90 de 38.58 µL. mL-1 (0.4914 µl /cm2). Celle des fruits rouges de P. lentiscus (L.) est la 

moins efficace vis-à-vis des adultes du ravageur étudié. Pour cette huile, la DL30 est de 7.24 µL. 

mL-1 (0.0922 µl /cm2), pour la DL50 et DL90, on a enregistré une valeur de 11.80 µL. mL-

1(0.1503µL/cm2) et 39.30 µL. mL-1(0.5006 µl /cm2) respectivement après huit jours de 

traitement (Fig. 34). 

 Les différences enregistrées entre les trois huiles étudiées seraient peut-être dû à leurs 

compositions chimiques. En effet, cette activité peut être expliquée par la teneur élevée en 

monoterpènes oxygénés tels que le 4-Terpineol et α-Terpineol dans l’huile essentielle des 

feuilles/branches (42,54%) par rapport à l’huile des fruits rouges (1,71%) et celle des fruits 

noirs (4,46%). Les huiles essentielles les plus efficaces sont celles qui contiennent 

majoritairement des composés oxygénés monoterpéniques à fonction alcool, cétone ou ester 

(Nébié, 2006). Les terpènes qui sont les principaux constituants des huiles essentielles sont 

responsables des activités insecticides. En effet, les monoterpènes inhibent le cholinestérase et 

les composés soufrés qui agissent sur les canaux potassium de certains insectes (Garneau,  

2001). Les huiles essentielles ont généralement un large spectre d’activité, en raison de la 

présence de plusieurs composés actifs qui agissent par plusieurs modes d'actions (Chiasson et 

al., 2004). 

 

Figure n°34 : Doses létales (DL30        , DL50         et DL90          )  de l’huile essentielle des feuilles/branches, 

fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.). 

  

 Cette huile essentielle présente une activité insecticide contre le bruche du niébé 

Callosobruchus maculatus et Ephestia kuehniella Zeller (Taleb-Toudert, 2015). La 

combinaison de l’huile essentielle de P. lentiscus et de Mentha microphylla C. Kock et P. 

lentiscus et de Myrtus communis L présentent des effets significatifs contre le moustique C 

pipiens, où la mortalité totale a été atteinte par un test de contact (Traboulsi et al. 2002). 
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II.12.1.2. Evaluation de la toxicité par contact des extraits des différents organes de P. 

lentiscus (L.)   

 

  Les taux de mortalité des insectes observés en fonction du temps et des différentes doses 

des extraits des différents organes de P. lentiscus (L.) montrent qu'aux doses utilisées, les 

extraits sont efficaces à l'égard de T. castaneum (Fig. 34). Les mortalités enregistrées sont 

proportionnelles aux temps d'exposition et aux doses employées d’extraits. Au huitième jour 

d'exposition, des taux de 93.75± à 100±0.0 % de mortalité ont été obtenus par les différents 

extraits testés sur les adultes du ravageur pour la plus grande dose (96 mg. mL-1).  

            

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°35 : Evolution de la mortalité de T. castaneum dans le temps en fonction des doses 

d’extrait méthanolique des branches (A), feuilles (B), fruits rouges (C) et fruits noirs (D) de P. 

lentiscus (L.).12 (mg.mL-1)         , 48 (mg.mL-1)         ,  24(mg.mL-1)        ,  96 (mg.mL-1)         .  

  

 En effet, au bout de 8jours, le taux de mortalité enregistré pour l’extrait méthanolique  

de la plus faible dose (12 mg) à la plus élevée (96mg) est respectivement de 7.5±2.5 % à  
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100±0.0% pour l’extrait des branches, de 11.25±2.16% à 100±0.0%pour les feuilles, de 

3.75±4.14% à 93.75±2.16% pour les fruits rouges et 8.75± 2.16% à 100±0.0% pour les fruits 

noirs (Fig.34). Pour la dose la plus élevée (96mg), un taux de mortalité de 

82.5±2.5% ,98.75±2.16% ,47.5±2.5% et 87.5±2.5% est atteint au bout de 48 h respectivement 

pour les branches, feuilles, fruits rouges et noirs de P. lentiscus (L.). 

 De même pour l’extrait éthanolique, le taux de mortalité enregistré pour les ranches 

passe de la plus faible dose à la plus forte dose de 0±0.0% à 96.25±2.16%, de 21.25±4.14% à 

100±0.0% pour les feuilles, pour les fruits rouges il passe de 2.5± 2.5% à 97.5 ±2.5%, un taux 

allant de 2.5±4.33% à 98.75±2.16% est trouvé pour les fruits noirs. En effet ces pourcentages 

de mortalité sont atteints au bout de 8 jours (Fig. 36). Pour la dose la plus élevée (96mg), un 

taux de mortalité de % 68.75±2.16, 88.75±5.44%, 66.25±6.49% et 85±3.53% est atteint au 

bout de 48 h respectivement pour les branches, feuilles, fruits rouges et noirs de P. lentiscus 

(L.). 

  

  

Figure n°36 : Evolution de la mortalité de T. castaneum dans le temps en fonction des doses pour 

l’extrait éthanolique des branches A, feuilles B, fruits rouges C, fruits noirs (D) de P. lentiscus (L.). 

12 (mg.mL-1)      , 24(mg.mL-1)      , 48 (mg.mL-1)       ,  96 (mg.mL-1)       . 
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 Dans le cas de l’extrait aqueux le taux de mortalité enregistré au bout de 8 jours pour les 

branches passe de la plus faible dose à la plus forte dose de 0±0.0 % à 96.25±2.16%, de 

3.75±4.14% à 100±0.0% pour les feuilles, de 2.5± 2.5% à 98.75 ±2.16%, pour les fruits rouges 

et 38.75±2.13% à 100±0.0% pour les fruits noirs (Fig. 37). Pour la dose la plus élevée (96mg), 

un taux de mortalité de 62.5±2.5%, 100%±0.0%,72.5±2.5 % et 87.5±2.5% est atteint au bout 

de 48 h respectivement pour les branches, feuilles, fruits rouges et noirs de P. lentiscus (L.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°37 : Evolution de la mortalité de T. castaneum dans le temps en fonction des doses pour 

l’extrait aqueux des branches (A), feuilles (B), fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.).  

12 (mg.mL-1)     ,24(mg.mL-1)      ,  48 (mg.mL-1)      ,  96 (mg.mL-1)      . 

 

De même pour l’extrait acétonique des taux de mortalité, après 8 jours de contact, passe 

de 0±0.0% à 100±0.0% de la faible dose à la plus forte dose, sont enregistré pour les branches. 

Le taux de mortalité passe de 23.75± 2.16 à 100±0.0 %, les feuilles. Concernant les fruits 

rouges et les fruits noirs ce dernier passe de 0± 0.0% à 100 ±0.0% et de 3.75±2.16% à  
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100±0.0% (Fig. 38). Pour la dose la plus élevée (96mg), un taux de mortalité de 91.25±2.5%, 

77.5±25%,77.5±2.5 % et 100±0.0% est atteint au bout de 48 h respectivement pour les 

branches, feuilles, fruits rouges et noirs de P. lentiscus (L.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°38: Evolution de la mortalité de T. castaneum en fonction des doses pour l’extrait 

acétonique des branches (A), feuilles (B), fruits rouges (C) et fruits noirs (D) de P. lentiscus (L.).  

12 (mg.mL-1)      ,24(mg.mL-1)      ,  48 (mg.mL-1)      ,  96 (mg.mL-1)       . 

 

 Comme pour les autres extraits, l’extrait hexanique des branches et des feuilles de P. 

lentiscus (L.), enregistre après 8 jours de traitement un taux de mortalité allant de 8.75±2.16% 

à 100±0.0% et de 38.75±2.16% à 100±0.0 % respectivement, de la plus faible à la plus forte  

dose (Fig.39). Pour la dose la plus élevée (96mg), un taux de mortalité de 92.5±2.5% et 

81.25±2.16% est atteint au bout de 48 h respectivement pour les branches, feuilles, de P. 

lentiscus (L.). 
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Figure n°39: Evolution de la mortalité de T. castaneum en fonction des doses pour l’extrait 

hexanique des branches (A) et des feuilles (B) de P. lentiscus (L.).  

12 (mg.mL-1)      ,24(mg.mL-1)      ,  48 (mg.mL-1)      ,  96 (mg.mL-1)       . 

 

Les différents extraits testés présentent un effet insecticide sur les adultes de T. 

casataneum. En effet, l’efficacité de ces extraits varie en fonction de l’organe étudiée, de la 

dose utilisée et de la durée de traitement. Pour l’extrait méthanolique un taux de mortalité de 

100±0.00% est atteint au bout de 7jours à la dose de 96 mg pour les branches, alors que pour 

les feuilles ce taux est atteint après 5 et 2 jours respectivement pour la dose 48 et 96mg. Pour 

les fruits noirs ce taux est enregistré après 6 et 7 jours respectivement pour une dose de 48 et 

96 mg. Pour les fruits rouges on est arrivé à un taux de 93.75±2.16 % après 8 jours pour une 

dose de 96mg. 

Pour l’extrait éthanolique, un taux de mortalité de 96.25±2.16% est atteint au bout de 

8jours à la dose de 96 mg pour les branches, alors que pour les feuilles un taux de 100±0.00 

% est atteint après 6 et 4 jours respectivement pour la dose 48 et 96mg. Pour les fruits rouges 

et noirs un taux de 97.5±2.5 % et 98.75±2.16 % est atteint après 8 jours pour une dose de 96 

mg respectivement. 

Pour l’extrait aqueux, un taux de mortalité de 96.25±2.16% est atteint au bout de 8jours 

à la dose de 96 mg pour les branches, alors que pour les feuilles un taux de 100±0.00 % est 

atteint après 2 et 7 jours respectivement pour la dose 48 et 96mg. Pour les fruits rouges un taux 

de 98.75±2.16 % est atteint après 8 jours pour une dose de 96 mg. Pour les fruits noirs on est 

arrivé à un taux de mortalité de 100±0.00 % après 5 et 7 jours respectivement pour une dose 

de 48 et 96mg. 
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Pour l’extrait acétonique, un taux de mortalité de 100±0.00% est atteint au bout de 

8jours à la dose de 96 mg pour les branches et les feuilles. Pour les fruits rouges et les fruits 

noirs ce taux est atteint après 7 et 2 jours pour une dose de 96 mg respectivement.  

Pour hexanique, un taux de mortalité de 100±0.00% est atteint au bout de 5 et 6 jours à 

la dose de 96 mg respectivement pour les branches et les feuilles.  

La transformation des pourcentages de mortalité des adultes de T. castaneum après 8 jours 

de traitement en probits, et le tracé des courbes de régression de ces données en fonction du 

logarithme de la dose en extraits a permis d'obtenir les DL30, DL50 et DL90 (Fig. 40).  

   Les DL30 trouvées pour l’extrait méthanolique varient de 1.41 à 12.18 mg. mL-1. Les 

DL50 varient de 2.59 à 20,40 mg. mL-1, alors que pour les DL90 des valeurs allant de 11.77 à 

74.09 mg.mL-1 ont été enregistrées (Fig. 40 A ). 

Les DL30 de l’extrait éthanolique des 04 organes varient de 1.04 à 18,15 mg. mL-1 Les 

DL50 varient de 1.93 à 25,75 mg.mL-1, alors que pour DL90 les valeurs enregistrées varient de 

8.75 à 60.94 mg/ml (Fig.40B). 

Les DL30 trouvées pour l’extrait aqueux des quatre parties varient de 6.42 à 17.36 mg/ml, 

les DL50 de 9.14 à 24.80 mg/ml et les DL90 de 22.24 à 59.64 mg.mL-1 (Fig.40 C). 

Les DL30 trouvées pour l’extrait acétonique des quatre parties varient de 6.68 à 16.80 

mg/ml, les DL50 de 10.13 à 21.65 mg/ml, et les DL90 de 28.23 à 40.39 mg/ml (Fig. 39 D). 

Les DL30 trouvées pour l’extrait hexanique des branches et des feuilles sont 

respectivement de 1.93 et 5.10 mg. mL-1, les DL50 de 3.42 pour les branches et 8.14 mg.mL-1 

pour les feuilles et les DL90 sont de 13.98 et 25.78 mg.mL-1 respectivement pour les branches 

et les feuilles (Fig.40E). 

 L’analyse globale des résultats en se basant sur la DL50 de la plus petite valeur à la plus 

grande valeur révèle que l’effet induit par les différents extraits de branches, feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) sur la survie de T. castaneum varie entre les extraits 

testés (Tab. 31). De plus, pour le même extrait les valeurs des DL 50 varient selon l’organe 

utilisé. Pour l’extrait au méthanol la DL 50 la plus faible (2.59 mg. mL-1) est obtenue pour les 

feuilles, suivi des fruits noir (4.67 mg.mL-1), branches (16.19 mg.L-1) puis les fruits rouges 

(20.40 mg.mL-1).  

 L’action insecticide de l’extrait éthanolique de P. lentiscus (L.) semble très importante. 

Une DL 50 de 25.75 mg. mL-1 et 1.93 mg.mL-1 sont respectivement notées pour les branches et 

les feuilles , une DL 50 de 9.71 mg.mL-1 pour les fruits rouges et  4.88 mg.mL-1 pour les fruits  
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noirs est obtenus. Ceci montre que les feuilles et les fruits noirs possèdent l’activité insecticide 

le plus important suivi des fruits rouges et des branches.   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°40 : Doses létales (DL30      , DL50      et 

DL90       ) de l’extrait méthanolique (A), éthanolique 

(B), aqueux (C), acétonique (D) et hexanique E 

des branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs 

de P. lentiscus (L.).  
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  L’extrait aqueux provoque une mortalité de 50% avec une dose de 9.14 mg. mL-1 pour 

les fruits noirs suivi des feuilles 9.83 mg.mL-1
,  11.17 mg.mL-1pour les fruits rouges et en 

dernier vient  les branches avec  une DL 50 de  24.80 mg.mL-1.  

 Pour l’extrait acétonique, la dose la plus faibles qui provoque 50 % de mortalité est 

enregistrée pour les feuilles, elle est de 10.30 mg. mL-1, par  la suite vient les branches avec 

une DL 50 de 16,99 mg.mL-1, les fruits noirs (20.079mg.mL-1), vient en dernier les fruits rouges 

(21.64 mg.mL-1). 

 L’extrait hexanique provoque une mortalité de 50% qui de 3.42 mg. mL-1 et 8.14 mg.mL-

1 respectivement pour les branches et les feuilles respectivement. 

Tableaux n° 32 : Valeurs des DL30, DL 50 et DL 90 (mg. mL-1)  des extraits des branches, feuilles 

,fruits rouges et fruits noirs  de P. lentiscus (L.) dans le test de l’activité insecticide par contact. 

  DL30 (mg.mL-1)  DL 50 (mg.mL-1) DL 90 (mg.mL-1) 

E
x

tr
a

it
 

m
ét

h
a

n
o

li
q

u
e
 Branches 12.18 16.19 32.62 

Feuilles 1.40 2.59 11.75 

Fruits rouges 12.08 20.40 74.09 

Fruits noirs 2.79 4.67 14.65 

E
x

tr
a

it
 

et
h

a
n

o
li

q
u

e
 Branches 18.15 25.75 60.94 

Feuilles 1.04 1.93 8.75 

Fruits rouges 5.49 9.71 39.46 

Fruits noirs 2.55 4.88 24.02 

E
x

tr
a

it
 a

q
u

eu
x

 

Branches 17.36 24.80 59.64 

Feuilles 7.05 9.83 22.24 

Fruits rouges 7.19 11.77 33.01 

Fruits noirs 6.42 9.14 29.22 

E
x

tr
a

it
 

a
cé

to
n

iq
u

e
 

  

u
u

e
 

Branches 13.03 16.99 32.66 

Feuilles 6.68 10.13 28.23 

Fruits rouges 16.80 21.64 40.39 

Fruits noirs 15.53 20.079 37.79 

E
x

tr
a

it
  

h
ex

a
n

iq
u

e
 

Branches 1.93 3.42 13.98 

Feuilles 5.10 8.14 25.78 

Fruits rouges 2.65 4.12 12.20 

Fruits noirs 2.28 3.04 6.17 
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          En effet, les DL 50 obtenus, pour les différents organes de P. lentiscus (L.), montre que 

tous les extraits testés présentent un effet insecticide très important mais les DL 50 les plus faible  

sont obtenus pour les extraits des fruits noirs suivi des feuilles par la suite viennent les extraits 

 des fruits rouges  et en dernier les extraits des branches. L’ensemble de ces résultats montre 

que les fruits noirs et les feuilles possèdent l’activité insecticide la plus importante suivi des 

fruits rouges et des branches quel que soit le type de solvant utilisé, sauf pour l’extrait 

méthanolique qui a la DL 50 la plus faible pour les feuilles, suivi des fruits noirs puis branches 

pour viennent en dernier les fruits rouges ainsi que l’extrait éthanolique des fruits rouges a la 

DL50 la plus faible suivi des branhes, fruits noirs puis les feuilles. Par ailleurs, les différences 

de mortalité entre les différents extraits en utilisant les cinq solvants ne sont pas importantes. 

L’eau qui ne pose pas problème lorsqu’il est en contact avec les produits traités peut être 

considéré comme le meilleur solvant pour l’extraction des substances actives pour lutter contre 

les insectes ravageurs contrairement aux autres solvants organiques qui peuvent poser des 

problèmes de toxicité et qui sont très nocifs pour la santé du consommateur. 

 Tous les extraits de P. lentiscus (L.) possèdent une très bonne activité insecticide vis-à-

vis du T. castaneum qui pourrait être attribuée à la richesse de ces extraits en différentes classes 

de composés bioactives. 

 II.12.1.3. Activité insecticide de l’huile fixe des fruits de P. lentiscus (L.) 

         Les résultats du test de toxicité de l’huile fixe extraite des fruits rouges et fruits noirs de 

P. lentiscus (L.) par contact contre les adultes de Tribolium castaneum sont représentés dans 

les figures ci-dessous. 

