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Introduction général

L’infection microbienne occupe la premiere place dans les pathologies médicales,
causée par des agents pathogenes (bactéries, virus, parasites, champignons), qui peut étre
transmis d’une personne a une autre. De nombreux pays qui ne sont pas suffisamment
équipés pour diagnostiquer cette infection a un stade précoce, ce qui augmente les risques de
propagation (Nicole Jawerth., 2020).

Ces dernicres années, en raison de I’utilisation abusive d’antibiotiques, il y a eu la
propagation de la résistance, avec I’apparition des souches multi résistantes (Gonzélez, 2022).
Ce probléme est en évolution avec des conségquences potentiellement dévastatrices (Doron et
Gorbach, 2008). Depuis leur découverte, les antibiotiques ont été notre principal moyen de
défense; avec I’émergence du phénomene de résistance, ils risquent de devenirs inefficaces et

la société pourrait retrouver les conditions qui prévalaient avant (Céline, 2019).

La problématique de la résistance aux antibiotiques rappelle cependant, qu'il est
important de trouver de nouvelles molécules possédant une activité antimicrobienne, qui
agissent sur des cibles cellulaires différentes de celles visées par les antibiotiques (Brown et
al., 2005). Les plantes peuvent étre une source intéressante de nouveaux COMPOSES
antibiotiques, permettant de faire face a ce probleme mondial majeur (Lev et al., 2000 ;Shah
et al., 2004).

Les plantes médicinales sont considérées comme une source majeure des produits
utilisés en médecine alternative. Le traitement par ces plantes est reconnu pour sa facilité
d’utilisation, son efficacité ainsi que ses bienfaits incontestables. Ainsi on peut se soigner par

les plantes et mettre au service ses propriétés préventives et curatives (Chabrier, 2010).

L’Algérie par sa situation géographique abrite une importante richesse en plantes
aromatiques et médicinales. Elles sont utilisées dans les remedes traditionnels. Parmi elles, se
trouvent Pistacia lentiscus, connu sous le nom de tideukth, darou, communément appelé le
lentisque. C’est une plante originaire du bassin méditerranéen appartenant a la famille des
Anacardiaceae. Elles sont utilisée pour leurs propriétés anti-inflammatoires, antibactériennes
et antifongiques (Lee et al., 2004 ). Son huile végétale est utilisée dans la médecine
traditionnelle pour le traitement des petites blessures, brilures légéres et érythemes. Elle est
employée contre les problémes respiratoires et les ulcéres d’estomac (Bensegueni, 2007 ;

Benabderrahmane et al., 2009).

vl



Introduction général

L'objectif de notre travail vise a confirmer la richesse de cette plante en polyphénols et
a déterminer son activité antimicrobienne vis-a-vis des bactéries a Gram positif, a Gram

négatif et des champignons. Pour cela, notre rapport est constitué de trois parties :

La premiére constitue une synthése bibliographique regroupant les principales
informations sur Pistacia lentiscus, & savoir, sa classification botanique, sa composition

chimique et son utilisation thérapeutique.

La seconde partie de ce travail, concerne le matériel et les méthodes utilisées pour
I’extraction de 1’huile et des composés phénoliques de fruit de P. lentiscus et I’étude de leur
activité antimicrobienne par deux méthodes, celle des disques sur milieu solide et celle de

micro-dilution sur milieu liquide.

La troisieme partie est consacrée a une discussion qui synthétise 1’ensemble des

résultats obtenus. Nous achevons notre travail par une conclusion.

-
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I.Pistacia lentiscus

Description botanique
Le lentiscus vient du latin « lentus » qui signifie visqueux (Botineau, 2015). C’est

un arbuste dioique thermophile, de 1 a 3 métres de haut, a forte odeur résineuse, a écorce

lisse et gris, et a graines comestibles (Figure 1, A). Selon More et White, (2005), P.

lentiscus se caracterise par :

>
>

un écorce : rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps ;

des fruits : sont des baies globuleuses d’environ 5 mm de diamétre, monospermes,
d’abord rouges, puis noirs a la maturité (novembre a janvier) (Figurel, B) ;

des branches : tortueuses et pressees, forment une masse serrée ;

des feuilles : persistantes, composées avec 4 a 10 paires de folioles elliptiques et
lanceolées, elles sont vertes foncées lavées de pourpre ;

des fleurs : ce sont unisexuées d’environ 3 mm de large, les fleurs méles sont
caractérisées par une couleur rouge foncé tandis que les fleurs femelles sont de couleur
vert jaunatre, présentent sous forme de Grappe, et tres aromatique (floraison : mars —
mai) ;

un mastic : c’est un suc résineux nommé mastic qui une fois distillé, fournit une

essence employée en parfumerie.

graines (Abdeldjallil, 2016).

Classification botanique et noms vernaculaires

L’espece P. lentiscus est classée selon Guignard et Dupont, (2004) comme suit :
e Reégne : plantae

e Embranchement : Spermaphyte.

p
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Sou-embranchement : Angiosperme.
Classe : Magnoliopsida.

Sous-classe : Rosidae.

Ordre : Sapindales.

Famille : Anacardiaceae.

Genre : Pistacia.

Espece : P.lentiscus.

Le tableau suivant énumeére les différentes appellations de la plante P.lentiscus.

Tableau I: Noms vernaculaires de P. lentiscus (Garnier et al., 1961, Baba-Aissa, 1999).

Kabyle Tidekth ; Amadagh

Arabe Edharw ; Sareys

Francais  Arbre au mastic ; Pistachier lentisque ; Restringue ; Lentisque d’Espagne
Anglais Mastic ou Mastick Tree

Espagnole Lentisquo, Charneca comun

Allemand Mastix Baum

Italien Lentischio, Sondrio

Répartition géographique

P. lentiscus est une plante médicinale, largement distribué dans les écosystémes de la

région méditerranéenne : en Algérie, en Tunisie, au Maroc, mais aussi en Turquie, en

France, en Espagne, en Italie et en Grece jusqu’aux iles des Caraibes (Khiari et al., 2018).

En Algérie, il s’étend des zones humides aux zones séches, et se trouve dans les forét,

seul ou associé a d'autres especes d'arbres comme le térébinthe, I'olivier et le caroubier, dans

toutes les zones cétiéres ou dans les zones pierreuses du bord de mer (Harrat et al., 2018).
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Figure 2: Distribution de P. lentiscus dans le bassin méditerranéen (Al-Sghir, 2006).

Composition chimique

L'utilisation de P. lentiscus en médecine traditionnelle a conduit les chercheurs a
mener plusieurs études photochimiques pour déterminer les composants actifs de cette
plante. Il a été démontré que P. lentiscus est une plante riche en métabolites secondaires a
savoir, des acides phénoliques, des flavonoides et des anthocyanes (Romani et al., 2002 ;
Vaya et Mahmoud, 2006), des tannins (Arab et al., 2014), des huiles essentielles et
végétales et des terpénoides (Ben Douissa et al., 2005 ; Trabelsi et al., 2012).

Composés phénoliques

Définition
Les composés phénoliques sont une classe principale de métabolites secondaires dans
les plantes (lgor et al., 2016).Ce sont des composés phytochimiques naturels dérivés
principalement de la phénylalanine et moins souvent de la tyrosine (Chia et al., 2012). Ils
posseédent un cycle aromatique portant un ou plusieurs groupes hydroxyles et leurs structures
peuvent aller de celle d'une simple molécule phénolique a celle d'un polymere complexe
(Ozcan et al., 2014). lls se produisent fréquemment dans des états combinés avec du sucre ou
des glycosides et ils ont donc tendance a étre solubles dans I'eau (Husain et al., 2015), ils
jouent un réle important dans la croissance et la reproduction des plantes et en assurant une

protection contre les agents pathogenes (activités antimicrobiennes) (Antonio et al., 2017).
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2 Classification des composes phénoliques

Les composés phénoliques sont un groupe tres diversifié de produits naturels qui se
répartissent en plusieurs classes, se distinguant d'abord par la complexité du squelette de
base, puis parle degré de modification de ce squelette, et en fin par I'éventuelle liaison de
ces moléecules de base a d'autres molécules (Macheix et al., 2005). lls se répartissent en

plusieurs groupes, notamment : les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins.

Tableau Il: Classification des composés phénoliques (Vermerris et Nicholson, 2006).