 L’huile fixe extraite des fruits rouges de P. lentiscus (L.) provoque une mortalité peu 

importante comparativement à celle de l’huile extraite des fruits noirs. De la plus faible à la 

plus forte dose, la mortalité corrigée passe de 0±0.0 % à 96.25±2.16 % pour les fruits rouges 

et de 7.5±2.5 % à 100±0.0 % dans le cas des fruits noirs. Les résultats de l’activité insecticide 

de l’huile fixe extraite des fruits rouges et noirs de P. lentiscus (L.) montrent un effet toxique 

sur des adultes de T. castaneum, proportionnel à la dose employée et à la durée de traitement.  

L’huile extraite des fruits noirs est plus efficace que l’huile extraite des fruits rouge en effet 

pour la dose la plus élevée (16µL) au 5 ème jour le taux de mortalité est de 96.25±2.16% et 

100±0.00% respectivement pour les fruits rouges et les fruits noirs. 
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Figure n °41: Evolution de la mortalité de T. castaneum en fonction des doses d’huile fixe 

des fruits rouges (A) et de fruits noirs (B) de P. lentiscus (L.). 2 (µL.mL-1)     , 4 (µL.mL-1)     , 

8 (µL.mL-1)     , 16 (µL.mL-1)     . 

 

  Les valeurs de DL30 enregistrées pour les fruits rouges et les fruits noirs sont 

respectivement de 2.65 µL.mL-1et 2.28 µL.mL-1. L'huile extraite des fruits noirs s'est avérée 

plus efficace que celle des fruits rouges avec une DL50 de 4.12 µL.mL-1 (0.05248µl/cm2) et 

3.0401µL.mL-1 (0.03872 µl/cm2). Les valeurs de DL90 trouvées sont de 12.20 µL.mL-1et 6.17 

µL.mL-1 (Fig.41).  

 

Figure n°42: Doses létales (DL30      , DL50       et DL90     ) de l’huile fixe des fruits rouges et fruits 

noirs de P. lentiscus (L). 

L’activité insecticide de l’extrait hexanique (huile fixe) des fruits rouges et fruits noirs de 

P. lentiscus (L.) peut être attribuée à leur richesse en acide gras. Les huiles végétales riches en  
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acides gras saturés possèdent des propriétés bactéricides, fongicides et insecticides (Baxendale 

et Johnson, 1990). La toxicité des acides gras s’exerce par la rupture des membranes cellulaires 

et de la cuticule de l’insecte (Weinzeirl, 1998). Les huiles végétales sont utilisées très tôt dans 

la lutte contre les insectes sous forme d’émulsion. Ce sont à la fois des insecticides de contact 

qui agissent par leurs propriétés physiques et chimiques et des adjuvants pour leurs molécules 

liposolubles et leur action peut être synergique dans certains cas (Regnault-roger et al., 2002). 

 L’activité insecticide de certains acides gras tels que l’acide oléique en C18 :19 qui est 

l’un des acides gras les plus abondants dans nos huiles fixes a été mis en évidence (Regnault-

Roger et al. 2002). Les traitements de contact induisent la formation d’un film d’huile qui 

obture aussi les orifices respiratoires, ou stigmates, privant ainsi l’insecte d’oxygène et 

provoquant son asphyxie. La toxicité des acides gras s’exerce aussi par la rupture des 

membranes cellulaires (Weinzeirl, 1998). 

Les huiles végétales ont une activité insecticide similaire et prometteuse à l’égard des 

insectes ravageurs des denrées entreposées (Lienard et al., 1993 ; Ramzan, 1994 ; Pacheco et 

al., 1995 ; Ahmed et al., 1999 ; Kellouche et al., 2004 ; Nana et al., 2014). 

  Seules les huiles non siccatives (qui ne subissent pas un séchage rapide à l’air) peuvent 

être utilisées comme insecticides pour protéger les denrées stockées. Dans ce cadre, les huiles 

d’arachide, de carthame, de moutarde, de ricin, de soja, de neem, d’olive et bien d’autres ont 

été testées et utilisées avec succès contre certains ravageurs. Leur application peut être 

préventive ou curative (Degroot, 2004). 

II.12.2. Evaluation de l’activité insecticide par inhalation sur Tribolium 

castaneum 

II.12.2.1. Evaluation de la toxicité par inhalation de l’huile essentielle des différents 

organes de P. lentiscus (L.)   

Grâce à leurs récepteurs sensoriels olfactifs, les insectes des denrées stockées sont très 

sensibles aux spectres et à l’intensité des odeurs des huiles essentielles ; une inhalation à forte 

dose des huiles essentielles a une action répulsive voire mortelle dans la plupart des cas 

(Regnault -Roger et al., 2008). Lors du test d'inhalation, les huiles essentielles se volatilisent 

rapidement dans l'atmosphère confinée et atteignent les insectes pour exercer leur action. Le 

taux de mortalité de Tribolium castaneum augmente proportionnellement avec la durée 

d’exposition des huiles essentielles de P. lentiscus (L.). Le test par inhalation montre une forte 

toxicité de l’huile essentielle des feuilles de P. lentiscus (L.) et une mortalité de 100±0.00%  

est obtenue après 24 heures de traitement (Fig. 43). 
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En effet, au bout de 3h de traitement, le pourcentage de mortalité engendré par cette huile 

est de 76.25±2.16 %, il augmente avec la durée de traitement pour arriver à 100±0.00% de 

mortalité après 24h d’exposition. L’huile essentielle des fruits rouges et fruits noirs agissent 

également au bout de 3 heures d'exposition donnant un taux de mortalité de 41.25±2.16 % et 

52.5±2.5% respectivement ; ces mortalités se sont échelonnées dans le temps pour atteindre un 

taux de 93.75±2.16 % et 96.25 ±2.16 après 24h heures d’exposition.  

 

 

 

 

Figure n°43 : Evolution des mortalités de Tribolium castaneum en fonction de la durée de traitement 

(A) et TL30      , TL50       et TL90       (B) de l’huile essentielle des feuilles/branches    , fruits rouges     et 

fruits noirs     de P. lentiscus (L.) lors du test d’inhalation. 

 

 Les TL30, TL50 et TL90 enregistrés pour l’huile essentielle des feuilles/branches sont 

respectivement de 1.091h, 1.69 h et 5.04 h et de 2.26h, 4.11 h et 17.89h pour l’'huile essentielle 

des fruits rouges. Concernant l’huile essentielle des fruits noirs, les valeurs de TL 30, TL50 et 

TL90 obtenus sont respectivement de 1.72, 3.25 h et 10.33 h, mettant en évidence un effet choc 

du au fort potentiel insecticide de l’huile essentielle de notre plante. La comparaison des trois 

huiles essentielles en fonction des taux de mortalité obtenus et de leurs TL50 et TL90, montre la 

forte toxicité de l'huile essentielle des feuilles/branches suivi par l'huile essentielle des fruits 

noirs pour vient en dernier l’huile fruits rouges de P. lentiscus (L.) (Fig.43).  

L’huile essentielle extraite des différentes parties du pistachier lentisque est dotée d’une 

activité insecticide par inhalation importante. L'efficacité insecticides des huiles essentielles 

dans les tests de toxicité par fumigation (inhalation) contre les ravageurs de denrées stockées 

serait vraisemblablement due à leur richesse en composés monoterpéniques (Regnault-Roger 

et Hamraoui, 1995 ; Tapondjou et al., 2002).  
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 Un taux de mortalité de 0, 32.5 et 100% est atteint après 24 h d'exposition respectivement 

aux concentrations de 5, 30 et 45µL de l’huile des feuilles de P. lentiscus de la Tunisie par 

fumigation vis-à-vis du T. castaneum est rapporté par Barchouch et al. (2010). Alors que dans 

notre étude, un taux de mortalité de 100% est atteint à la dose fixe 20µL après 24h. Cette 

différence peut être expliquer par la variation de leur composition chimique essentiellement les 

monoterpènes oxygénés qui sont de 19,38% dans l’huile essentielle des feuilles de la Tunisie et 

de (42.54%) dans l’huile essentielle des feuilles/branches de P. lentiscus (L.) de Bouira. 

 

Les différences enregistrées entre les trois huiles étudiées peuvent être expliquées par la 

variation de leurs compositions chimiques. En effet, cette activité peut être justifiée par la teneur 

élevée en monoterpènes oxygénés dans l’huile essentielle des feuilles/branches (42,54%) par 

rapport à l’huile des fruits rouges (1,71%) et celle des fruits noirs (4,46%), tels que le 4-

Terpineol et α-Terpineol. Les huiles essentielles les plus efficaces sont celles qui contiennent 

majoritairement des composés oxygénés monoterpéniques à fonction alcool, cétone ou ester 

(Nébié, 2006 

Les huiles essentielles testés sont constituées majoritairement de monoterpènes comme 

l’α pinène, le β pinène, le camphène, le limonène, le P. cymène et le terpinolène. Ces composés 

sont souvent caractérisés par leur activité biocide et répulsive contre de nombreux insectes 

ravageurs des denrées stockées (Keita etal., 2000 ; Ketoh et al.,2002 ; Kelloucheet al., 2004 

; Papachristos et Stamoupolos, 2002 et Kelloucheetal., 2010). 

L’effet des huiles essentielles serait dû aux composés terpéniques qui agiraient comme 

des neurotoxines (Enan, 2002). L’α pinène a révélé un effet insecticide intéressant contre le 

Tribolium brun de la farine, (Tribolium confusum (Ojimelukwe et Adler, 1999). Des effets 

similaires ont été également notés avec le α terpinéol, le cinéole et le limonène, l’eugénol. Ils 

agissent sur le système nerveux, en affectant le transport ionique et la libération d'acétylcholine 

estérase chez les insectes (Re et al., 2000 ; Ngamo et Hance, 2007). La mort des adultes, des 

larves, l'inhibition de l'oviposition et du développement seraient dues à l'étouffement et à 

l'inhibition de différents processus du métabolisme des insectes (Don-Perdo, 1989). L'action 

rapide des huiles essentielles ou de leurs constituants contre les insectes nuisibles est révélatrice 

d'actions neurotoxiques (Kostyukovsky et al., 2002, Priesley et al., 2003, Isman et al., 2007) 

et serait provoqué par l'interférence des monoterpènes avec l'activité d’acétylcholinestérase 

chez les insectes (Zapata et Snagghe, 2010). Les huiles essentielles agiraient également en se 

fixant sur les récepteurs d’octopamine qui sont des cibles idéales pour les biopesticides. Elles 

peuvent également réduire l’appétit des insectes par altération des protéines disponibles 

(Harborne, 1993).  
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I.12.2.2. Evaluation de la toxicité par inhalation de l’huile fixe des fruits rouges et fruits 

noirs de P. lentiscus (L.)  

Le taux de mortalité des adultes de T. castaneum augmente avec la durée de traitement. 

En effet, au bout de 3h d’exposition ce taux est de 40±3.53% pour atteindre 92.5±2.5% après 

24h de traitement dans le cas de l’huile fixe des fruits rouges. Pour l’huile fixe extraite des fruits 

noirs, le taux de mortalité enregistré après 3h de traitement est de 42.5±2.5% ; il atteint 

96.25±2.16% après 24 h de traitement. Le test par inhalation montre une toxicité importante 

des huiles fixes testées à l’égard de T. castaneum à la dose utilisée. En effet, les TL 30, TL50 et 

TL90 calculés sont respectivement de 2.90, 5.28 h et de 22.56h. Concernant l’huile fixe des fruits 

noirs les valeurs de TL 30, TL50 et TL90 obtenus sont respectivement de 2.67, 4.57 h et 17.07 h. 

Il existerait un effet choc du au fort potentiel insecticide de l’huile fixe du pistachier lentisque. 

La comparaison des deux huiles fixes en fonction des taux de mortalité obtenus et de leurs TL50 

et TL90, montre la forte toxicité de l'huile fixe des fruits noirs suivi par l'huile fixe des fruits 

rouges de P. lentiscus (L.) (Fig. 44).  

 L’huile extraite des fruits noirs s’est avérée plus efficace que celle extraite des fruits 

rouges. Cette différence peut être attribuée à la différence de leur composition chimique en 

acide gras saturés (31.87% pour les fruits noirs et 25.17% pour les fruits rouges).  Cette activité  

peut être attribuée aux effets toxiques des substances volatiles contenues dans les huiles fixes 

qui réduisent l’action des insectes ravageurs à travers des effets dissuasif (répulsif).  

 

 

 

 

Figure n °44 : Evolution des mortalités par inhalation en fonction de la durée de traitement 

(A) et TL30       , TL50      et TL90       (B) de l’huile fixe des fruits rouges      et fruits noirs     de 

P. lentiscus (L.) lors du test d’inhalation. 
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 Le traitement des denrées alimentaires par les extrait et l’huile essentielle du Pistachier 

lentisque peut être très efficace pour lutter contre les ravageurs de denrées alimentaires 

stockées. Les huiles essentielles du pistachier lentisque sont plus toxiques par inhalation que 

par contact sur T. castaneum. 
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 Conclusion générale et perspectives 

 L’Algérie, de par sa position géographique, possède une richesse botanique très 

diversifiée. De nombreuses plantes sont décrites comme étant une source inépuisable de 

molécules à valeurs ajoutées et elles ont longtemps été utilisées comme remèdes contre des 

maladies humaines. Elles peuvent aussi être la source de plusieurs produits pour l’industrie 

pharmaceutique, agroalimentaire et plus particulièrement pour la mise au point de nouveaux 

antioxydants, agent antimicrobien et insecticides. 

         L’utilisation des produits chimiques synthétiques dans différents secteurs peut causer des 

effets mutagènes, cancérigènes et toxiques sur la santé humaine et augmenter le taux de 

pollution dans la nature par l’application excessive des fongicides de synthèse. Ainsi que la 

résistance des bactéries aux antibiotiques ne cesse d’augmenter, elle est devenue une véritable 

préoccupation. De nos jours, la tendance de l’utilisation des produits naturels issus des plantes 

comme agents antioxydants et antimicrobiens est en pleine croissance face au souci des effets 

secondaires des composés synthétiques qui peuvent être nocifs à la santé humaine et à 

l’environnement. De ce fait, notre étude vise à la recherche de substances naturelles à activité 

antioxydante et antibactérienne afin de diminuer l’utilisation de ces produits synthétiques et 

résoudre de nombreux problèmes liés à leurs applications.  

 

         La difficulté à contrôler les populations des insectes ravageurs des grains stockés est 

renforcée par les limites et les conséquences liées à l’utilisation de pesticides de synthèse. Notre 

étude rentre dans le cadre de la recherche de solutions alternatives qui permettent de réduire les 

pertes occasionnées par ces insectes nuisibles, comme le Tribolium castaneum, par l’utilisation 

des huiles essentielles et des extraits pour limiter et réduire les inconvénients liés aux pesticides. 

         Le présent travail, tente de contribuer à la valorisation du pistachier lentisque, une plante 

utilisée en médecine traditionnelle pour ses vertus thérapeutiques, en établissant une relation 

entre sa composition chimique (huile essentielle, extraits et huiles fixe des fruits) et différentes 

activités biologiques (activités antioxydante, antimicrobienne et insecticide).  

        Le pistachier lentisque est riche en eau comme la plupart des végétaux. Un séchage 

préalable de la plante a été nécessaire afin d’assurer une meilleure conservation des poudres 

végétales à long terme diminuant ainsi les risques de contamination et d’altération des principes 

actifs et de mieux conserver les propriétés biologiques des poudres. 

        Le screening phytochimique a mis en évidence la présence de nombreux métabolites 

secondaires (saponins, tanins catéchiques, tanins galliques, composés phénoliques dont les 

flavonoïdes, protéines, terpenoïdes, composés réducteurs et huiles essentielles) dans les quatre 
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organes étudiés du pistachier lentisque ; de plus des alcaloïdes ont été retrouvés au niveau des 

feuilles seulement. Les phlobotanins, stéroïdes, tritérpenoides et mucilage sont quant à eux 

présents dans les branches, les fruits rouges et les fruits noirs alors qu’ils sont absents dans les 

feuilles. L’amidon est présent dans les fruits rouges et noirs alors qu’il est absent dans les 

branches et les feuilles ; les caroténoïdes, les glycosides et les quinones sont absents dans les 

quatre organes du pistachier. 

         Une étude histologique des branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus 

(L.), nous a permis de localiser les structures sécrétrices. Des glandes sécrétrices (canaux) ont 

été observées dans les différentes parties de P. lentiscus (L.) contentant ces huiles essentielles. 

         L’industrie des extractions, s’intéresse depuis toujours au rendement et à la qualité des 

extraits ; ses efforts se sont focalisés dans la modification ou le développement de méthodes 

efficaces de production d’extraits à partir des plantes. Nous nous sommes donc intéressés à 

l’étude des effets du prétraitement par ultrasons sur le rendement d’extraction de l’huile 

essentielle extraite par hydrodistillation. 

         Les objectifs de ce prétraitement aux ultrasons sont de pouvoir obtenir des rendements 

élevés d’huile essentielle tout en diminuant les durées d’extraction et la consommation 

d’énergie. Ce prétraitement a fait l’objet d’une optimisation en faisant varier trois paramètres : 

[le temps d’extraction (A), la puissance des ultrasons (B) et le ratio matériel végétal/eau (C)].   

La méthodologie des surfaces de réponse (MSR) a été utilisée pour évaluer les effets principaux 

des variables du processus de prétraitement sur le rendement en huiles essentielle de chaque 

organe et de déterminer ainsi les conditions optimales de l’extraction de l’huile essentielle. 

         Le prétraitement aux ultrasons ont permis d’augmenter le rendement. En effet un gain en 

rendement en huile essentielle des feuilles/branches de 0.227% est obtenu pour une durée 

d’extraction de 90 min en appliquant un prétraitement aux ultrasons d’une puissance de 60 W, 

en utilisant un ratio matériel végétal/eau de 1/8 (g:mL). Un gain en rendement de 0.274 % est 

obtenu pour l’huile des fruits rouges et fruits noirs pendant une durée d’extraction de 60 min 

en appliquant un prétraitement avec ultrasons d’une puissance de 60W, en utilisant un ratio 

matériel végétal/eau de 1/12 (g: mL) et ceci par rapport à l’ hydrodistillation standard.   

         Les huiles essentielles se présentent généralement sous forme de mélanges complexes 

dont il est nécessaire de connaître avec précision la composition avant toute étape d’étude de 

ses activités biologique et de valorisation.  

         L’étude des propriétés physico-chimiques (densité, indice de réfraction, indice d'acide, 

indice de peroxyde, indice d’iode, indice d’ester, indice de saponification) et organoleptiques 
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des huiles essentielles étudiées a fourni des valeurs conformes aux normes de 

commercialisation des huiles établies et proches des données de la littérature. 

         La composition chimique des huiles essentielles, a été établie à l’aide des méthodes 

chromatographiques et spectroscopiques CG et CG/SM : 63 composés représentant un taux de 

99,21%, 99,87% et 99,96% de la composition totale respectivement pour l’huile extraite des 

feuilles/branches, fruits rouges et fruits noirs ont été identifiés. La composition chimique de 

l’huile essentielle obtenue des trois organes est qualitativement identique et ne diffère que du 

point de vue quantitatif.  

         Dans l’huile essentielle des feuilles/branches les monoterpènes hydrocarbonés (46,31%) 

et les monoterpènes oxygénés (42,54%) sont les plus abondants ; Les sesquiterpènes 

hydrocarbonés (8,41%) et les sesquiterpènes oxygénés (1,95%) sont présents en faible 

proportion. 

         Pour l’huile essentielle extraite des fruits rouges, les monoterpènes hydrocarbonés 

représentent 88,28% de la totalité de la composition, et les sesquiterpènes hydrocarbonés sont 

présents avec un taux de 9,20%  

        L’huile essentielle extraite des fruits noirs est constituée principalement de monoterpènes 

hydrocarbonés (84.94%). Les sesquiterpènes hydrocarbonés représentent 9.63% de la totalité 

de la composition de l’huile essentielle ; signalons une faible abondance en sesquiterpènes 

oxygénés (0,93%). 

         Le pouvoir de piégeage du radical DPPH et ABTS ainsi que le pouvoir réducteur des 

huiles essentielles des branches, feuilles, des fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.), 

augmente proportionnellement avec la concentration des huiles essentielles. 

Celle des fruits rouges et fruits noirs présente une activité antioxydante supérieure à celle 

des feuilles/branches mais cette activité reste inférieure à celle du BHT.  

L’activité antioxydante de l’huile essentielle du pistachier lentisque est faible, mais cette 

huile peut être utilisée comme conservateur dans les produits alimentaires et comme agents 

préventifs contre diverses maladies, dont les maladies liées au stress oxydatif, les risques 

d’utilisation étant beaucoup plus faibles que ceux des antioxydants de synthèse. 

         Nous avons aussi observée que les huiles essentielles du pistachier lentisque étaient 

actives vis-à-vis les souches microbiennes et de levures testées avec des diamètres des zones 

d'inhibition variant entre 11.20 ±0.21mm et 23,32±0.82mm.  

         La mise en évidence de la résistance des souches microbiennes testées à travers la 

détermination des CMI et CMB révèle un niveau de sensibilité très hétérogène d’une souche à 
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une autre vis-à-vis des HE. L’huile essentielle des feuilles/branches, fruits rouges et noirs de 

Pistachier lentisque s’est montrée active vis-à-vis les trois souches bactériennes avec des faibles 

valeurs de CMI.  Cependant la souche de levure s’est avérée plus résistante à ces huiles 

essentielles (CMI≥2).  

         L’analyse des CMB fait apparaître que l’huile essentielle des différents organes de P. 

lentiscus (L.) a un effet bactéricide sur les trois souches bactériennes. Cependant l’huile 

essentielles des feuilles/branches et fruits rouges n’est pas efficace contre Candida albicans 

alors que l’huile des fruits noirs présente un effet fongicide.  

         Les huiles essentielles testées manifestent une activité insecticide par contact relativement 

variable selon la partie de la plante utilisée ; l’efficacité augmente avec la dose d'huile 

essentielle utilisée et le temps d’exposition. Les doses létales obtenues pour cet essai montrent 

que l’huile essentielle des feuilles/branches est la plus toxique vis-à-vis des adultes de T. 

castaneum avec une DL50 =5.01 µl/ml suivie par l’huile des fruits noirs (DL50= 10.55 µl/ml) et 

l’huile des fruits rouges qui est moins efficace (DL50=11.80 µl/ml). 

         La toxicité par inhalation des huiles essentielles, est aussi variable en fonction du temps 

d’exposition. L’huile essentielle des feuilles/branches est la plus efficace car elle provoque plus 

de mortalité dans un temps plus court par rapport à l’huile essentielle des fruits rouges et fruits 

noirs.  

         L'huile essentielle extraite des différentes parties de P. lentiscus (L.) est plus toxique par 

inhalation que par contact.  

         Il est recommandé d’utiliser l’huile essentielle des feuilles/branches de P.lentiscsu (L.) 

comme insecticide par inhalation contre les ravageurs de denrées alimentaires stockées. Cette 

dernière pourrait constituer des solutions alternatives ou complémentaires à l’utilisation des 

pesticides organiques de synthèse pour la protection des grains stockés. 

         L’extraction des composés phénoliques totaux a été réalisée par extraction solide-liquide 

en utilisant différents solvants (méthanol, éthanol, eau, acétone et hexane) de manière à 

solubiliser un maximum de composés. Chaque extrait a été caractérisé par son aspect, sa couleur 

et son rendement par rapport à la poudre sèche.  

         Le rendement d’extraction le plus élevé est obtenu en utilisant le méthanol comme solvant 

d’extraction. La quantité des molécules extraites est importante dans les feuilles avec un taux 

de (52.39±0.06%) et a un degré moins dans les fruits noirs (50±0.01%) et les fruits rouges 

(46.7±0.02%), vient en dernier les branches avec un taux d’extraction de (20±0.03%).  
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        Quel que soit le solvant utilisé pour l’extraction, les fruits noirs du pistachier lentisque sont 

les plus riches en polyphénols suivi des fruits rouges, des feuilles puis des branches. Le 

méthanol est le meilleur solvant d’extraction des polyphénols avec un taux de 

231.98±0.01,898.22±1.52, 1292.79±0.95 et 1351.00±0.69 mg EAG/g d'extrait respectivement 

pour les branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs suivi de l’éthanol, de l’eau, de l’acétone 

puis de l’hexane.   

       Quel que soit la partie de la plante utilisée, l’acétone et le méthanol restent les meilleurs 

extracteurs des flavonoïdes suivis de l’éthanol, de l’eau puis de l’hexane. Pour l’extrait 

acétonique, les branches enregistrent un maximum de flavonoïdes (47.701±0.02 mg Eq Q/g 

d’extrait) suivi des fruits noirs (31.40±0.4 mg Eq Q/g d’extrait) et des fruits rouges 

(23.38±0.03 mg Eq Q/g d’extrait) tandis que les feuilles renferment la teneur la plus faible en 

flavonoïdes (19.04±0.25 mg Eq Q/g d’extrait).  

         Le pouvoir de piégeage du radical DPPH et ABTS ainsi que le pouvoir réducteur extraits 

des branches, feuilles, des fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.), augmente 

proportionnellement avec la concentration. 

         Les extraits des fruits noirs de P. lentiscus (L.) possèdent l’activité anti-radicalaire la plus 

élevée, suivie de celles des fruits rouges, feuilles et en dernier viennent les extraits des branches 

quelque que soit le solvant utilisé.  

         Tous les extraits présentent une activité antioxydante supérieure à celle du standard BHT 

sauf les extraits des branches qui possèdent une activité inférieure à celle du standard. 

         L’extrait méthanolique des différents organes présente l’activité antioxydant la plus 

importante par rapport aux extraits préparés par d’autres solvants.  

         Les extraits testés ont donné une activité antioxydante très importante cette dernière est 

dépendante du contenu en polyphénols totaux et en flavonoïdes. L’étude de la relation entre les 

teneurs en phénols totaux, en flavonoïdes et l’activité antioxydante des différents extraits de la 

plante étudiée mesurée par les trois tests (DPPH, ABTS et pouvoir réducteur), montre qu’il y 

des fortes corrélations entre les teneurs en phénols et flavonoïdes totaux et l’activité 

antioxydante des extraits méthanolique et éthanolique, mais cette relation est plus ou moins 

faible avec les extraits aqueux et acétonique. Par contre, il n’y a pas une corrélation entre 

l’activité antioxydante et les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoïdes des extraits 

hexanique. 

         Les extraits de fruits noirs et rouges et des feuilles peuvent être considérés comme une 

source d’antioxydants naturels contribuant à la prévention de diverses maladies en les utilisant 

comme additifs alimentaires. L’extrait aqueux qui ne présente aucun risque vue son innocuité 
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et son respect à l’environnement contrairement aux autres solvants organiques qui peuvent être 

toxiques et nocifs qui a une activité antioxydante supérieure à celle du BHT pour être utilisé 

comme antioxydant naturel. 

  Tous les extraits ont réagi positivement sur les souches microbiennes testées. Les extraits 

méthanolique et hexanique sont très efficaces contre les trois souches bactériennes testées alors 

que les extraits éthanolique, aqueux et acétonique sont moins efficaces. La souche de levure 

Candida albicans est dans l’ensemble très sensible aux différents extraits testés.  

         A travers les valeurs des CMB trouvées, les trois souches bactériennes testées sont avérées 

très résistantes à l’extraits éthanolique et aqueux des branches, feuilles, fruits rouges et noirs de 

P. lentiscus (L.). Cependant ces souches sont moins résistantes à tous les extraits méthanolique, 

acétoniques et hexanique étudiés. La levure Candida albicans est très sensibles à touts les 

extraits des différents organes. Les extraits étudiés peuvent être considérées comme agents 

conservateurs bactéricides et fongicides promoteurs pour l’industrie agro-alimentaire capable 

d’empêcher la prolifération des bactéries et de réduire la croissance des levures ce qui permet 

d’assurer l’innocuité et augmenter significativement la durée de conservation des aliments à la 

place des conservateurs de synthèse. 

         Les différents extraits présentent un effet insecticide sur les adultes de T. casataneum, les 

extrait ethanolique (DL50 = 1.93 mg/mL) et methanolique (DL50 =2.59 mg/mL) des feuilles, 

l’extrait hexanique des branches (DL50 =3.42 mg/mL) et l’extrait ethanolique des fruits noirs 

(DL50 =4.88 mg/mL) sont les extraits les plus efficaces contre cet insecte ravageur.  

         Les différences de mortalité entre les différents extraits en utilisant les cinq solvants ne 

sont pas importantes. Cependant, l’extrait aqueux des différents organes a donné une bonne 

activité insecticide et comme l’eau qui ne pose pas problème lorsqu’il est en contact avec les 

produits traités, cet extrait peut être considéré comme le meilleur solvant pour l’extraction des 

substances actives pour lutter contre les insectes ravageurs contrairement aux autres solvants 

organiques qui peuvent poser des problèmes de toxicité et de pollution de l’environnement .La 

teneur en huile fixe des fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) est de11.5±0.35  % et 

34.9±0.05% respectivement. Les fruits noirs peuvent être considéré comme des graines 

oléagineuses ayant des teneurs élevés en matières grasses comme l’huile d’olive, arachide et de 

l’huile de tournesol.  

 

         L’huile fixe obtenue à partir des fruits rouges et fruits noirs de P. lentiscus (L.) est de 

couleur vert foncé et jaune-vert claire respectivement, elle présente un aspect huileux, elle 

dégage toute les deux une très forte odeur aromatique caractéristique de la plante fraiche.  
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         Les propriétés physico-chimiques (densité, indice de réfraction, indice d'acide, indice de 

peroxyde, indice d’iode, indice d’ester, indice de saponification, l’extinction spécifique à 232 

et à 270 nm) et organoleptiques de l’huile fixe du pistachier lentisque sont conformes aux 

normes internationales des huiles végétales et proches des données de la littérature. 

    L’huile fixe de P. lentiscus (L.) extraite des fruits rouges et fruits noirs se compose 

principalement de trois acides gras, l’acide palmitique, l’acide oléique et l’acide linoléique avec 

des pourcentage respectifs de 22.74%, 48.18%, 25.20% pour l’huile extraite des fruits rouges 

et 29.59%, 49.70% et 17.38 % pour l’huile extraite des fruits noirs. Sa composition chimique 

incite à proposer cette huile comme huile alimentaire de bonne qualité nutritive et qui peut avoir 

des effets physiologiques bénéfiques dans la prévention des maladies coronariennes et le 

cancer. 

    L’indice de peroxydabilité ou peroxydation de ces deux huiles a été calculé sur la base de 

la composition en acides gras. Il est respectivement de 26.70% et 18.82% pour les huiles 

extraites des fruits rouges et des fruits noirs. Les résultats de notre étude relèvent que l’huile de 

P. lentiscus (L.) est stable et ne présentent aucune rancidité oxydative au cours du stockage.  

       L’huile fixe du pistachier lentisque a un faible teneur en composés phénoliques totaux et 

en flavonoïdes.  

      L’huile extraite des fruits noirs étant plus active que l’huile fixe issue des fruits rouges 

mais cette activité reste moins efficace que celle du BHT.  

         Les résultats relatifs à l’activité insecticide de l’huile fixe de P. lentiscus (L.) révèlent que 

l’huile fixe extraite des fruits noirs est plus efficace que celle des fruits rouges avec une IC50de 

4.12 µl/ml et 3.0401µl/ml. L’effet toxique de ces huiles est proportionnel à la dose employée 

et à la durée de traitement. 

         L’huile fixe extraite des fruits noirs s’est avérée plus efficace que celle extraite des fruits 

rouges. Cette activité peut être attribuée aux effets toxiques des substances volatiles contenues 

dans les huiles fixes qui réduisent l’action des insectes ravageurs à travers des effets dissuasif 

(répulsif).  

           Cette huile peut être utilisé pour le développement des bioinsecticides et susceptible de 

fournir de nouvelles sources de composés d’origine végétale à propriétés insecticides non 

polluantes et respectueuses de l’environnement.  

Pour compléter ce travail, nous envisageons de : 

 Déterminer les molécules responsables des activités biologiques, la structure chimique des 

composés phénoliques et d’étudier la toxicité des molécules extraites avant l’utilisation des 

extraits obtenus dans différentes formulations alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques. 
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 Optimiser les conditions d'extraction des différents métabolites secondaires afin 

d’augmenter les rendements. 

 Il serait intéressant d’étendre l’étude de l’activité antimicrobienne à d’autres souches 

bactériennes et fongiques qui causent des maladies pour les êtres humains (Onychomycose, la 

pneumonie, salmonellose, scarlatine) ainsi que pour les cultures (le mildiou, oïdium, botrytis, 

tristeza, rouille et septoriose), de mettre en évidence l’activité antioxydante avec d’autres 

méthodes et d’évaluer l’activité insecticide contre d’autres insectes ravageurs des denrées 

alimentaires stockées. 

 

 

https://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/Fiche.aspx?doc=onychomycose_pm
https://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/Fiche.aspx?doc=pneumonie_pm
https://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/Fiche.aspx?doc=pneumonie_pm
https://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/Fiche.aspx?doc=salmonellose_pm
https://www.passeportsante.net/fr/Maux/Problemes/Fiche.aspx?doc=scarlatine
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Les Tableaux 

Tableau n °1: Analyse de la variance (ANOVA) pour le modèle de surfaces de réponse 

quadratiques du rendement d’extraction de l’huile essentielles des feuilles/branches de P. 

lentiscus (L.).  

 

 

Source 

Rendement d’extraction de l’huile essentielle des feuilles/branches de 

P. lentiscus (L. ) par hydrodistillation assistée par ultrasons 

Coefficient 

d’estimation 

Somme 

des carrés 
  DDL 

Moyenne des 

carrés 
F Value 

p-value 

Prob > F 
 

Modèle 0,27 0,074 9 0.008255 116,73 < 0.0001 Significatif 

A-Temps 

d’extraction (min) 
0,065 0,034 1 0,034 477,98 < 0.0001  

B-Puissance 

ultrasonique (w) 
0,051 0,021 1 0,021 297,15 < 0.0001  

C- Le ratio MV/ eau 

(g.ml-1) 
0,029 0.00661 1 0.006613 93,51 < 0.0001  

AB -0.00750 0.00002 1 0.000225 3,18 0,1176  

AC 0.002500 0.000025 1 0.000025 0,35 0,5708  

BC 0,015 0.0009 1 0.0009 12,73 0,0091  

A2 -0,032 0.004312 1 0.004312 60,97 0,0001  

B2 -0,025 0.002527 1 0.002527 35,74 0,0006  

C2 -0,030 0.0036 1 0.0003664 51,82 0,0002  

Residual  0.00004 7 0.0000707    

Lack of Fit  0.00037 3 0.0001250 4,17 0,1008 
Non 

significatif 

Erreur Pure  0.00012 4 0.000030   
 

 

Cor Total  
 

0,075 
16     

R 2  0,9933       

R2 Ajusté 0,984       

R2 Prédit     0,9172       

Précision Adeq 36,049       

Déviation standard   0,00840       

Moyenne  0,23352       

C.V %  3,6009       

PRESS 0,0061875       
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Tableau n °2: Analyse de la variance (ANOVA) pour le modèle de surfaces de réponse  

quadratiques du rendement d’extraction de l’huile essentielles des fruits rouges de P.lentiscus 

(L.). 