Structure Classe

Cs Phénols simples

Cs-C1 Acide phénoliques et dérivés

Ce-C2 Acétophénones et acides phénylacétates
Ce-Cs Acides cinnamiques, aldéhydes cinnamiques, alcools cinnamiques
Ce-Cs Coumarines, isocoumarines, et chromons
Cis Chalcones, aurones, dihydrochalcones
Cis Flavanes

Cis Flavones

Cis Flavanones

Cis Flavanonoles

Cis Anthocyanidines

Cis Anthocyanines

Cso Biflavonyles

C6-C1-Cs, Cs-C2-Cs Benzophénones, xanthones, stilbénes

Cs, C10, Cus Quinones

Cis Betacyanines

Lignanes, Néolignanes  Dimeres ou oligomeéres

Lignines Polymeres
Tannins Oligomeres ou polymeres
Phlobaphenes Polymeéres

1.1.4.1.3 Biosynthese

Les polyphénols sont des dérivés non azotés produits a partir de métabolites primaires,
principalement par les deux voies suivantes (Chira et al., 2008):




Chapitre | : Recherches Bibliographigues

« La voie du shikimate, dont la synthese est associée a la formation d'acides aminés
aromatiques (tyrosine et phénylalanine) par désamination et qui produit I'acide cinnamique et

ses dérivés.

« La voie du Phénylalanine pour former des acides phénoliques qui peuvent se condenser en

polyphénols plus complexe.
Huiles végétales

1.1.4.2.1Définition

Les huiles végétales sont des lipides simples, c'est-a-dire des corps 100% gras,
composés d’atome de carbone, d’hydrogéne et d’oxygene qui forment eux méme des
triglycérides. A cela s’ajoutent des insaponifiables qui regroupent tantot des vitamines tantot
des stérols végétaux, des trace d’huile essenticlle aromatique, ou tout cela a la fois (Julien,
2013).Ce sont des corps gras liquides & 15°C ; caractérisées par leur insolubilité dans I’cau et
leur solubilité dans les solvants organiques (éthers, hexane, benzéne) (Mohtadji, 1989 ;
Lecerf, 2011), ces huiles s'extraient naturellement par compression a froid ou a chaud de la

matiere qui les contient (Boukeloua, 2009).

2Classification

D’aprés Guichard (1967), et selon I’utilisation finale des huiles, on distingue :
* Huiles officinales

Ce sont des huiles utilisées a des fins thérapeutiques ou cosmétiques. Ils sont
entierement obtenus par expression a froid. C'est de I'huile vierge qui est pressée pour la

premiére fois.
» Huiles alimentaires

Ces huiles sont destinées a étre utilisees dans le secteur agro-alimentaire et sont
obtenues par pression a froid ou a chaud de graines oléagineuses. Ils peuvent étre raffinés
pour éliminer les pigments, les substances odorantes, les substances inodores et autres

contaminants.

N
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» Huiles industrielles

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

extraction par solvant (hexane).

Composition des huiles végétales et biogénése

Les triglycérides sont largement majoritaires et représentent au moins 95% du poids
des huiles brutes et 98% du poids des huiles raffinées. D’autres constituants naturellement
présents en plus faible quantité, sont dits constituants mineurs (1a5%) et regroupent des
composés dont les structures varient tels que les phospholipides (0.1-0.2%), les stérols, les

tocophérols (vitamine E) (Benammar, 2017) (Tableau 1V).

Les huiles végétales sont principalement des esters d’acides gras et de glycérol, et sont
ainsi insolubles dans 1’eau mais solubles dans les solvants organiques .Les huiles végétales
comestibles contiennent rarement des acides gras a chaines ramifiées, Avec un nombre impair
de carbones, ou des acides gras insaturés dont le nombre de carbone est inférieur a seize ou

supérieur a vingt atomes de carbone (Belkaide, 2013 ).

e Acidesgras

La grande majorité des acides gras végétaux se répartissent en deux groupes : celui des
acides gras saturés et celui de leurs homologues insaturés. Les acides gras peuvent étre
oxydés, cyclisés ou fonctionnalisés. Leur biosynthése intervient par la voie de 1’acétyl-CoA.
L’introduction de fonctionnalisation (oxydation, cyclisation, hydroxylation,...) prend

naissance aprées la mise en place du squelette saturé de I’acide gras.
e Tocophérols

Sont des derives prénylés du benzodihydropyrane. Biosynthétiquement, ils dérivent de la
voie shikimate et mévalonate. Ils sont synthétisés exclusivement dans les végétaux supeérieurs

et les algues.