 

 

 

Source 

Le rendement d’extraction de l’huile essentielle des fruits rouges de 

P. lentiscus (L.) par hydrodistillation assistée par ultrasons 

Coefficient 

d’estimation 

Somme 

des carrés 
DDL 

Moyenne des 

carrés 
F Value 

p-value 

Prob > F 
 

Modèle   0,63 0,074 9 0.00825 195,97 < 0.0001 Significatif 

A-Le temps 

d’extraction 

(min) 

0,064 0,033 1 0,033 771,48 < 0.0001  

B-La puissance  

ultrasonique 

(w) 

0,049 0,019 1 0,019 451,14 < 0.0001  

C- Le ratio MV/ 

eau   (g :ml) 
0,028 0.006050 1 0.0060 143,56 < 0.0001  

AB -0,018 0.001225 1 0.00122 29,07 0,0010  

AC -0,020 0.001600 1 0.001600 37,97 0,0005  

BC 0,020 0.001600 1 0.001600 37,97 0,0005  

A2 -0,038 0.006160 1 0.00616 146,18 < 0.0001  

B2 -0,033 0.004655 1 0.004655 110,46 < 0.0001  

C2 -0,011 0.000486 1 0.0004866 11,55 0,0115  

Residual  0.000295 7 0.004214    

Lack of Fit  

 

0.001750 

 

3 
0.0000583 

 

1,94 

 

0,2643 

Non 

significatif 

Erreur Pure  0.0012 4 0.00003    

     Cor Total  0,075 16     

RRR 2  0,9960       

R2 Ajusté  0,9910       

R2 Prédit    0,9600       

Précision Adeq 50,965       

Déviation 

standard 
0.006492       

Moyenne 0,60       

C.V % 1,09       

PRESS 0.002987       
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Tableau n ° 3: Analyse de la variance (ANOVA) pour le modèle de surfaces de réponse  

quadratiques du rendement d’extraction de l’huile essentielles des fruits noirs de P.lentiscus 

(L.). 

 

  

   Source          Le rendement d’extraction de l’huile essentielle des fruits noirs de         P.lentiscus (L.) par 

hydrodistillation assistée par ultrasons  

Coefficient 

d’estimation 

Somme des 

carrés 

DDL Moyenne des 

carrés 

F Value p-value 

Prob > F 

 

Modèle 0.61 

 

0.074 9 0.00824 174.80 < 0.0001  Significatif  

A- Le temps 

d’extraction 

(min) 

 

0.065 

 

0.034 

 

1 

 

0.034 

  

 716.97 

 

< 0.0001 

 

B- La 

puissance 

ultrasonique 

(w) 

 

0.048 

 

0.018 

 

 1 

 

0.018 

   

  382.88 

 

< 0.0001 

 

C- Le ratio 

MV/eau (g :ml) 

0.030 0.007.2 1 0.0072 152.73 < 0.0001  

AB -0.020 0.0016 1 0.0016   33.94   0.0006  

AC -0.01 0.0004 1 0.0004   8.48   0.0226  

BC 0.015 0.0009 1 0.0009   19.09   0.0033  

A2 -0.044 0.008152 1  0.008152 172.91 < 0.0001  

B2 -0.019 0.00152 1 0.00152   32.24    0.0008  

C2 -0.019 0.00152 1 0.00152   32.24    0.0008  

Residual  0.00033 7 0.000047    

Lack of Fit  0.00005 3  0.000016   0.24    0.8660      Non 

significatif  

Erreur Pure  0.00028 4  0.00007    

       Cor Total  0.074 16     

RRR 2 0.9956       

R2 Ajusté    0.9899       

R2 Prédit 0.9834       

Précision Adeq    47.474       

Déviation 

standard 

 

0.006866 

      

Moyenne 0.57       

C.V % 1.21       

PRESS 0.001238       
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Les Figures 

 

Figure n°1 : Droite d’étalonnage de l’acide gallique 

 

Figure n°2 : Droite d’étalonnage de la quercétine. 

 

Figure n°3 : Chromatogramme CG/SM de l’huile essentielle des feuilles/branches de 

P.lentiscus (L.) de la région de Bouira.  
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Figue n°4 : Chromatogramme CPG de l’huile essentielle des feuilles/branches de P.lentiscus 

(L.) de la région de Bouira.  

 

Figure n°5 : Chromatogramme CG/SM de l’huile essentielle des fruits rouges de P.lentiscus 

(L.) de la région de Bouira.  

 

Figure n°6: Chromatogramme CPG de l’huile essentielle des fruits noirs de P.lentiscus (L.)de 

Bouira.  

 

Figure n°7: Chromatogramme CG/SM de l’huile essentielle des fruits noirs de P.lentiscus 

(L.)de Bouira.  
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Figure n°8: Chromatogramme CPG de l’huile essentielle des fruits noirs de P. lentiscus (L.)de 

Bouira.  

   

 

Figure n °9 : Chromatogramme CPG de l’huile fixe des fruits rouges de P.lentiscus (L.) de la 

région de Bouira. 

 

Figure n °10 : Chromatogramme CPG de l’huile fixe des fruits noirs de P.lentiscus (L.) de la 

région de Bouira. 
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Figure n °11:Variation de la concentration 

correspondent à 50% d’inhibition (IC50) avec la 

teneur en polyphenols  de  l’extrait méthanolique (A) 

,ethanolique (B) , aqueux (C) ,acétonique (D) et 

hexanique (D)  des branches, feuilles, fruits rouges et 

fruits noirs de P.lentiscus (L.) dans le test de DPPH. 
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Figure n°12 : Variation de la concentration 

correspondent à 50% d’inhibition (IC50) avec la 

teneur en polyphénols de l’extrait méthanolique (A) 

,ethanolique (B) , aqueux (C) ,acétonique (D) et 

hexanique (D)  des branches, feuilles, fruits rouges 

et fruits noirs de P.lentiscus (L.) dans le test de 

l’ABTS. 
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Figure n°13 : Variation de la concentration 

correspondent à 50% d’inhibition (IC50) avec la 

teneur en polyphénols de l’extrait méthanolique 

(A) ,ethanolique (B) , aqueux (C) ,acétonique (D) 

et hexanique (D)  des branches, feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs de P.lentiscus (L.) dans le 

test du pouvoir réducteur. 
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Figure n °14: Variation de la concentration 

correspondent à 50% d’inhibition (IC50) avec la 

teneur en flavonoïdes de  l’extrait méthanolique 

(A) ,éthanolique (B) , aqueux (C), acétonique (D) 

et hexanique (D)  des branches, feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs de P.lentiscus (L.) dans le 

test de DPPH. 
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Figure n°15 : Variation de la concentration 

correspondent à 50% d’inhibition (IC50) avec la 

teneur en flavonoïdes de l’extrait méthanolique 

(A), éthanolique (B), aqueux (C) ,acétonique (D) 

et hexanique (D)  des branches, feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs de P.lentiscus (L.) dans le 

test de l’ABTS. 
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Figure n°16 : Variation de la concentration 

correspondent à 50% d’inhibition (IC50) avec la 

teneur en flavonoïdes de l’extrait méthanolique 

(A) ,éthanolique (B) , aqueux (C) ,acétonique (D) 

et hexanique (D)  des branches, feuilles, fruits 

rouges et fruits noirs de P.lentiscus (L.) dans le 

test du pouvoir réducteur. 
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Figure n °17: Zones d’inhibition de l’huile essentielle des feuilles/ branches, fruits rouges et fruits noirs 

de P. lentiscus (L.) sur E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans. 

 
Figure n°18: Zones d’inhibition des extraits méthanolique, des  branches, feuilles, fruits rouges et fruits 

noirs  de P.lentiscus (L.) sur E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans. 

   
Figure°19: Zones d’inhibition des extraits ethanolique des  branches, feuilles ,fruits rouges et fruits 

noirs de P.lentiscus (L.) sur E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ,C. albicans. 

Figure°20 : Zones d’inhibition des extraits aqueux des branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs 

de P.lentiscus (L.) sur E. coli, P. aeruginosa, S. aureu ,C. albicans. 

 

Figure °21: Zones d’inhibition des extraits acetonique des  branches, feuilles ,fruits rouges et fruits 

noirs  de P.lentiscus (L.) sur E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ,C. albicans. 

  

Figure°22 : Zones d’inhibition des extraits avec l’hexane des branches, feuilles, fruits rouges 

et fruits noirs  de P.lentiscus (L.) sur E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ,C. albicans. 
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Figure n °23: Illustration de la CMI de l’huile essentielle des feuilles /branches, fruits rouges et fruits 

noirs  de P. lentiscus (L.) vis-à-vis des 3 souches bactériennes testées. 

 

Figure n°24: Illustration de la CMI de l’huile essentielle des feuilles/ branches, fruits rouges et fruits 

noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans . 

  
Figure n°25: Illustration de la CMI de l’extrait méthanolique des  branches, feuilles, fruits rouges et   

fruits noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des  trois souches bactérienne.  

 
Figure n°26: Illustration de la CMI de l’extrait méthanolique des  branches, feuilles , fruits rouges et  

fruits noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans.  

Figure n°27: Illustration de la CMI de l’extrait éthanolique des branches, feuilles, fruits rouge et fruits 

noir  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des  trois souches bactérienne. 

  

Figure n°28: Illustration de la CMI de l’extrait éthanolique des branches,de P.lentiscus (L.) vis-à-vis 

de Candida albicans. 
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Figure n°29: Illustration de la CMI de l’extrait aqueux des branches, feuilles, fruits rouges et fruits 

noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des 3 souches bactériennes testées.  

 

Figure n°30: Illustration de la CMI de l’extrait aqueux des branches, feuilles, fruits rouges et 

fruits noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis Candida albicans.  

 

Figure n°31:Illustration de la CMI de l’extrait acetonique des branches, feuilles, fruits rouges et fruits 

noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des 3 souches bactériennes testées.  

 

Figure n°32: Illustration de la CMI de l’extrait acétonique des branches, feuilles, fruits rouges et fruits 

noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans.  

 

 Figure n°33: Illustration de la CMI de l’extrait avec l’hexane des branches, feuilles, fruits rouges et 

fruits noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des 3 souches bactériennes testées. 

 

Figure n°34: Illustration de la CMI de l’extrait avec l’hexane des branches, feuilles, fruits rouges et 

fruits noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans.   

 

Figure n°35: Illustration de la CMB de l’huile essentielle des feuilles/ branches, fruits rouges et fruits 

noirs   de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des 3 souches bactériennes testées. 
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Figure n°36: Illustration de la CMB de l’huile essentielle des fruits noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis 

de Candida albicans. 

 

Figure n°37: Illustration de la CMB de l’extrait méthanolique des branches, feuilles, fruits rouge et 

fruits noir  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des 3 souches bactériennes testées. 

 

Figure n°38: Illustration de la CMB de l’extrait méthanolique des branches, feuilles, fruits rouges et 

fruits noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans. 

 

Figure n°39: Illustration de la CMB de l’extrait éthanolique des branches, feuilles, fruits rouges et 

fruits noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des 3 souches bactériennes testées. 

 

Figuren°40: Illustration de la CMB de l’extrait éthanolique des branches, feuilles, fruits rouge et fruits 

noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans. 

 

Figure n° 41: Illustration de la CMB de l’extrait aqueux des  branches, feuilles, fruits rouges et fruits 

noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des Candida albicans souches bacteriennes testées. 

 

Figure n°42: Illustration de la CMB de l’extrait aqueux des branches, feuilles, fruits rouges et fruits 

noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans. 
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Figure n°43:Illustration de la CMB de l’extrait acétonique des branches, feuilles, fruits rouges et fruits 

noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des trois souches microbiennes testées. 

 

Figure n°44: Illustration de la CMB de l’extrait acétonique des branches, feuilles, fruits rouges et fruits 

noirs de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans.  

 

Figure n°45: Illustration de la CMB de l’extrait avec l’hexane des  branches, feuilles, fruits rouges et 

fruits noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis des 3 souches bactériennes testées. 

 

 

Figure n°46: Illustration de la CMB de l’extrait hexanique des branches, feuilles, fruits rouges 

et fruits noirs  de P.lentiscus (L.) vis-à-vis de Candida albicans . 

Préparation des réactifs 

 Le réactif d’amidon : Dissoudre 1.2 g d'iode dans 50 mL d'eau distillée contenant 2.5 g 

d'iodure de potassium ; Chauffer pendant 5 minutes ; Diluer jusqu'à 500 mL. 

 La liqueur de Fehling : La solution est un mélange de deux solutions : 

• Solution A : Dissoudre 8.66g de CuSO4, 5H2O dans une eau contenant quelques gouttes 

d’acide sulfurique (H2SO4) 0,1N, diluer ensuite la solution à 125 mL. 

• Solution B : Dissoudre 15g de NaOH et 43,25 g de tartrate de sodium et de potassium dans 50 

mL d’eau. Filtrer puis diluer la solution à 125 mL. Les deux solutions à volume égal sont 

mélangées au moment de l’emploi. 

     Réactif deMayer : Dissoudre 1,35g du chlorure de mercure (HgCl2) et 5g d’iodure de 

potassium (KI) dans 60mL d’eau distillée. Ensuite, agiter jusqu’à dissolution et compléter le 

volume à 100mL. 

 Réactif de Wagner : Dissoudre 2g d’iodure de potassium (KI) et 6g d’iode (I2) dans 60mL 

d’eau distillée. Ajuster le volume total à 100mL. 
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Abstract.
BACKGROUND: The synthetic antioxidants are used routinely in foods especially those containing oils and fats to protect
them against oxidation. Among the synthetic types, the most frequently used are butylated hydroxyl anisole (BHA), butylated
hydroxyl toluene (BHT), propyl gallate (PG) and tert-butyl hydroquinone (TBHQ). These compounds have been reported to
be dangerous for human health. Thus the search for effective, natural compounds with antioxidant activity has been intensified
in recent years to replace the synthetic products.
OBJECTIVE: The aim of the present study is to investigate the phytochemical composition, quantify the total phenolic and
flavonoid contents and to study the in vitro antioxidant potential of berries ethanolic extract of P. lentiscus.
METHODS: P. lentiscus berries were subjected to different chemical tests for the detection of phytoconstituents of the Alge-
rian variety. The total phenolic and flavonoid contents were also determined using standard methods. Moreover, the antioxidant
activity was assessed by using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH·) assay, 2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid) (ABTS·+) assay and reducing power activity assay. Here, (BHT) was used as standard antioxidant.
RESULTS: Phytochemical screening revealed that the berries contained phenolic compounds, flavonoids, anthocyanins, leu-
coanthocyanins, phlobotannins, tanins, saponins, terpenoids, proteins and mucilage while alkaloids, quinones and carotenoids
are absents. The P. lentiscus berries extract was found to contain a high amount of total phenols, flavonoids. The berries
ethanolic extract of P. lentiscus possess strong scavenging activity against DPPH·, (ABTS·+) free radical scavenging activity
and reducing power. The antioxidant proprieties may be attributed to the presence of high phenolic and flavonoid compounds.
CONCLUSION: P. lentiscus is a potential source of natural antioxidants and other phytoconstituents, which justifies its uses
in folk medicines.
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1. Introduction

Plants are a large source of new bioactive molecules with therapeutic potentials [1–5]. Many studies carried
out have shown that the medicinal properties of plants come from the presence of bioactive agents in their
extracts [6–9]. The most important elements are alkaloids, flavonoids, vitamins, tannins, essential oils, organic
acids, resins, fat oils, saponins and polysaccharides [10, 11]. Reports indicate that there is an inverse relationship
between the dietary intake of antioxidant-rich foods and the incidence of human disease [12, 13]. However,
synthetic antioxidants, such as (BHT) and (BHA), have been widely used as antioxidants in the food industry
and may be responsible for liver damage and carcinogenesis [14, 15]. For this reason, interest in the use of
natural antioxidants has increased. Epidemiological studies have indicated the relationship between the plant
antioxidants and reduction of chronic diseases [16–18]. Therefore, the development and utilization of more
effective and non-toxic antioxidants from natural products are recommended, not only for the food and drug
storage, but also for the nutritional and clinical applications. A great deal of effort has focused on using available
experimental techniques to identify natural antioxidants from medicinal plants [19]. The Mediterranean region
is relatively rich with plants (between 15,000 and 20,000 species) [20]. Algeria, a North African country with a
large variety of soils (littoral, steppe, mountains and desert) and climates, possesses a rich flora (more than 3,000
species and 1,000 genders) [21], it has an immense biodiversity. Pistacia lentiscus L. is an aromatic evergreen
shrub belonging to the Anacardiaceae family, largely distributed in the Mediterranean basin [22]. Aerial parts of
P. lentiscus have traditionally been used in the treatment of hypertension, coughs, sore throats, eczema, stomach
aches, kidney stones and jaundice. They possess stimulant and diuretic properties [23]. The fruits, galls, resin
and leaves of P. lentiscus have a long tradition in folk medicine dating from the times of the ancient Greeks [24].
Several studies focused on the phytochemical composition of the resin, the leaves and the galls essential oil of
P. lentiscus [24–28] and also on its antioxidant activity [29, 30], but in contrast, fewer studies are related to the
composition and antioxidant activity of the berries of P. lentiscus [31–33].

The aim of this study was to investigate the P. lentiscus berries growing in Algeria for its phytochemical
composition, DPPH radical scavenging activity, ABTS activity and reducing power activity to explore their
potential pharmaceutical and functional food uses.

2. Materials and methods

2.1. Plant materiel

The berries of P. lentiscus were collected in October 2014 from Bouira region in Algeria. The plant material
identification was carried out according to the new flora of Algeria [34]. The P. lentiscus berries were dried at
room temperature. After drying, the aerial part was ground with a coffee grinder to obtain a fine powder and
stored in paper bags at 4◦C until their use.

2.2. Preparation of the extract

Ethanolic extract was prepared from 20 g of the dried and powdered plant with 200 ml of absolute ethanol
(Ethanol 95%) in a Soxhlet apparatus for 6 hours. Then, the solvent was evaporated using a rotary evaporator at
65◦C. Finally, the residue was lyophilized, weighed and kept in the dark at +4◦C until further analysis.

2.3. Phytochemical screening

Phytochemical analysis of the berries of P. lentiscus was carried out using the standard protocols for the
presence of phenolic content, flavonoids, alkaloids, saponins, antocyanins, leucanthocyanins, phlobatannins,
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tannins, terpenoids, quinones, proteins, carotenoids and mucilage. Detection of these phytochemicals was based
on visual observation following color change or formation of a precipitate after the addition of specific reagents.

2.4. Total phenolic content

Total phenolic constituents of plant extracts were performed employing the literature methods involving
Folin-Ciocalteu reagent and gallic acid as standard [35]. 0.25 ml of each sample (three replicates) was mixed
with 1.25 ml 1/10 dilution of Folin-Ciocalteau’s reagent. After 3 minutes, 1 ml of Na2CO3 (7.5%, w/v) were
added and incubated for 30 min.

The absorbance of all samples was measured at 765 nm. The total phenolic content was expressed in mg of
gallic acid equivalents (mg GAE)/g of dried extract by using the regression equation that was obtained from the
calibration curve of the gallic acid standard. All determinations were performed 3 times.

2.5. Total flavonoids contents

Total flavonoid content of each extract was determined by aluminium trichloride (AlCl3) method as described
by Lamaison et al. [36]. 1 ml aliquot of each extract dissolved in ethanol was added to 1 ml of solution of AlCl3
(2% w/v). The mixture was vigorously shaken, and after 1 h of incubation, absorbance was taken at 420 nm.
Quercetin was used as the standard for the calibration curve. The flavonoid content was expressed as mg of
quercetin equivalent (QE) per gram dry weight of P. lentiscus berries extract.

2.6. Antioxidant activity

In this study, the antioxidant potential of the ethanolic extract of P. lentiscus berries was measured by different
chemical assays: DPPH radical scavenging activity, ABTS test and reduction power activity. We compared the
antioxidant capacity of the extract with BHT as reference.

2.6.1. DPPH assay
The antiradical activity of ethanolic extract was determined using the stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

radical (DPPH·) [37]. 25 �L samples of various concentrations of ethanolic extract were added to 975 �L of
ethanolic solution containing DPPH radicals (60 � M) while butylatedhydroxytoluene (BHT) acted as a positive
control, the absorbance of DPPH· radical solution without sample was measured as blank. All test tubes were
incubated in a dark place at room temperature for 30 minutes. Then the absorbance was measured at 517 nm.
All determinations were carried out in triplicates. The disappearance of DPPH· was recorded and the percent
inhibition of the DPPH· radical by sample is calculated as follows:

Inhibition Percent = [(Ab − As)/Ab] × 100.

Where Ab is the absorbance of blank and As is the absorbance of positive control or sample. Extract con-
centration providing 50% inhibition (IC50) was calculated from the graph plotting inhibition percentage against
extract concentration.

2.6.2. ABTS·+free radical scavenging activity
The ABTS method is based on the reduction of the green ABTS radical cation (7.00 mM) that was obtained by

its oxidation with equal volume of potassium persulfate (2.45 mM) [38], for 12–16 h at 4◦C in the dark. ABTS·+
solution was diluted with ethanol to absorbance of (1.00 ± 0.02) at 734 nm. Then, 25 �L of the extract dilutions
was mixed with 1 mL ABTS+ solution, the absorbance of reaction mixture was measured after 7 min at 734 nm.
Tests were carried out in triplicate. ABTS·+ solution was used as blank sample, and BHT was used as positive
control. As for the DPPH assay, ABTS scavenging ability was expressed as IC50 (mg/l). The values of IC50 were
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determined as reported above. The inhibition percentage of ABTS radical was calculated using the following
formula:

ABTS scavenging activity (% ) = (A0 − A1) /A0 × 100.

Where A0 is the absorbance of the control, and A1 is the absorbance of the sample.

2.6.3. Reducing power
The reducing power was determined according to the method of Oyaizu [39]. 0.125 ml of ethanolic extract

and BHT at different concentrations were mixed with 2.5 ml of sodium phosphate buffer (0.2 M, pH = 6.6), and
2.5 ml of potassium ferricyanide (1%). The mixture was incubated at 50◦C for 20 min. Then, 2.5 ml of 10%
trichloroacetic acid was added to the mixture which was centrifuged for 10 min at 1500 rpm. The upper layer
(2.5 ml) was mixed with 2.5 ml of distilled water and 0.5 ml of 0.1% ferric chloride. The absorbance was measured
at 700 nm. Blank absorbance was read by replacing sample by ethanol. BHT was used as a positive control. The
reducing power increases with the increase of absorbance. All determinations were carried out in triplicates. A
higher absorbance indicates a higher reducing power. IC50 value (mg/l) is the effective concentration giving an
absorbance of 0.5 for reducing power and was obtained from linear regression analysis.

2.6.4. Statistical analysis
Statistical comparisons were made with one way ANOVA followed by Tukey multiple comparison test. The

level of significance was set at P < 0.05. Statistical calculation was performed using SPSS 20.0 software. All the
data were analyzed and expressed as mean ± standard deviation of three separate determinations (n = 3).

3. Results

In the present study, the DPPH radical scavenging activity, ABTS radical scavenging activity and reducing
power of P. lentiscus berries extract were investigated. The antioxidant activities of P. lentisus extract were
also compared with that of reference synthetic antioxidant. In addition, the phytochemical analysis, phenolic
compound and flavonoids content of ethanolic extract were carried out.

3.1. Phytochemical screening

Phytochemical screening was performed using standard protocols which showed the presence of phenolic
compounds, flavonoids, antocyanins, leucanthocyanins, phlobotannins, tannins, saponins, terpenoids, proteins
and mucilage with absence of alkaloids, quinones and carotenoids (Table 1).

3.2. The total phenolic and flavonoid content

Phenolic compounds are the largest group of phytochemicals and have been touted as accounting for most of the
antioxidant activity of plants or plant products [40]. Several reports have shown a close relationship between total
phenolic content and high antioxidant activity [41]. Total phenolic contents obtained were 955.28 ± 0.125 mg
GAE/g of the berries extract and total flavonoid contents obtained were 13.40 ± 0.35 mg QE/g of the berries
extract for the P. lentiscus (Table 2).

3.3. DPPH radical scavenging assay

Plants rich in secondary metabolites, including phenolics, flavonoids and carotenoids, have antioxidant activity
due to their redox properties and chemical structures [42], the DPPH radical scavenging method was used to
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Table 1

Phytochemical screening of P. lentiscus berries

Phytochemicals P. lentiscus berries

Phenolic compounds +

Flavonoids +

Anthocyanins +

Leucanthocyanins +

Phlobatannins +

Tannins +

Alkaloids –

Carotenoids –

Proteins +

Mucilage +

Saponins +

Terpenoids +

Quinones –

(+): Present, (–): Absent.

Table 2

The content of total phenolics, flavonoids in P. lentiscus berries ethanolic extract

Total phenolic content Total flavonoid content

(mg GAE/g extract) (mg QE/g extract)

P. lentiscus berries 955.28 ± 0.125 13.40 ± 0.35

ethanolic extract

Data are expressed as mean ± standard deviation of three different experiments.mg GAE/g: mg

of gallic acid equivalent per g of lyophilized extract; mg QE/g: mg of quercetin equivalent per

g of lyophilized extract.

Fig. 1. Free radical scavenging capacities of BHT and P. lentiscus berries ethanolic extract measured in DPPH assay.

evaluate the antioxidant capacity of the berries extract, because the use of DPPH radical provides an easy, rapid
and convenient method to evaluate the antioxidants and radical scavengers [43]. In the present study, P. lentiscus
berries extract showed a strong effect in inhibiting DPPH, reaching up to 90.059 ± 0.65% at concentration of
100 mg/l. Figure 1 shows the dose response curve of DPPH radical scavenging activity of P. lentiscus compared
with standard BHT. The concentration of the extract to scavenge 50% of the DPPH radical is called IC50 and lower
IC50 values indicates higher antiradical activity. The IC50 value of P. lentiscus berries extract was 8.60 ± 0.07 mg/l
while the IC50 value of standard antioxidant BHT was 28.24 ± 0.20 mg/l (Table 3).



A
U

TH
O

R
 C

O
P

Y

278 D. Belhachat et al. / Phytochemical screening

Table 3

Antioxidant activity expressed in IC50 (mg/l) of ethanol extract of of P. lentiscus berries and BHT

Plant sample/Control DPPH ABTS Reduction power

Berries ethanolic extract 8.60 ± 0.07b 8.65 ± 0.051a 12.21 ± 0.036b

BHT 28.24 ± 0.20a 5.81 ± 0.01b 64. 14 ± 0.14a

Values in the same column followed by the same letter are not significantly different by the Tukey’s multiple range

test (p < 0.05). Data are the mean of three replicates.

Fig. 2. Free radical-scavenging capacities of BHT and P. lentiscus berries ethanolic extract measured in ABTS assay.

3.4. ABTS radical scavenging activity

The ABTS assay is based on the inhibition of the absorbance of radical cation, ABTS+, which has a char-
acteristic wavelength at 734 nm, by antioxidants. Similar to DPPH, the decolorization of ABTS radical reflects
the capacity of an antioxidant species to donate electron or hydrogen atoms to inactivate this radical cation [44].
ABTS results were in good agreement with DPPH method that the scavenging activity of the ethanolic extract
was increased with the increasing concentration. The extract scavenged the ABTS radical in a dose dependent
manner at concentration of 1–100 mg/l (Fig. 2). Furthermore, the results obtained in this study indicated that
the berries ethanolic extract of P. lentiscus exhibited a high ABTS radical-scavenging activity and its percentage
inhibition reached 91.45 ± 0.14% at a concentration of 100 mg/l, which appeared lower than of synthetic antiox-
idants BHT (99.56 ± 0.056%) for the same concentration, these findings were confirmed by calculating the IC50
values for the P. lentiscus berries extract (8.65 ± 0.051 mg/l), which was found to be lower that of standard BHT
(IC 50 = 5.81 ± 0.01 mg/l).

3.5. Reducing power

Reducing power experiment is a good reflector of antioxidant activity of the plant. The plant having high
reducing power generally reported to carry high antioxidant potential too. In this experiment, Ferric ions are
reduced to ferrous ions with the color of the reaction mixture changes from yellow to bluish green. In reducing
power assay, the dose-dependent curve of the plant extract at different concentrations (1–100 mg/l) was compared
with that of BHT (Fig. 3). Ethanolic extract showed higher reducing power than that of the BHT. Reducing power
potential of extract increase with the dose, however, extract exhibits height reducing power than that of BHT.
The absorbance of the plant extract was varied from 0.39 ± 0.008 (1 mg/l) to 0.87 ± 0.001 (100 mg/l), whereas
BHT was varied from 0.01 ± 0.001 (1 mg/l) to 0.78 ± 006 (100 mg/l). The IC50 value of the plant extract was
12.21 ± 0.036 mg/l and that of BHT was 64.14 ± 0.14 mg/l (Table 2).
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Fig. 3. Reduction power of berries ethanolic extract of P. lentiscus compared with that of BHT.

4. Discussion

The phytochemical screening was performed to identify the classes of chemical compounds present in the
berries of P. lentiscus. Preliminary results have shown that P. lentiscus contains the majority of secondary
metabolites, confirming the findings of Arab et al. [45]. We can say that almost all of bioactive molecules
are present which proves their wealth and potentiality biological activities; they are responsible for the major
activities including antioxidant activity; thus supporting the medicinal uses of this plant. Phenolic compounds
have been detected in different parts of it [46], demonstrating that digallic acid (39) from fruits of P. lentiscushas
anti-mutagenic properties. 1,2,3,4,6-Pentagalloyl glucose (45) and gallic acid from fruits of P. lentiscus were
introduced as antioxidant and anti-mutagenic compounds [22]. Flavonoids were also isolated from aerial parts
of P. lentiscus, quercetin-3-glucoside (56) was reported as the most abundant one [47]. Natural antioxidants like
phenols, flavonoids and tannins possess potent antioxidant [48, 49]. Zitotni et al. [33] reported that phytochemical
analysis showed that the major constituents of the extracts of P. lentiscus fruit were flavonoids, tannins, and
anthocyanins, another authors found the anthocyanins, the flavonoids and triterpenes respectively in this plant
[50, 51]. Similarly, the review of phytochemical screening realized by Hamad et al. [52] revealed the presence of
unsaturated sterols and/or triterpenes, carbohydrates, flavonoids and tannins in P. lentiscus. Anthocyanins have
been reported from some Pistacia species [53–55]. Cyanidin-3-O-glucoside and delphinidin-3-O-glucoside (63)
have been detected in P. lentiscus berries and leaves [27, 50].

Plant phenols represent one of the major groups of compounds acting as primary antioxidants or free radical
terminators. Thus, it was reasonable to determine their total amount in the selected plant extracts [56]. The results
of these phytochemicals obtained in the present study, especially those of flavonoids and phenolic content, was
shown to be higher than that found in some studies, the phenolic contents in berries were of 103.342 ± 2.317 mg
GAE/g and 414.9 ± 3.0 mg GAE/g, respectively found by Zitouni et al. [33] and Boutsari et al. [57]. Another
recent study by Arab et al. [45] reported an abundance of phenolic compounds in fruits of P. lentiscus (61.34%).
In comparison with others authors, Zitouni et al. [33] found that the flavonoid content was 4.696 ± 0.329 (mg
CE/g DM) in berries of P. lentiscus. Author work reported that the total phenolic and flavonoid content in fruits
extract of P. lentiscuswere (205.79 ± 6.51 mg CatE/gE and 6.28 ± 1.04 mg RutE/gE), respectively [32]. The
results of this study shown the higher total phenolic compounds content of P. lentiscus berries than cranberry
berries from Canada [58]. The Total phenolic compound values of methanolic extracts of three berry fruits
(blueberry, blackberry, and strawberry) growing in Nanjing, China, were found to be 9.44, 5.58, and 2.72 mg
gallic acid/g DW, respectively [59]. These differences in total phenolic contents could be due to genotypic
and environmental variations (climate, location, temperature, fertility and diseases) within species, plant part
tested, harvesting time and extraction procedure [60]. The presence of phenolic compounds account for the
majority of antioxidant activity in plants. Flavonoids, including flavones, flavanols and condensed tannins, are
plant secondary metabolites, the antioxidant activity of which depends on the presence of free OH groups,
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especially 3-OH. Plant flavonoids have antioxidant activity in vitro and also act as antioxidants in vivo [61, 62].
The presence of phenolic compounds account for the majority of antioxidant activity in plants, in which the
antioxidant properties are mainly because of their redox potential, which allow them to act as reducing agents,
hydrogen donators, metal chelators and singlet oxygen quenchers [63]. Flavonoids exhibit a variety of biological
activities both in vitro and in vivo [64]. The flavonoids content reported in our study for P. lentiscus berries
were higher than that reported in previous studies for other berries (cranberry) [58, 65]. The Total flavonoids
content values of blueberry, blackberry and strawberry were found to be 24.38, 3.99 and 1.16 mg catechin/g DW,
respectively [59]. The type and variety of berries plants may account for differences in the results obtained as
well as possible variations in the extraction conditions and type used, Geographic origin of plants, genotypes
considered, environmental conditions (soil, climate) and maturity stage at harvest of plants berries. It is reported
in literature that flavonoids show considerable antioxidant action on human health and fitness and act either
through scavenging or chelating processes [66].

Several methods are available to measure the antioxidant activity of food and biological systems [67]. Due
to the presence of different bioactive components with antioxidative potential in the berries extracts of P. lentis-
cus, three complementary methods (DPPH, ABTS radical scavenging activity and reducing power) have been
used to investigate sample extract antioxidant activity. The improved ABTS method has been widely used
to evaluate the total antioxidant capacities of both aqueous and lipophilic systems in vitro, while the DPPH
method has been used for evaluating the scavenging activities of antioxidants in lipophilic systems [68]. The
DPPH is a stable free radical, which has been widely used as a tool for estimating free radical scavenging
activities of antioxidants [48]. Our results suggested that different concentration have different activities and
maximum activity was observed at 100 mg/l concentration. The observed antioxidant of extracts may be due
to the neutralization of free radicals (DPPH), either transfer of hydrogen atom or by transfer of an electron
[69]. This significant scavenging ability in the above berries extract could be attributed to the presence of active
phytoconstituents in them and their high content of phenols and flavonoids. Phytochemical studies indicated
the presence of copious amounts of flavonoids, tannins and phenolics in the extracts of P. lentiscus, which
could be responsible for the observed activity [51]. Zitouni et al. [33] reported that Tannins roots and fruits of
P. lentiscus exhibited also high activity with EC50 of 0.090 ± 0.011 mg/ml and 0.099 ± 0.019 mg/ml. Belyagoubi-
Benhammou et al. [70] reported that the results from various free radical scavenging systems revealed that
the fruits of P. atlantica plant had significant antioxidant activity and free radical scavenging activity and
the EC50 values of the DPPH radical scavenging activity of the ethyl acetate fraction found to be (14.64 mg
Antioxidant/g DPPH) and (49.21 mg/g) for the butanolic extract. Flavonoids and phenolic acids are the most
important groups of secondary metabolites and bioactive compounds in plants [27]. Some researchers have inves-
tigated the relationship between antioxidant activity and polyphenol content [71–74]. Polyphenol compounds
are reported to be a good source of natural antioxidants [75]. The rich flavonoid plants could be a good antiox-
idant source that would help increase the overall antioxidant capacity of an organism and guard it against lipid
peroxidation [76].