D’apreés Mann, (1987), la biogénése des huiles végétales s’articulent comme suit :

vl
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Tableau I11 : Différents composes des huiles végétales.
Composé Structure Référence
Acide gras (Andersan et al,

2015).

chaine carbonée

Groupement carboxyle

(Gras) (Acide)
Tocophérol . (Farines al., 1984).
R2 o c; N G CH,
o ’ I ocopherole
R1
S H, Hy H,
R2 ~o 32 CH,
R - T tri I
Stérol (Aguiab et al., 2015).
C
Triglycéride (l)l (Chaib et al., 2013).
H-C O- C R,
I
HC o L R
I
H-C o & Ra
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e Phytostérols

Les phytostérides font partie des lipides végétaux et ils sont des esters d’acides gras et
d’alcool. Leur biosynthese intercéde par la voie de I’acétyl-CoA, a travers le processus
isoprénique, via le squaléne. L’introduction de fonctionnalisation (oxydation, cyclisation,

hydroxylation,...) intervient aprés la mise en place du noyau stérol.

Utilisation traditionnelle et thérapeutique
P. lentiscus est connu pour sa valeur médicinale depuis l'antiquité (Palevitch et

Yaniv, 2000).Plusieurs utilisations thérapeutiques ont été rapportées sur cette espece (tableau

).

Tableau IV : Principales utilisations thérapeutiques traditionnelles de P.lentiscus.

-Agent antiulcéreux. (2018)

Fruits -Soigner les maladies respiratoires, la diarrhée et la Boukeloua, et al.,
pharyngite (2016)

Ecorce -Pour les douleurs intestinales, diabete et diarrhée. Lahsissene et al.,
(2009)

Mastic -Efficace dans le traitement des ulcéres gastriques Yunuset al.,
bénins et des ulceres gastroduodenal. (2003).

Il a été rapporté que P. lentiscus posséde plusieurs activités biologique a savoir
I’activit¢  anti-inflammatoire,  antioxydante,  anticancéreuse,  cardioprotectrice et
neuroprotectrice (Brahmi et al., 2020). Ces activities ont été attribuées a la composition
chimique riche de cette plante en composés actifs comme les polyphénols et/ ou les huiles
vegetales.

Les huiles végetales, notamment celles utilisées pour I'alimentation et la médecine,
sont largement connues pour leur intérét dans la prévention et le traitement de diverses
affections (Bruneton, 1999). Les acides gras indispensables contenus dans certaines huiles

végétales sont indispensables au bon fonctionnement des cellules car ils ne peuvent pas étre
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synthétisés par I'hnomme, du moins pas en quantité suffisante. Cette caractéristique essentielle
associee a leur role vital explique pourquoi leur manque d'apport entraine des symptomes
cliniques et biologiques déficitaires. Les propriétés fondamentales de I'acide linoléique ont
été reconnues chez les animaux des 1929, et chez les humains souffrant de troublesde la
reproduction chez les nourrissons, de maladies rénales et d'anomalies de la reproduction chez
les enfants entre 1944 et 1950 (FAO, 1992). Les tocophérols, communément appelés vitamine
E, sont des antioxydants naturels liposolubles qui s’opposent aux phénoménes oxydatifs,
notamment a I’oxydation des acides gras. Les études menées a ce jour suggerent un effet
protecteur d’une alimentation riche en vitamine E contre le risque des maladies

cardiovasculaires (Bruneton, 1999 ; Iserin, 2001).
I. Activité antimicrobienne

11.2.1 Généralités sur les souches testées

Bactéries

Ce sont des cellules procaryotes dont ’ADN n’est pas entouré par une membrane
nucléaire. Beaucoup de bactéries contiennent des structures circulaires d'ADN extra
chromosomiques appelées plasmides. Il n'y a pas d'autres organites dans le cytoplasme a
I'exception du ribosome, qui est plus petit que celui des cellules eucaryotes. A l'exception
des mycoplasmes, les bactéries sont entourées de parois complexes, selon qu'elles sont a
Gram positif ou a Gram négatif. De nombreuses bactéries possedent des flagelles, des pili, ou
une capsule a I'extérieur de la paroi (Hart et Shears, 1999). La paroi bactérienne a un réle

protecteur, ¢’est la premiere barriere vis-a-vis de toutes les agressions qui I’entourent.
Escherichia coli