The presence of specific chemical compounds in the extract of P. lentiscus may inhibit the potassium persulfate
activity and hence reduced the production of ABTS. Several other authors noted that there is a correlation
between total phenolic content and ABTS scavenging activity of the plants extracts [77–78]. Previous studies
[53, 79, 80], showed that greater antioxidant potential of several Pistacia species extract could be related to the
nature of phenolic compounds and their hydrogen ability. Cherbal et al. [81] reported that a strong correlation
exists between the total phenolic content and the antioxidant properties of P. lentiscus extract, indicating that the
phenol compounds play an important role in the beneficial effects of these medicinal plant. Plants containing
flavonoids have been reported to possess strong antioxidant activities [82]. Higher total phenol and flavonoid
contents lead to better radical scavenging activity [83]. Phenolic compounds and flavonoids have been reported to
be associated with antioxidant action in biological systems, mainly due to their red-ox properties, which can play
an important role in absorbing and neutralizing free radicals, quenching singlet and triplet oxygen, or decomposing
peroxides [84].
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The reducing capacity of a compound may serve as a significant indicator of its potential antioxidant activity. It
was found that in general, the reducing power of the berries ethanolic extract was higher than that of the standard
BHT, giving an indication in the potential higher antioxidant activity of the extract. Earlier study revealed the
antioxidant activity of reduction power of P. atlantica fruit extract with an IC50 of 0.13 ± 0.001 mg/ml [70]. Also
in another recent study conducted by Zitouni et al. [33] reported that the IC50 of P. lentiscus fruit metnanolic
extract was 0.666 ± 0.035 mg/ml. Our results are in agreement with those of Atmani et al. [51], Djidel et al.
[85] and Atmani et al. [86], which showed that P. lentiscus exhibited a great reducing power. Benhammou et al.
[87] noted that the both extracts of P. lentiscus and P. atlantica leaves were characterized by a high reduction
power. Reducing power may be due to the presence of polyphenols, which can donate electrons and scavenge
free radicals by converting them into more stable products and can terminate the radical chain reaction [88]. The
reducing power of the extract is an indicator of its antioxidant properties [89].

5. Conclusion

The phytochemical tests performed on the berries of P. lentiscus shows the presence of phenolic compounds,
flavonoids, anthocyanins, leucoanthocyanins, phlobotannins, tanins, saponins, terpenoids, proteins and mucilage
while alkaloids, quinones and carotenoids are absents. The present study revealed that the P. lentiscus berries
extract was found to contain a high amount of total phenols, flavonoids. In the present study, we concluded that
the ethanolic extract of P. lentiscus is a potential source of natural antioxidants to react against free radicals such
as DPPH, ABTS and reduction power. This activity of the extract may be due to the total polyphenolic contents
present in it. The phytochemical profile results showed that the plant extract has molecules with high potential
for the development of new drugs with application in the treatment and prevention of various diseases. On the
whole, it is interesting to note that the studied plants have, in fact, properties that may suggest applications in
pharmaceutical industry and food. Our results also suggest that inclusion of antioxidant rich extract of P. lentiscus
as a dietary supplementary has beneficial effects for human health. The data of the current work appear useful for
further research aiming to chemically identify the specific compounds responsible for the antioxidant activities
of P. lentiscus, further works are necessary to explore this medicinal plant in terms of isolation of this compound.
In vivo antioxidant activity, anti-inflammatory activity and anticancer activity studies are also necessary.
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A B S T R A C T

Pistacia lentiscus is one of the medicinal plants that is traditionally used to cure several diseases such as asthma or
burns. The present work focuses on the application of the ultrasound as pretreatment to extract essential oil from
the ripe berries of this plant using the hydrodistillation process. The objective of this study was to extract
essential oil from the ripe berries of this plant and optimize the extraction parameters using the Response Surface
Methodology (RSM). Design Expert 9.0.6 was used to design the experiments based on the Box-Behnken Design
with three parameters, namely extraction time, ultrasonic power and plant material to water ratio. The ranges of
the examined independent variables (factors), i.e. the extraction time (30.60–90 h), ultrasonic power (20–60W)
and plant material to water ratio of (1:4–1:12 g dry berries per ml water) were identified by preliminary ex-
periments. The antioxidant activity of the essential oil of P. lentiscus ripe berries was measured by different
chemical assays: 2, 2- diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2, 2′-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS) radical scavenging activity and reducing power. The butylated hydroxytoluene (BHT) was used as po-
sitive control. The experimental data obtained from a 17 run experiment were fitted to a second-order poly-
nomial equation. The optimal conditions were determined by the 3D response surface and the contour plots
derived from the models. Results showed that the extraction time, the ultrasonic power and the plant material to
water ratio have significant effect (p < 0.001) on the yield extraction of the essential oil. The optimum ex-
traction conditions were found to be extraction time of 60min, ultrasonic power of 60W and solid-liquid ratio of
1 g: 12ml. Under the optimized conditions, the maximum value of essential oil recovery relative to the initial
mass of ripe berries powder was 0.66 ± 0.03%. The antioxidant activity of the essential oil evaluated by the
scavenging activity of free radicals DPPH (%), ABTS (%+) and reduction power showed a moderate efficiency
with IC50= 571.22 ± 1.40mg/l, 528.87 ± 1.65mg/l and 244.24 ± 0.41mg/l, respectively. The essential oil
of P. lentiscus ripe berries can provide good alternatives to the synthetic antioxidants, to reduce the application of
synthetic compounds as antioxidants because of their potential negative health effects and as a result of con-
sumer demand for healthy products.

1. Introduction

The medicinal uses of the plants are attributed by the plant’s sec-
ondary metabolites and are unique resources for pharmaceuticals, food
additives and fine chemicals (Zhao et al., 2005). Recently, there has
been a considerable interest in finding natural antioxidants from plant
materials to replace synthetic ones. Data from different scientific re-
searches show that plants contain a large variety of substances that
possess an interest antioxidant activity (Galketiya et al., 2017; Khan
et al., 2017). P. lentiscus, commonly known as “Darw” belonging to the

Anacardiaceae family grows very well in many regions in Algeria. In
Algeria, the tree is widespread in forests alone or associated with other
tree species such as terebinth, olives and carob, in all coastal areas up to
700m above sea level or in seaside stony areas (Yildirim, 2012). The
fruit is a drupe of 0.5 cm in diameter approximately, initially red, but
becoming shiny black on maturity. It has been used since ancient times
as an ingredient to aromatize olives and vinegar (Wyllie et al., 1990).
The fruit, galls, resin and leaves of the P. lentiscus have a long tradition
in folk medicine dating from the time of the ancient Egyptians and
Greeks (Pellecuer et al., 1980). P. lentiscus is currently generating real
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interest regarding its use as a medicinal plant in Algeria. The oil of P.
lentiscus berries has a vital interest in Algerian populations; it is used in
traditional medicine for the treatment of respiratory disorders such as
asthma, and to treat stomach aches, dermal burns, lombalgies and
varicose veins. The mature fruits are incorporated in some culinary
preparations. It has proved scientifically, in a previous study, that this
oil stimulates the cicatrizing process in rabbit model (Djerrou et al.,
2010). Several studies have also reported that essential oil from aerial
parts of P. lentiscus possesses appreciable biological properties such as
antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial (Hafse et al., 2017;
Medjkane et al., 2016), antifungal (Barra et al., 2007; Kordali et al.,
2003), antiatherogenic activities (Dedoussis et al., 2004), herbicidal
(Amri et al., 2012), hepatoprotective and antidiabetic effects (Mehenni
et al., 2016). The antioxidant activity of leaf essential oil of P. lentiscus
has been widely investigated (Hamiani et al., 2016; Bachrouch et al.,
2013). Conversely, few studies relative to the antioxidant activity of
fruit essential oil of P. lentiscus have been reported (Aouinti et al.,
2014). The extraction of essential oils from plants has been the subject
of great research interest due to their potential uses in a variety of
applications, including food preservatives, pharmaceutical medicines,
and cosmetics. Essential oils derived from aromatic plants have many
biological activities, they exhibit antioxidant, antibacterial, antifungal,
insecticidal, antinflamotory and allelophatic activity, several researches
have proved these activities (Tavallali et al., 2017; Stappen et al., 2015;
Ayvaz et al., 2010; Azirak and Karaman, 2008). However, the content
of essential oil in raw plant material is low and rarely exceeds a few
percent. For this reason, a method of extraction that allows the isolation
of possibly the whole content of oil from the raw materials without
changing its composition is being sought (Kowalski and Wawrzykowski,
2009). Several methods are used to extract essential oils from medicinal
plants such as; steam distillation, hydrodistillation, percolation, mi-
crowave-assisted extraction, supercritical fluid extraction and ultra-
sound-assisted extraction. Ultrasound-assisted extraction (UAE) has
been recognized for potential industrial application in the phyto-phar-
maceutical extraction industry for a wide range of herbal extracts
(Salehan et al., 2016). Today, ultrasound assisted extraction method,
due to its higher efficiency and lower energy and water consumption,
has become an appropriate alternative to the conventional extraction
methods and an approved method in processing plant substances,
especially compounds with low molecular weight (Rodrigues and
Gustavo, 2007) and this additive effect of ultrasound waves in the rate
of extracting plant substances are related to the breaking cells and re-
leasing their contents to the extraction environment (Lingyun et al.,
2007). The sono-assisted extraction has been applied by several re-
searchers to improve the extraction yield and shorten the extraction
time (Hashemi et al., 2016; Morsy, 2015; Pingret et al., 2014; Sereshti
et al., 2012; Périno-Issartier et al., 2013; Kowalski and Wawrzykowski,
2009). The aim of an extraction process should be to provide for the
maximum yield of substances and of the highest quality which consist
of high concentration of target compounds and antioxidant power of
the extracts (Spingo and Faveri, 2009). In any extraction method, the
extraction parameters have significant effects on the extract yields.
There are two most commonly used optimization studies, the classical
single factor experiments and the response-surface methodology (RSM).
The optimization of extraction parameters is generally carried out with
a classical optimization technique in which one variable is changed at a
time while the other variables are kept constant (Kannan et al., 2004).
The use of the single factor experiments, despite being having some
drawbacks, such as time-consuming, expensive, possible interaction
effects between variables cannot be evaluated and misleading conclu-
sions may be drawn, also this classical optimization requires a large
amount of material (Bas and Boyaci, 2007; Bezerra et al., 2008). The
experimental design can be used for optimizing operational conditions
for the multivariable system (Montgomery, 2001) and the interaction
between variables would be considered too (Khajvand et al., 2011). The
number of experiment’s runs would be reduced by statistical design of

experiments (Khajvand et al., 2011; Lu et al., 2009). RSM has important
applications in the design, analysis and optimization of existing pro-
ducts and unit operations, its use decreasing thus the volume of ex-
periments, reagents, time, financial input, energy, among others
(Montgomery, 2009). In recent years, RSM has been extensively applied
for the optimization of multiple variables in many bioprocesses and
showed satisfactory results (Tanyildizi et al., 2005; Tilay et al., 2010), it
is widely used in agriculture, biology, food, chemistry, and other fields
(Velu et al., 2017; Chotphruethipong et al., 2017; Ashengroph et al.,
2013). The main objective of RSM is to simultaneously optimize the
levels of these variables, determine the optimum operational conditions
to obtain the desirable response (Bezerra et al., 2008). Box-Behnken
design (BBD) is one of the most common RSM tools, which has been
widely used by researchers for optimization of experimental trials. It is
more efficient to conduct experiments using a BBD over traditional
methods because it simplifies the complexity of the experimental trials
needed to evaluate multiple variables and their interactions (Wang
et al., 2014). Response surface methodology (RSM) has been widely
investigated to analyze and optimize parameters influencing the Ul-
trasound assisted extraction (UAE) yield or extract profiles of bioactive
components of plants (Fuad et al., 2016; Kong et al., 2014; Hemwimol
et al., 2006; Alzorqi et al., 2017; Liu et al., 2015; Jennan et al., 2015).
To the best of our knowledge, until date no studies have been reported
the application of RSM to the extraction yield of essential oil from P.
lentiscus berries using ultrasound as pretreatment. A Box–Behnken
central composite design (CCD) was employed to study the influence of
extraction time, ultrasonic power and plant material to water ratio on
the extraction yield of essential oil from P. lentiscus ripe berries and to
optimize the extraction conditions. The antioxidant activity of essential
oil was also investigated.

2. Material and methods

2.1. Plant material

The ripe (black) berries of P. lentiscus were collected from natural
stands in December 2014 in Bouira region, Algeria. The plant material
identification was carried out according to the new flora of Algeria
(Quezel et Santa, 1963). The P. lentiscus ripe berries were dried at room
temperature. After drying, the aerial part was ground with a coffee
grinder to obtain a fine powder and stored in paper bags at 4 °C until
their use.

2.2. Ultrasound assisted extraction (UAE) of essential oil

About 100 g of the powdered sample was weighed and placed in a 4
flasks, each one containing 25 g of plant and mixed with 20ml of dis-
tilled water. The mixture was subjected to ultrasonic radiation using
ultrasound bath (Transonic TI-H Fisher bioblock), following different
power (20, 40, 60W), constant frequency 25 kHz and temperature of
25 °C at 15min was used. Ultrasonic pretreatment was used as a pre-
liminary extraction step in the extraction process of essential oil from P.
lentiscus ripe berries. After ultrasonic pretreatment, the mixture trans-
ferred to round-bottom flask containing different volumes of water, the
extraction was carried out using three ratio of plant material to water of
(1:4,1:8 and 1:12), the flask was set in a Clevenger apparatus where the
hydro distillation was carried out at 100 °C for (60, 90 and 120min).
Finally, to remove water, the extracted essential oils were dried over
anhydrous sodium sulfate (Na2SO4), weighed and stored in amber vials
at 4 °C until they were used for analysis. Data of the oil volumes
achieved were re-calculated with regard to the initial weight of P.
lentiscus herb subjected to the distillation process. All experiments were
done in triplicates and results were expressed on the basis of dry matter
weight.
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2.3. Experimental design for response surface methodology (RSM) and
statistical analysis

Response surface methodology (RSM) was applied to optimize the
process variables which influence extraction yield, three variables were
chosen: extraction time A (30, 60 and 90min), the ultrasonic power B
(20, 40 and 60W) and solid liquid ratio C (1:4, 1:8 and 1:12 g: ml) to
achieve the highest extraction yield of essential oil from P. lentiscus ripe
berries. The extraction conditions of P. lentiscus berries were optimized
using a Box-Behnken Design (BBD) (Ferreira et al., 2007). From pre-
liminary experiments the range for each independent variable was se-
lected. Each parameter was tested at three levels coded as (–1) for lower
level, (+1) for higher level, and a central coded value considered as
zero (0) as it is depicted in Table 1. A central composite design (CCD)
with axial points was used for designing the experimental data. This
generated 17 treatments with 5 replications at the center points (0, 0, 0)
to estimate the pure error. The dependent variable chosen as response
was extraction yield (Y, %). The coded and uncoded levels of different
process variables used for optimization are indicated in Table 1.

A second-order polynomial equation was used to fit the experi-
mental data of the studied variables. The generalized second-order
polynomial model used in the response surface analysis is shown in Eq.
(1):

Y= b0+b1X1+b2X2+b3X3+ b11X1
2+ b22X2

2+ b33X3
2+ b12X1X2

+ b13X1X3+ b23X2X3 (1)

Where Y is the response (extraction yield) and b0, b12…b23, are con-
stant coefficients of intercept, linear, quadratic, and interaction terms.
X1–X3 are coded independent variables. Design Expert software (ver-
sion 9.0.6.2) was used for experimental design analysis and data pro-
cessing. The different operating conditions of the experiments carried
out in this study are presented in Table 2.

2.4. Antioxidant activity

In this study, the antioxidant potential of the essential oil of P.
lentiscus ripe berries was measured by different chemical assays: DPPH
radical scavenging activity, ABTS test and reduction power assay. We
compared the antioxidant capacity of the essential oil with BHT as re-
ference.

2.4.1. DPPH assay
The antiradical activity of essential oil from P. lentiscus ripe berries

was determined using the stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical
(DPPH%) (Hazzit et al., 2009). The essential oils were dissolved in
methanol to obtain various concentrations (50, 100, 200, 500, 1000,
1500 and 2000mg/l). 25 μL of various concentrations of the samples in
methanol were added to 975 μL of methanolic solution containing
DPPH radicals (60 μM) while (BHT) acted as a positive control, the
absorbance of DPPH% radical solution without sample was measured as
blank. All test tubes were incubated in a dark place at room tempera-
ture for 30min. Then the absorbance was measured at 517 nm. All
determinations were carried out in triplicates. The disappearance of

DPPH% was recorded and the percentage of inhibition of the DPPH%
radical by sample is calculated as follows:

Inhibition Percentage= [(Ab –As)/Ab]× 100

Where Ab is the absorbance of blank and As is the absorbance of po-
sitive control or sample. Essential oil concentration providing 50% in-
hibition (IC50) was calculated from the graph plotting inhibition per-
centage against essential oil concentration.

2.4.2. ABTS%+Free radical scavenging activity
The ABTS method is based on the reduction of the green ABTS ra-

dical cation (7.00 mM) that was obtained by its oxidation with equal
volume of potassium persulfate (2.45mM) (Cavar et al., 2008), for
12–16 h at 4 °C in the dark. ABTS%+ solution was diluted with ethanol
to absorbance of 1.00 ± 0.02 at 734 nm. Then, 25 μL of the essential
oil dilutions was mixed with 1ml ABTS+ solution, the absorbance of
reaction mixture was measured after 7min at 734 nm. Tests were car-
ried out in triplicate. ABTS%+ solution was used as blank sample, and
BHT was used as positive control. As for the DPPH assay, ABTS
scavenging ability was expressed as IC50 mg/l. The values of IC50 were
determined as reported above. The inhibition percentage of ABTS ra-
dical was calculated using the following formula:

ABTS scavenging activity (%)= (A0 –A1)/A0×100,

Where A0 is the absorbance of the control, and A1 is the absorbance of
the sample.

2.4.3. Reducing power assay
The reducing power was determined according to the method of

Oyaizu (1986). 0.125ml of different concentrations of tested samples
and BHT at different concentrations were mixed with 2.5ml of sodium
phosphate buffer (0.2 M, pH=6.6), and 2.5 ml of potassium ferricya-
nide (1%). The mixture was incubated at 50 °C for 20min. Then, 2.5ml
of 10% trichloroacetic acid was added to the mixture which was cen-
trifuged for 10min at 1500× g. The upper layer (2.5 ml) was mixed
with 2.5ml of distilled water and 0.5 ml of 0.1% ferric chloride. The
absorbance was measured at 700 nm. Blank absorbance was read by
replacing sample by methanol. BHT was used as a positive control. The
reducing power increases with the increase of absorbance. All de-
terminations were carried out in triplicates. A higher absorbance in-
dicates a higher reducing power. IC50 value mg/l is the effective con-
centration giving an absorbance of 0.5 for reducing power and was
obtained from linear regression analysis.

Table 1
Uncoded and coded independent variables used in RSM design for optimization
studies.

Independent variables Coded levels

−1 0 +1

Extraction time (A, min) 30 60 90
Ultrasonic power (B, w) 20 40 60
Plant material to water ratio (C, g:ml) 1/4 1/8 1/12

Table 2
Experimental points of the Box Benken design and the experimental data.

Run Extraction time
(A)

Ultrasonic
power (B)

Plant material to
water ratio (C)

Extraction yield
(%)

1 −1 0 1 0.52 ± 0.01
2 0 1 1 0.66 ± 0.03
3 0 0 0 0.61 ± 0.01
4 −1 0 −1 0.44 ± 0.02
5 −1 −1 0 0.41 ± 0.01
6 1 1 0 0.64 ± 0.03
7 0 0 0 0.61 ± 0.02
8 1 −1 0 0.58 ± 0.05
9 0 0 0 0.62 ± 0.02
10 −1 1 0 0.55 ± 0.03
11 0 1 −1 0.57 ± 0.04
12 0 −1 1 0.54 ± 0.02
13 0 0 0 0.6 ± 0.04
14 1 0 1 0.63 ± 0.03
15 1 0 −1 0.59 ± 0.02
16 0 −1 −1 0.51 ± 0.01
17 0 0 0 0.61 ± 0.02

Results are given as mean ± standard deviation of three different experiments.
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2.4.4. Statistical analysis
All the data were analyzed and expressed as mean ± standard de-

viation of three separate determinations (n=3). The statistical analysis
was carried out by using Microsoft Excel program.

3. Results and discussion

Coded experiments, response obtained for each run of the central
composite design, effect of extraction time (A), ultrasonic power (B)
and plant material to water ratio (C) on the experimental value for yield
of essential oil extraction (response) were studied. The experimental
values for response (extraction yield %) under different combinations of
extraction conditions were shown in Table 2. The response varied
widely as a function of parameter settings of the experiments (from
0.41 ± 0.01–0.66 ± 0.01% (v/w) (g of absolute per 100 g of plant dry
matter). Experiment number 2 had the highest yield of essential oil,
whereas the lowest yield was found in experiment number 5. The re-
sults obtained following the experimental design are grouped in
Table 3.

3.1. Fitting the response surface model

Response surface methodology approach was used to determine the
optimum extraction process parameters that yield higher essential oil
from P. lentiscus ripe berries. The response variable could be expressed
in terms of uncoded levels according to the quadratic polynomial
equation as follows:

Y= 0.61+ 0.065*A+0.048*B+0.030*C− 0.020*AB− 0.01*AC+
0.015*BC− 0.044A2− 0.019*B2− 0.019*C2 (2)

Where Y extraction yield of P. lentiscus berries essential oil (expressed in
g per 100 g of dry weight) (%), A extraction time (min); B ultrasonic
power (W); C plant material to water ratio (g: ml).

The sign and magnitude of the coefficients allows interpreting the
effect of the variable on the response. The negative sign of coefficient
indicates that when the level of the variable increases the response
decreases, while the positive sign indicates an increase in the response.
The quadratic model indicated that the linear variables A–C and BC
demonstrated positive effects on the extraction yield, whereas the, the
quadratic variables A2, B2, C2 and the variable interactions AB, AC,
showed negative effects.

3.2. Analysis of variance (ANOVA) evaluation

From the P value of each model term, it could be concluded that the

independent variables studied; linear effects of the three variables
(A–C) and the quadratic effect of extraction time (A2) appear to be
highly significant. The quadratic effects of the ultrasonic power (B2),
and plant material to water ratio (C2), the variable interactions AB, AC
and BC were also significant but less important than the linear ones. It
could be seen from Table 3 that the P value of extraction yield for lack-
of-fit were (P > 0.05).

Results on this study shows that the coefficient of determination R2

was 0.9956 for the regressed model predicting the extraction yield, This
implies that the sample variation of 99.56% could be attributed to the
independent variables and the model did not explain only 0.44% of the
total variations, thus ensuring a close agreement of the fitting of the
regression models to the experimental data. A high R2 indicates that the
variation could be accounted by the data satisfactorily for fitting the
model. The predicted model seemed to reasonably represent the ob-
served values. Thus, the response was sufficiently explained by the
model. R2 is not considered as the main point to imply the accuracy of
the model, because in addition of the variable to the model will increase
the value of R2. Due to this matter, adj-R2 is more appropriate to
evaluate the model if its value is more than 90% (Tan et al., 2012). The
adjusted R2 was a corrected value for R2 after elimination of the un-
necessary model terms. If there were many non-significant terms have
been included in the model, the adjusted R2 would be remarkably
smaller than the R2 (Chan et al., 2009). In our study, the adjusted R2

was very close to their corresponding R2 value (0.9899). This value
indicates a high degree of correlation between observed and predicted
data. High values of adjusted R2 also advocated significance of the
model for response. Result for Pre R2 shows value of 0.9834. All those
data obtained will strengthen the accuracy of the model. The model F-
value, 174.80, implied that the model was significant. The model’s p-
value of < 0.0001 was less than 0.05 implying that the model is sig-
nificant.

Lack of fit was also given in Table 3. The “fitness” of the model was
investigated through the lack-of-fit test (P > 0.05), which indicated
the suitability of models to accurately predict the variation (Prasad
et al., 2011). Lack-of-fit is measuring how well the models fit the data.
Base on the result in Table 3, it showed that the lack of fit with p-value
(0.8660) is higher than 0.05 (non-significant), suggesting that the
predicted model reasonably represent the observed values, meaning
that this model was sufficiently accurate predicting the relevant re-
sponse. Thus the response was sufficiently explained by the model. The
coefficient of variation (CV) describes the extent to which the data are
dispersed (Liyana-Pathirana and Shahidi, 2005). The coefficient of
variation is a measure of residual variation of the data relative to the
size of the mean; the small values of CV give better reproducibility. The

Table 3
Analysis of variance (ANOVA) for the fitted quadratic polynomial model.

Source Regression coefficients Sum of Squares df Mean Square F Value p-value Prob > F

Model 0.61 0.074 9 0.00824 174.80 < 0.0001 Significant
A-Extraction time 0.065 0.034 1 0.034 716.97 < 0.0001
B-Ultrasonic power 0.048 0.018 1 0.018 382.88 < 0.0001
C-Plant material to water ratio 0.030 0.007.2 1 0.0072 152.73 < 0.0001
AB −0.020 0.0016 1 0.0016 33.94 0.0006
AC −0.01 0.0004 1 0.0004 8.48 0.0226
BC 0.015 0.0009 1 0.0009 19.09 0.0033
A2 −0.044 0.008152 1 0.008152 172.91 < 0.0001
B2 −0.019 0.00152 1 0.00152 32.24 0.0008
C2 −0.019 0.00152 1 0.00152 32.24 0.0008
Residual 0.00033 7 0.000047
Lack of Fit 0.00005 3 0.000016 0.24 0.8660 Not significant
Pure Error 0.00028 4 0.00007
Cor Total 0.074 16
Std. Dev. 0.006866 R-Squared 0.9956
Mean 0.57 Adj R-Squared 0.9899
C.V. % 1.21 Pred R-Squared 0.9834
PRESS 0.001238 Adeq Precision 47.474
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coefficient of variation (CV) of less than 10 indicated that the model
was reproducible (Mason et al., 1989). The small CV indicated that the
experimental results were precise and reliable (Table 3).The CV was
found to be 1.21%. The Predicted Residual Sum of Squares (PRESS) for
the model, which is a measure of how a particular model fits each point
in the design, was 0.001238. A smaller value is desired (Palmer and
O’Connell, 2009; Buang et al., 2014), thus the values found in our study
for this model is acceptable. Model measurement for accuracy can be
achieved by adequate signal of “Adeq Precision” more than 4. Adequate
precision measures the signal-to noise ratio. A ratio greater than 4 is
desirable (Myers and Montgomery, 2002). For the proposed models,
this value was 47.474, a very good signal-to-noise ratio. All these sta-
tistical parameters show the reliability of the models (Table 3).

3.3. Adequacy of the second-order polynomial models

The sufficient approximation of the second-order polynomial model
can be checked by comparing experimental value and predicted data by
plotting the relationship between the predicted values and the experi-
mental values of essential oil extraction yield. The comparison of this
values was performed by generating a fitted-line plot for the results
obtained, showing how close it was or how far it deviated from the
fitted line. As shown in Fig. 1, the experimental values were close to a
straight line of the predicted values, there is in agreement between this
values, the determination coefficient R2 for the essential oil yield ex-
traction of P. lentiscus ripe berries was 0.9956, this result indicated that
the response surface model in this study was suitable to be used for
optimization of the hydro-distillation process and was adequate for
predicting the yield of essential oil extraction of P. lentiscus ripe berries.

Data were evaluated with the aim of that the fitted model gives a
qualified (normal) approximation to the actual values and shows a sa-
tisfactory fit. Unless the model shows an adequate fit, proceeding with
the investigation and optimization of the fitted response surface likely
give poor or misleading results (Li et al., 2004). Also, residual (differ-
ence between the observed and the predicted response value) gives
poor or misleading results. In addition, the small residual value in-
dicates that model prediction is accurate. The residuals from the least
squares fit play an important role in judging model adequacy (Myers
and Montgomery, 2002).

3.4. Response surfaces and contour plots analysis

The influence of three independent variables towards extraction
yield of essential oil of P. lentiscus ripe berries was reported through the
significant (p < 0.05) coefficient of the second-order polynomial re-
gression equation. The best way of expressing the effect of any para-
meter on the extraction yield within the experimental space under

investigation was to generate response surface plots of the equation.
The relationship between independent and dependent variables was
graphically represented by 3D response surface and 2D contour plots
generated by the model (Fig. 2). 3D response surfaces curves in Fig. 2
demonstrated the effects of the independent variables and their mutual
interactions on the extraction yield. A three dimensional response
surface graph was plotted indicating the interaction effect of process
variables (extraction time, ultrasonic power and plant material to water
ratio) on the response (extraction yield) (Fig. 2). The contour plot was
constructed to examine the interaction of independent test variables in
the response. Fig. 2 depicts the contour plot of the response surface.
Different shapes of the contour plots indicated different interactions
between the variables, an elliptical contour plot indicated the interac-
tions between the variables were significant while a circular contour
plot means otherwise. The contour exhibited an elliptical nature, in-
dicating the interactive effects between extraction time, ultrasonic
power and plant material to water ratio. In this study, it was found that
increase of extraction time (A), ultrasonic power (B) and plant material
to water ration (C) resulted in an increase of essential oil yield of P.
lentiscus ripe berries.

In this study, extraction yields of essential oil of P. lentiscus berries
increased when the extraction time was raised. This agreed with the
findings of Yingngam and Brantner (2015). The data reported by
Nyabaro Obed et al. (2016) on essential oil extraction from Eucalyptus
grandis leaves by Clevenger distillation showed that essential oil yields
at the shorter distillation times (DT) was low and generally increased
with increasing DT with the maximum yields achieved at 150min. In-
creasing the extraction time gives more time for the heavier and higher
boiling point constituents to diffuse out of the oil pockets in the leaves
thereby increasing the yield significantly. However, reduction of es-
sential oil yields was observed when prolonging the duration of dis-
tillation time beyond 250min (Yingngam and Brantner, 2015), but
Nyabaro Obed et al. (2016) reported that higher duration time
(180min) suffers minimum oil yields. This is due to evaporation of the
oil being collected as a result of inadequate cooling time of the appa-
ratus. The hot apparatus serve as source of heat causing the oil collected
to evaporate. Several studies reported that this loss was probably due to
the fact that hydro-distillation is generally not a closed system like
stream distillation (Gavahian et al., 2012; Wang et al., 2009; Cannon
et al., 2013). Also, it should be expected to avoid the decomposition of
some heat-labile volatile substances during extraction (Zhang et al.,
2012).

From the Fig. 2, it is noted that extraction yield of essential oil from
P. lentiscus rips berries was gradually increasing with increase in the
ultrasonic power. Ultrasonication Assisted Extraction (UAE) involves
ultrasonic effects of acoustic cavitations. Under ultrasonic action solid
and liquid particles are vibrated and accelerated and, because of that

Fig. 1. Experimental extraction yield vs. the predicted extraction yield under optimum extraction conditions.
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solute quickly diffuses out from solid phase to solvent (Cares et al.,
2009). Several probable mechanisms for ultrasonic enhancement of
extraction, such as cell disruption, improved penetration, and enhanced
swelling, capillary effect, and hydration process have been proposed
(Huaneng et al., 2007). As the larger amplitude ultrasonic wave tra-
velled through a liquid medium, more bubbles were created and col-
lapsed (Hemwimol et al., 2006). This agreed with the findings of
Krishnan et al. (2015) which reported that the increase of amplitude
level of sonication resulted in increase of oil yield from the Rice Bran.
Similar results were obtained by Yu et al. (2012) from Pine Wood

essential oil; they reported that increase of ultrasonic power thereby
enhancing the yield of the essential oil. However, when the ultrasonic
power increases to a certain level, the formation of cavitation bubbles
will be unprecedentedly high, which strengthens the energy dissipation
between cavitation bubbles and leads to its insufficient collapse,
causing reduced energy transfer efficiency and essential oil yield. The
Sonication can easily destroy the external glands of plant secretory
structures, therefore facilitating the release of components into the
extraction solvent. Skin of external glands of plant cell wall is very thin
and can be easily destroyed by sonication, and this facilitates release of

Fig. 2. Response surface and contour plots for the effect of independent variables on extraction yield of essential oil from P. lentiscus ripe berries.
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essential oil contents into the extraction solvent, thus resulting in re-
duced extraction time and increased extraction efficiency (Huie, 2002).
Ultrasonic pretreatment has also some implications on cell disintegra-
tion and thus increasing the mass transfer. Cavitation phenomenon is
produced during ultrasonication, in which due to the action of intense
sound waves multiple microbubbles are produced at nucleation sites in
the fluid, and then they grow and subsequently collaps (Damyeha et al.,
2016).

The ratio of plant material to water was also found to have a sig-
nificant effect on the essential oil yield (Fig. 2). The extraction yields of
essential oil increased with increases in this parameter, Our results are
in agreement with earlier reports in literature in cases of hydro-dis-
tillation and steam distillation of essential oil from other plants
(Yingngam and Brantner, 2015; Ammar et al., 2010; Zhang et al.,
2012). During hydro distillation process, the water role is the preven-
tion of the thermal degradation of plant material in the solution and
serves as a support for P. lentiscus essential oil during the evaporation
process. However, the usage of large volume of solvent might lead to
more energy and time being consumed to condense the extraction so-
lution (Jeyaratnam et al., 2016). Peng et al. (2012) reported that the
yield essential oil from Zingiber cassumunar increased to a certain point
(≈0.03 g solid/ml solvent) and subsequently started to drop when the
ratio was further increased. As far as the essential oil present in the
mixture is concerned, increasing the quantity of solvent will increase
the concentration gradient of the interface between Z. cassumunar
particles and the solvent (water). However, when all of the solute inside
Z. cassumunar particles has been extracted, the quantity of solvent no
longer changed the yield of the essential oil. Yingngam and Brantner
(2015) reported that the amount of oil isolated from Fagraea fragrans
Roxb flowers increased at the beginning stage, followed by a stable and
slight decrease when the ratio of water to plant flowers increased
higher than 12ml/g. This was probably due to some volatile compo-
nents being susceptible to hydrolysis under a high proportion of water
(Zhang et al., 2012).

All factors indicated a positive effect on the extraction yield of P.
lentiscus ripe berries essential oil. When the factor curvature is sharper,
the factor effect is more important to the response. It can be seen from
Eq. (2) and Table 4 that all the parameters of extraction had significant
curvature effect. The steep curvature in extraction time, ultrasonic
power and plant material to water ratio behavior demonstrated that the
response of extraction yield of P. lentiscus ripe berries oil g/100 g was
very rapid to these factors. In this manner, the order of positive influ-
ence of the individual terms on the obtained extraction yield response
extraction time, ultrasonic power than plant material to water ratio.

3.5. Optimization of extraction conditions of essential oil from P. lentiscus
ripe berries

According to the results of response surface methodology, the op-
timal conditions to obtain the maximal extraction yield from P. lentiscus
ripe berries 0.66 ± 0.03% were 60min extraction time, ultrasonic
power of 60W and a plant material to water ratio of 1 g: 12 ml.

3.6. Antioxidant activity of essential oil of P. lentiscus ripe berries

3.6.1. DPPH assay
The scavenging activity assayed herein on DPPH radicals is shown

in Table 4. The IC50 values of EO and BHT were estimated at
571.22 ± 1.40 and 28.24 ± 0.20 mg/l respectively, indicating that
the DPPH radicals scavenging activity of BHT was much higher than
that of EO. For EO and BHT, they showed a concentration-dependent
scavenging of the DPPH radicals at some concentrations. There was a
reduction in the concentration of DPPH due to the scavenging effect of
the essential oil and BHT. The DPPH is decolorized by accepting an
electron donated by an antioxidant. The increases in concentration of
antioxidants are linked to increasing the scavenging of DPPH. Aouinti
et al. (2014) reported that the IC50 values of the P. lentiscus essential oils
fruits and leaves from Saidia (Morocco) was 27.65 and 23.79 μg/ml
respectively of fruits and leaves essential oil in the DPPH assay. The
antioxidant activity of the essential oil was generally ascribed to the
terpenes (Hamiani et al., 2016).