C’est un coccobacille, a Gram negatif, mobile, appartient a la famille des
Enterobacteriaceae (Kayser et al., 2005). C’est une bactérie aérobie ou anaérobie facultative,
(Irving et al., 2005). C'est I'espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif. E. coli est
habituellement une bactérie commensale du tube digestif. La majorité des souches de E.
coli sont inoffensives, quelques-unes seulement sont pathogeénes pour I’homme. C’est le cas
des souches d’E. Coli dites entérohémorragiques (ECEH). Ces dernieres provoquent des
diarrhées sanglantes et produisent une puissante toxine a 1’origine du syndrome hémolytique.
Régulierement, des souches d’ECEH sont la cause d’intoxications alimentaires via la

consommation de produits animaux (viande ou produits laitiers) mal cuits ou consommeés




Chapitre | : Recherches Bibliographigues

crus. Les fruits et les Iégumes frais, ayant été en contact avec des ECEH peuvent étre

également a risque (Nauciel et Vildé, 2005).
Pseudomonas aeruginosa

C’est un bacille, mobile a Gram négatif et aérobie stricte de la famille des
Pseudomonadaceae (Irving et al., 2005). P. aeruginosa se caractérise par la pigmentation
bleu-vert de ses colonies (Nauciel et Vildé, 2005). Cette bactérie peut vivre en commensale
dans le tube digestif de I'homme et de divers animaux. Considérée comme une bactérie
pathogéne opportuniste, c'est le germetype des infections hospitalieres ou nosocomiales
(Kayser et al., 2005).

Proteus mirabilis

C’est un bacille a Gram négatif de la famille des Entérobactéries. Elle se retrouve
dans le tube digestif, téguments, et orifices naturels. C’est une bactérie pathogeéne qui peut
provoquer des infections urinaires, ce sont des bactériennes nosocomiales (Bouskraoui et al.,
2017).

Enterobacter cloacae

C’est un bacille a Gram négatif de la famille des Entérobactéries. C’est un germe
saprophyte du tube digestif et des cavités naturelles, qui provoque des infections
nosocomiales (infections urinaires, méningites, etc ...) (Bouskraoui et al., 2017).

Champignons phytopathogénes

C’est les champignons qui sont responsables de nombreuses maladies chez les plantes,
ils sont a 1’origine des maladies cryptogamiques et la cause de pres de la moitié¢ des maladies
connues a ce jour chez les plantes cultivées (Lepoivre, 2003). Aujourd’hui, le nombre
d’espéces fongiques par rapport aux organismes vivants est de 1,5 millions, parmi ces
especes, 10% seulement sont décrites dont 10 000 sont responsables des maladies chez les
vegetaux et parfois méme chez I'Homme et 1’animal (Nasraoui, 2008).Parmi ces
champignons phytopathogenes on trouve Botrytis cinerea, Aspergillus niger, Pennicillium sp,

Alternaria sp, et Fusarium oxysopum.
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11.2 Agents antimicrobiens

Définition
C’est des substances chimiques produites naturellement par des microorganismes ou
synthétisées en laboratoire qui ont la capacité d’inhiber la croissance ou de tuer des

microorganismes.

11.2.3 Agents naturels et activité antimicrobienne

L'une des fonctions incontestées des flavonoides et des polyphénols est leur réle
protecteur contre I'invasion microbienne dans les plantes. Cela signifie non seulement qu'ils
sont présents dans les plantes entant que blocs de construction, mais aussi qu'ils
s'accumulent sous forme de phyto-alexines en réponse a une attaque microbienne
(Harborne et Williams, 2000 ; Peer et Murphy, 2006 ; Orhan et al.,, 2007). Des
flavonoides lipophiles perturbent également les membranes bactériennes (Cowan, 1999).En
effet, plusieurs études ont rapporté I'effet inhibiteur de certains anthocyanes sur les bactéries
(Lev-Yadun et Gould, 2009). Les acides phénoliques se sont révélés efficaces contre les
bactéries a Gram+ (Samy et Gopalakrishnakone, 2008).