3.6.2. ABTS assay
The scavenging activity of EO of P. lentiscus ripe berries and BHT on

ABTS radicals is shown in Table 4. The profile of scavenging activity of
EO on ABTS was similar to the result of the scavenging activity on
DPPH radicals with somewhat differently, the IC50 values on scaven-
ging ABTS radicals 528.87 ± 1.65 and 5.81 ± 0.01mg/ml for EO and
BHT, respectively, the scavenging activity of BHT was significantly
higher than that of EO. A higher ABTS radical-scavenging activity is
associated with a lower IC50 values. Similarly, ABTS radicals scaven-
ging activity of EO and BHT increased dose-dependently at concentra-
tions, which may be attributable to its hydrogen-donating ability. In
this study, the antioxidant activity of P. lentiscus ripe berries essential
oil was less efficient than that of positive control (BHT). As far as our
literature survey could ascertain, ABTS radical scavenging activity of
essential oil obtained from P. lentiscus ripe berries have not been re-
ported to compare our results.

3.6.3. Reducing power assay
Reducing power test is also one of the important mechanisms of

antioxidant activity. Reducing power is to measure the reductive ability
of antioxidant, and it is evaluated by the transformation of Fe 3+ to Fe
Fe2+ in the presence of the sample extracts (Gülçin et al., 2003). The
amount of Fe2+ complex can then be monitored by measuring the ab-
sorbance at 700 nm.

The results for reducing power activity of essential oil of P. lentiscus
fruits berries compared to BHT are reported in Table 1. Although, P.
lentiscus ripe berries EO was less active than the positive control (BHT),
with IC50 of 244.24 ± 0.41 and 64.14 ± 0.14mg/l respectively for
EO and BHT, their reducing power increased with the increasing of the
concentration. Practically, no previous works were found to compare
our results. But many authors have investigated the reduction power of
extract and essential oil of P. lentiscus leavses as Beghlal et al. (2016)
and Djidel et al. (2013) who reported interesting reducing capacity. Our
results shown that the essential oil of P. lentiscus ripe berries possessed a
remarkable reducing capacity; it was more effective than DPPH and
ABTS free radical scavenger assay (Table.4). These antioxidants prop-
erties (DPPH radical-scavenging activity, ABTS radical-scavenging ac-
tivity, reducing power of essential oils are important for food industry
in order to find possible alternatives to synthetic preservatives as BHT
and BHA. In fact, P. lentiscus essential oil provide interesting results in
terms of ability to neutralize free radicals.

4. Conclusion

In the present study, the response surface methodology was used to
investigate the optimum process parameters that could obtain a max-
imum yield of essential oil from P. lentiscus ripe berries during the

Table 4
Antioxidant activity expressed in IC50 (mg/l) of essential oil of P. lentiscus ripe
berries and BHT.

Essential oil/positive
control

IC 50 (mg/l)

DPPH assay ABTS assay Reduction power
assay

P. lentiscus ripe berries
essential oil

571.22 ± 1.40 528.87 ± 1.65 244.24 ± 0.41

BHT 28.24 ± 0.20 5.81 ± 0.01 64.14 ± 0.14

Results are given as mean ± standard deviation of three different experiments.
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hydro distillation process. The use of multivariate optimization was of
paramount importance in order to select the optimal operating condi-
tions of interrelated variables and achieve the best yields in the ex-
traction process. Second order polynomial model was obtained for
predicting extraction yield of essential oil. The quadratic model de-
veloped for the yield of the extracted essential oil demonstrated a good
agreement between the predicted values and actual values
(R2= 0.9956). Analysis of variance has shown that the effects of the
extraction time, ultrasonic power, plant material to water ratio and
their interactions were the major process parameters found to be sig-
nificantly influence the essential oil yield were statistically significant.
The optimal conditions determined were: extraction time of 60min,
Ultrasonic power of 60W, plant material to water ratio of 1 g: 12ml. At
these conditions, the value of extraction yield is (0.66 ± 0.03%, g/
100 g dry mater). This work clearly shows that the extraction of es-
sential oil from P. lentiscus ripe berries can be improved by optimizing
several extraction parameters. The present results also appear to show
that essential oil of P. lentiscus ripe berries has moderate antioxidant
activity, it will be tested for othor biological activities and it will be
done more in vivo studies in the future.
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Résumé : Etude phytochimique des extraits de P. lentiscus (L.). Activité antioxydante, 

antimicrobienne et insecticide. 

 

Les extraits de plantes contiennent une grande variété de composés du métabolisme secondaire 

(substances phénoliques et huiles essentielles) qui ont des capacités antimicrobiennes, antioxydantes et 

insecticides. 

Les huiles essentielles des branches/feuilles, fruits rouges et fruits noirs de Pistacia lentiscus (L.) ont 

été extraites par hydro distillation assistée par ultrasons. La méthodologie des surfaces de réponse 

(MSR) a été utilisée d’une part, pour évaluer les effets des principales variables au cours du processus 

d’extraction des huiles essentielles des différents organes de P. lentiscus (L.) influençant le rendement 

et d’autre part, pour déterminer les conditions optimales d’extraction de l’huile essentielle. Les valeurs 

optimales du rendement obtenues sont de 0.330±0.001% pour les feuilles/branches. Ce rendement est 

atteint pour une durée d’extraction de 90 min en appliquant un prétraitement par ultrasons d’une 

puissance de 60 W et un ratio matériel végétal/eau de 1/8 (g.mL-1). Pour les fruits rouges et fruits noirs 

un rendement optimal de 0.69±0.01% et 0.66±0.03%, respectivement est obtenue pour une durée 

d’extraction de 60 min en appliquant un prétraitement par ultrasons d’une puissance de 60 W et en 

utilisant un ratio matériel végétal/eau de 1/12 (g.mL-1). 

Le criblage phytochimique a mis en évidence les principaux métabolites secondaires (Saponines, tanins 

catéchiques, tanins galliques, phénols totaux, flavonoïdes, protéines, terpenoïdes, composés réducteurs 

et huiles essentielles) se trouvant dans les différents organes de P. lentiscus (L.). 

L’analyse par CG/MS a révélé une richesse de l’huile essentielle des feuilles/branches en monoterpènes 

hydrocarbonés et monoterpènes oxygénés avec des pourcentages respectifs de 46,31% et 42,54%. Par 

contre, l’huile essentielle des fruits rouges et fruits noir est constituée essentiellement de monoterpènes 

hydrocarbonés (88,28% et 84.94%), les sesquiterpènes hydrocarbonés étant présents avec un faible 

taux de (9,20% et 9.63%), respectivement.  

L’huile fixe des fruits de P. lentiscus (L.) analysée par CPG se compose principalement de trois acides 

gras (les acides palmitique, oléique et linoléique) avec des pourcentages de 22.74%, 48.18%, 25.20% 

et 29.59%, 49.70% et 17.38 % respectivement pour l’huile extraite des fruits rouges et des fruits noirs 

La teneur en composés phénoliques des différents extraits des branches, feuilles, fruits rouges et fruits 

noirs de P. lentiscus (L.) varie de 30.03±0.14 à 1351±0.69 mg EAG.g-1 d'extrait. La teneur en 

flavonoïdes varie de 3.82±0.14 à 47.701±0.020 mg Eq Q.g-1 d’extrait. 

L’activité antioxydante a été évaluée par trois méthodes (le test DPPH, ABTS et le test du pouvoir 

réducteur). Les résultats montrent que les extraits des branches, feuilles, fruits rouges et fruits noirs de 

P. lentiscus (L.) présentent un pouvoir antioxydant plus puissant que celui des huiles essentielles. 

L’effet antimicrobien des huiles essentielles et des extraits sur les souches microbiennes testées, se 

révèle très intéressant avec des diamètres des zones d’inhibitions allant de 10.03±0.05 à 23,32 ± 

0,82mm et 10.16±0.76 à 27,03±0.05mm respectivement. 

L’effet insecticide étudié sur le Tribolium castaneum par contact et par inhalation, a révélé un fort 

potentiel biocide. Un taux de mortalités allant de 0.0±0.0 à 96.25± 2.16% pour les huiles essentielles et 

de 0.0±0.0 à 100±0.0 % pour les extraits dans le test par contact. Pour le test d’inhalation, un taux de 

mortalité allant de 41.25±2.16 à 100±0.0% est enregistré pour les huiles essentielles et un taux allant de 

40±3.53 à 96.25±2.16% est obtenu pour les huiles fixes. 

Mots clés : P. lentiscus (L.), rendement, huile essentielle, polyphénols totaux, flavonoïdes, activité 

antioxydante, effet antimicrobien, effet insecticide. 



 

 

Abstract: Phytochemical study of P.lentiscus (L.) extracts. Antioxidant, Antimicrobial and 

Insecticidal activities. 

 

Plant extracts contain a wide variety of secondary metabolic compounds (phenolic substances and 

essential oils) that have antimicrobial, antioxidant and insecticidal abilities. 

 

The essential oils of the branches, leaves, red fruits and black fruits of Pistacia lentiscus (L.) were 

extracted by ultrasonically assisted water distillation. The Response Surface Methodology (MSR) was 

used on the one hand to evaluate the effects of the main variables during the process of extracting 

essential oils from the different parts of P. lentiscus (L.) influencing the yield and on the other hand to 

determine the optimum conditions for extraction of the essential oil. The optimum yield values obtained 

are 0.330 ± 0.001% for leaves / branches. This efficiency is achieved for an extraction time of 90 min 

by applying ultrasonic pre-treatment with a power of 60 W, and a plant / water material ratio of 1/8 

(g.mL-1). For red fruits and black fruits an optimal yield of 0.69 ± 0.01% and 0.66 ± 0.03%, 

respectively, is obtained for an extraction time of 60 min by applying ultrasonic pre-treatment with a 

power of 60W and using a ratio plant material / water 1/12 (g.mL-1). 

 

Phytochemical screening revealed the main secondary metabolites (saponins, catechin tannins, gallic 

tannins, total phenols, flavonoids, proteins, terpenoids, reducing compounds and essential oils) found in 

the various organs of P. lentiscus (L.). 

 

The GC/MS analysis revealed a richness of the essential oil of the leaves/branches in monoperpenes 

hydrocarbon and oxygenated monoterpenes with percentages of 46.31% and 42.54%, respectively. On 

the other hand, the essential oil of the red and black fruits is essentially monocarpene hydrocarbons 

(88.28% and 84.94%), the sesquiterpene hydrocarbons being present with a low rate (9.20% and 

9.63%), respectively. 

 

The fixed oil of P. lentiscus (L.) fruit analyzed by GPC is composed mainly of three fatty acids (palmitic, 

oleic and linoleic acids) with percentages of 22.74%, 48.18%, 25.20% and 29.59%, 49.70 % and 

17.38%, respectively for oil extracted from red fruits and black fruits. 

 

The phenol content of the various extracts of the branches, leaves, red fruits and black fruits of P. 

lentiscus (L.) varies from 30.03 ± 0.14 to 1351 ± 0.69 mg EAG.g-1 extract. The content of flavonoids 

varies from 3.82 ± 0.14 to 47.701 ± 0.020 mg Eq Q.g-1 extract. 

Antioxidant activity was evaluated by three methods (the DPPH test, ABTS and the reductive power 

test). The results show that extracts of the branches, leaves, red fruits and black fruits of P. lentiscus (L.) 

have a stronger antioxidant power than that of essential oils. 

The antimicrobial effect of the essential oils and extracts on the microbial strains tested, reveals very 

interesting with diameters of the zones of inhibition ranging from 10.03 ± 0.05 to 23.32 ± 0.82 mm and 

10.16 ± 0.76 to 27.03 ± 0.05mm, respectively. 

 

The insecticidal effect studied on the Tribolium castaneum by contact and by inhalation, revealed a 

strong biocidal potential. A mortality rate ranging from 0.0 ± 0.0 to 96.25 ± 2.16% for essential oils and 

from 0.0 ± 0.0 to 100 ± 0.0% for extracts in the contact test. For the inhalation test, a mortality rate 

ranging from 41.25 ± 2.16 to 100 ± 0.0% is recorded for essential oils and a rate ranging from 40 ± 3.53 

to 96.25 ± 2.16% is obtained for fixed oils. 

Key words: P. lentiscus (L.), yield, essential oil, total polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, 

antimicrobial effect, insecticidal effect. 

 



 نشاط مضاد للأكسدة ومضاد للميكروبات و. lentiscus istaciaP (.L)كيميائية لمستخلصات نباتية دراسة  :ملخص

 .لحشراتل مضاد

 
التي لديها قدرات ( المواد الفينولية والزيوت الأساسية)المستخلصات النباتية تحتوي على مجموعة واسعة من المركبات الأيضية الثانوية 

 .حشراتلمضادة للأكسدة ول ةمضادة للميكروبات ومضاد

 

عن طريق  Pistacia lentiscus (L.) السوداء من هاكوالحمراء والف هالأوراق، الفواك/ الاغصانتم استخراج الزيوت الأساسية من 

لتقييم آثار المتغيرات الرئيسية خلال عملية ( MSR)دام طريقة استجابة السطح تم استخ. التقطير بمساعدة الموجات فوق الصوتية

من ناحية أخرى لتحديد  و من ناحية المردودالتي تؤثر على  P. lentiscus (L.)استخراج الزيوت الأساسية من الأجزاء المختلفة من 

لأوراق   بالنسبة٪ 0.001±  0.330التي تم الحصول عليها هي  للمردود قيم المثلىال. ساسى الظروف المثلى لاستخراج الزيت الا

 واط 60 بقدرةدقيقة من خلال تطبيق المعالجة بالموجات فوق الصوتية  90 استخلاص في مدة الحصول على هذا المردود تم. الاغصان/

±  0.69الأمثل من  المردودتم الحصول على  السوداء، واكهبالنسبة للفواكه الحمراء والف. (g.mL-1) 1/8 ماء / ة نباتية، ونسبة ماد

 60من خلال تطبيق المعالجة بالموجات فوق الصوتية بقدرة  دقيقة 60وقت استخلاص في  التوالي،على  ٪0.03±   0.66و 0.01٪

 .(g.mL-1) 1/12 ماء /النباتية مادة واستخدام نسبة  طوا

 

،  ةالكلي ت، الفينولا قاليكالسابونين ، التانينات الكاتشين ، التانينات )الثانوية الرئيسية المركبات عن الكيميائي كشف الفحص النباتي 

 P. lentiscusالمختلفة من  الاعضاءالموجودة في ( الفلافونويد ، البروتينات ، التريبونويد ، المركبات المختزلة والزيوت الأساسية

(L.). 

 يةالأكسجين احاديات التربانو يةالهيدروكربون التاربان أحادياتب لاغصان /عن ثراء الزيت العطري للأوراق  GC/MSوكشف تحليل 

 أحادياتأساسًا من  السوداء والفواكه الحمراءيتكون الزيت الأساسي للفواكه  أخرى،من ناحية . ٪ 42.54و  ٪ 46.31مع النسب المئوية 

على  (٪9.63و٪ 9.20) نسبة صغيرةفهي موجودة ب يةالهيدروكربون بانالسيسسكيتاغ ،(٪84.94و ٪88.28) نيةالهيدروكربو التاربان

 .التوالي

 

رئيسي من ثلاثة أحماض دهنية )أحماض  تتكون بشكل GPC عن طريقالتي تم تحليلها  P. lentiscus  (.L)الثابت لفاكهةيتكون الزيت 

على ٪  17.38و  ٪ 49.70 ,٪ 29.59و  ٪25.20و  ٪48.18 ,٪ 22.74 تقدر ب( بنسب مئوية اللينولييكالاولييك و  , البالميتيك

 الحمراء و السوداء.المستخرج من الفواكه  زيتالتوالي لل

يتراوح   P. lentiscus (L.) ل السوداء واكهالحمراء والف فواكهال,الأوراق , للاغصانمحتوى المركبات الفينولية للمستخلصات المختلفة 

±  47.701إلى  0.14±  3.82الفلافونويد من  تتراوح محتوى. مستخلص (mg EAG.g-1) 0.69±  1351إلى  0.14±  30.03من 

0.020 1-mg Eq Q.g مستخلص. 

أظهرت النتائج أن (. واختبار الطاقة الاختزالية DPPH  ABTS ,اختبار )تم تقييم نشاط مضاد الأكسدة من خلال ثلاث طرق 

لها قوة مضادة للأكسدة أقوى من تلك  P. lentiscus (L.)من  السوداء والفواكهوالفواكه الحمراء  قالاغصان، الأورامستخلصات 

 .الخاصة بالزيوت الأساسية

 

مع أقطار مناطق المنع  هاموالمستخلصات على السلالات الميكروبية التي تم اختبارها  ساسيةإن التأثير المضاد للميكروبات للزيوت الا

 .على التوالي 0.05mm±  27.03إلى  0.76±  10.16و  0.82mm±  23.32إلى  0.05±  10.03تتراوح من 

 

إمكانات قوية للمبيد  والاستنشاق،عن طريق الاتصال  Tribolium castaneum الذي تم دراسته على اتالحشر ضدأظهر تأثير 

 ٪0.0±  100إلى  0.0±  0.0للزيوت الأساسية ومن  بالنسبة ٪2.16±  96.25إلى  0.0±  0.0معدل الوفيات يتراوح من . البيولوجي

٪ 0.0±  100إلى  2.16±  41.25تم تسجيل معدل وفيات يتراوح بين  الاستنشاق،بالنسبة لاختبار  للمستخلصات في اختبار الاتصال

 .الثابتة بالنسبة للزيوته تم الحصول علي٪ 2.16±  96.25إلى  3.53±  40للزيوت العطرية ومعدل يتراوح من  بالنسبة

 

الزيت العطري ، البوليفينول الكلي ،فلافونيدات ، نشاط مضاد للأكسدة ، تأثير مضاد ،مردود،  P. lentiscus (L.): الكلمات المفتاحية

 .حشراتلمضاد اللميكروبات ، تأثير 
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