Les plantes riches en tanin présentent une activité antimicrobienne en raison de leurs
propriétés astringentes dans le traitement des troubles intestinaux tels que la diarrhée et la
dysenterie (Sharma et al., 2009). L'inhibition de la croissance des bactéries intestinales
Bacteroides fragilis, Clostridium perfringens, Escherichia coli et Enterobacter cloacae

parles tanins peut étre liée a leur grande capacité a lier le fer (Zaidi—Yahiaoui et al., 2008).

L’huile essentielle est un produit naturel couramment utilis¢ dans de nombreuses
applications médicales et a démontré une activité bactéricide, antivirale et fongicide dans des
essais cliniques (Ramsey et al., 2020). En outre, le mécanisme d'action antimicrobien est
facilité par une série de réactions biochimiques au sein de la bactérie qui dépendent du type
de composition chimique de I'huile essentielle (Ramsey et al., 2020). De plus, des études
récent es ont montré que les huiles essentiels sont capables d'inhiber les pompes a efflux
bactériennes, une protéine qui joue un réle important dans la résistance aux antimicrobiens

en empéchant les composés toxiques de pénétrer dans le cytoplasme (Aljaafarietal., 2021).
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1. 1. Matériel

I1. 1. 1. Matériel chimique et appareillage

Dans cette ¢tude, un ensemble d’appareillages et de produits chimiques sont utilisés et qui

sont résumeés dans le tableau V.

TableauV : Appareillages et produits chimiques utiliseés.

Appareillages

Produits chimiques

-Spectrophotomeétre (SPECORD 50)
-Balance de précision(RADWAGQG)
-Bain marie (Memmert)

-Vortex (Neuation)

-Etuve(Ecocell)

-Autoclave (Nuve)
-Rotavapeur(Heidolph)

-Sonicateur (Raypa)

-Soxhlet (Barnstead Electrothermal)
-Disques en papier stériles
-Microplague(VELP)

-Ecouvillons stériles

- Meéthanol (BIOCHEM Chimopharma)
- Ethanol(Honeywell)
- Folin Ciocolteu (BIOCHEM Chemopharma)

- Carbonate de sodium (BIOCHEM Chemopharma)

- Acide galliqgue(SIGMA-ALDRICH, China)

- Quercétine (ALDRICH Chemistry)

- Diméthyle Sulfoxyde (DMSO) (BIOCHEM
Chemopharma)

- Hexane (Sigma-aldich)

- Acétone (Sigma-aldich)

- Tetracycline de 30ug (REF : 9043)

- Antifongique (Flucanozole)

- Sabouraud gélose (Liofichem srl-ITALY)

- Gélose nutritive (HIMEDIA)

- Mueller Hinton (bouillon)

- Mueller Hinton (gélose)

11.1.2. Matériel végétal

Le mateériel végétal utilisé dans notre étude est constitué de fruit de P.lentiscus récolté

au niveau de la forét de Tizi Neftah dans la province d’Amizour de Bejaia, Algeérie, durant le

mois de novembre 2022.
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11.2. Méthodes

Préparation du matériel végétal
La préparation de 1’échantillon de fruit mature noir de P.lentiscus est d'une importance
capitale pour toute analyse fiable. L’échantillon aprés séchage a 1’aire libre, puis dans une
étuve a 40° C pendant 48 heure, il a été soumis a un broyage a I’aide d’un Broyeur électrique

jusqu’a I’obtention d’une pate. Cette derniére a été conservée au frais a 4° jusqu’a utilisation.

Extraction de I’huile de P. lentiscus par Soxhlet
Cette méthode consiste a introduire la plante dans la cartouche en papier filtre, cette
derniere sera placée dans le Soxhlet surmonté d’un réfrigérant. Le solvant condensé,
s’accumule dans un réservoir a siphon, ce qui augmente la durée de contact entre le solvant et
le produit a extraire. Quand le solvant atteint un certain niveau, il amorce le siphon et retourne
dans le ballon en entrainant la substance dissoute (Feknous et al., 2014). Un systeme de
régénération interne du solvant permet de mettre en contact en permanence le végétal avec du

solvant pur (Marrouf et Tremblin, 2009).

Dans cet étude, une masse de 60g de pate a été soumise a une extraction pendant six
heures dans un extracteur de type Soxhlet, en utilisant comme solvant d’extraction 1’hexane
(200 ml) (Figure 5). Aprés évaporation du solvant, sous pression réduite a 1’aide d’un
évaporateur rotatif a 40°C, ’huile obtenue est conservée a une température de —4 °C afin de

I’utiliser ultérieurement.

Extraction des composés phénoliques par ultrasons

Dans cette étude, 100 g de poudre des graines de P. lentiscus dilipidée par Soxhlet, ont
été mélangeée avec 500 ml d’hydro meéthanol a 80 % (rapport 1/5), sous agitation. Ce
mélange aété soumis a une extraction par ultrason a une température ambiante pendant
30min. Les macéras ont été filtrées sous vide. Le filtrat a été en suite évaporé a 40°C a l'aide
d'un évaporateur rotatif jusqu'a obtention d'un poids constant. Le résidu sec obtenu a été
récupéré dans une boite en verre scellee, réfrigeré et stocké a l'abri de la lumiére pour

préserver ses propriétés physico-chimiques.
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Figure 3 : Soxhlet (photo originale).

e Détermination du rendement de I’extraction

Le rendement d’extraction, de I’huile et de I’extrait hydro méthanolique de P. lentiscus, a

été calculé par la formule suivante (Falleh et al., 2008).
Rendement (%) = [(P 1/ Po)] x 100, avec :
P1: Poids de I’extrait apres 1’élimination du solvant

Po: Poids de la poudre avant extraction

Dosage des composés phénoliques

Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Ce dosage est fondé sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présents dans le blanc d’extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteu consiste en une
solution jaune, acide, contenant un complexe polymérique d’ions (hétéropolyacides). En
milieu alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteu oxyde les phénols en ions phénolates et réduit
partiellement ses hétéropolyacides d’ou la formation d’un complexe bleu (Cadmiel
Moldovan et al., 2021).

Dans cette étude, un volume de 20 pl d’extraits a été mélangé avec 100ul du réactif de
Folin, et aprés 5 min d’incubation, 80ul de Na,COgz (7,5 %) ont été additionnés au milieu
réactionnel. Le mélange a été agité et incubé dans 1’étuve a une température de 37°C pendant
30 min. En fin, I’absorbance a été mesurée a 765 nm. La concentration des polyphénols
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totaux a ¢té calculée a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec I’acide gallique et elle a

été exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g ES).

Dosage des flavonoides

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de fruit de P.
lentiscus a été réalisée par la méthode de trichlorure d’aluminium AlCI3 de (Djeridane et al.,
2006). Les flavonoides ont une capacité a former un complexe avec le chlorure d’aluminium

qui donne a la solution une coloration jaunatre.

Dans cette ¢tude, un volume de 100ul d’extrait a été additionné a 100ul de chlorure
d’aluminium, le mélange a été incubé pendant 15 min a température ambiante et a 1’obscurité.
L’absorbance a été lue a 430 nm contre un blanc contenant le méthanol a la place de ’extrait.
Les concentrations des flavonoides ont été déduites a partir de la courbe d’étalonnage établie
avec la quercétine. Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent de la quarcétine par

gramme d’extrait sec (mg EQ /g ES).
Etude de P’activité antimicrobienne des extraits de P. lentiscus

Souches microbiennes
Les germes qu’ont été testés pour déceler I’activité antimicrobienne des extraits de P.

lentiscus, ainsi que leur origine, sont résumés dans le tableau V1.

Revivification des souches
Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétri contenant de
la gélose nutritive. Ces boites ont été incubées pendant 18h-24h & 37 °C pour les bactéries,

alors que pour les champignons, une incubation de 7jours 25°C a été établie.

Préparation de I’inoculum
Pour preparer les suspensions microbiennes, le prélevement de quelques colonies, a
I’aide d’une anse de platine, a été effectué. Ce prelevement a été dissout dans 40 ml d'eau
physiologique puis a été homogénéisé a l'aide d'un vortex. La turbidité des suspensions a été
mesurée & 1’aide d’un densitometre et elle a éte ajustée a 0.5 du standard de Mc Farland (DO
= 0.08 a 0.1 mesurée a une longueur d’onde A = 630 nm), ce qui correspond a 1-2 x 108

UFC/ml (Yala et al., 2016).
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Tableau VI: Origine et type de souches testées.

Souches Gram Origine
| Escherichiacoli ~ Laclinique mere-enfant Aite Mokhtar de |
Pseudomonas aerugenosa Négatif Targa Ouzmmour de Bejaia
Enterobacter cloacae
Protieus mirabilis Neégatif
Staphylococcus epidermidis Positif

— Laboratoire d’Ecologie Microbienne
Botrytis cinerea

Penicillium sp

Fusarium oxysopum

Asperqgillus niger

Alternaria sp

Tests antimicrobiens
A. Test de diffusion sur milieu solide

Des boites de Pétri contenant, le milieu Mueller Hinton (MH) pour les bactéries et le
milieu Sabouraud pour Champignons, ont été ensemencées avec par écouvillonnage. Des
disques, en papier, stériles de 9mm de diameétre ont été ensuite placés sur les milieux géloses.
Puis, un volume de 50uL d’extrait, ou de DMSO, ou de 1’agent antimicrobien synthétique, a
été déposé sur chaque disque. Les boites, ensuite, ont été incubées a I’étuve a 37°C pendant
24h pour les souches bactériennes et pendant 7 jours a 25°C pour les souches fongiques.
L’activit¢ antimicrobienne est obtenue en mesurant le diametre d’inhibition autour des
disques. Chaque expérience a été établie en duplicate et les valeurs ont été exprimeées en
moyenne + écart type. Selon Fertout-Mouri et al., (2016), les résultats sont exprimés selon la
sensibilité des souches vis-a-vis des substances testées : résistant (& < 08 mm), sensible (09 <

@ < 14 mm), trés sensible (15 < @ < 19 mm), extrémement sensible (& > 20 mm).

Dans cette ¢tude, 1’antibiotique utilisé est la Tétracycline (TE 30 pg) pour les bactéries

a Gram négatif et positif, alors que pour les champignons le Fluconazole a été utilisé.
B. Test de micro-dilution sur milieu liquide

La CMI, définie comme la plus faible concentration de I'échantillon qui inhibe la
croissance visible d'un microbe, a été déterminée par la methode de micro-dilution sur

microplaque (Ousmane Niass et al., 2022).Le milieu liquide utilisé est constitué de bouillon
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Mueller Hinton pour bactéries et de bouillon Sabouraud pour champignons. La détermination
de la CMI a été réalisée seulement pour les bactéries et les champignons ayant représenté un

diamétre d’inhibition supérieur a 10 mm.

Dans chaque puits, 160ul de I’extrait (échantillon) ou de DMSO (contréle négatif), ont
été mélangées avec 160 ul de milieux de culture appropriée pour chaque souche. Un blanc
d’extrait a été préparé en parallele, composé de 160ul d’eau physiologique et 160 pl d’extrait.
Ensuite, des dilutions en série ont éte effectuées, pour avoir des concentrations de (32mg/ml,
16mg/ml, 8mg/ml, 4mg/ml, 2mg/ml, 1mg/ml, 0.5mg/ml, 0.25mg/ml). En fin, 40ul de la
suspension microbienne ont été ajoutées au puits, excepté ceux du blanc de I’extrait, ou 40ul
de I’eau physiologique ont été additionnées. Les microplaques ainsi préparées ont été
incubées, a la température optimale de croissance du microorganisme, a 37°C pendant 24 h

pour les bactéries et a 25°C pendant 7 jours pour les champignons.

Les tests ont été réalisés deux fois a raison de 4 puits/échantillon lors de chaque essai
et le pourcentage d’inhibition de la croissance microbienne a été calculé selon 1’équation

suivante :

% d’inhibition= [(Abs contrdle-(Abs échantillon-Abs du blanc)/Abs contrdle] x 100

La concentration minimale inhibitrice de 50% de la population microbienne (ICso) a
été déterminée par un logiciel statistique en utilisant les pourcentages d’inhibitions calculés.

Analyse statistique

Les résultats en été exprimé en Moyennez écart-type. Ces résultats ont été analysés en
utilisant le Graph Pad prism 8par la méthode de « Standard cuve calculations » : pourcentages
d’inhibition en fonction des différentes concentrations des extraits testées. Les valeurs de

CMI et d’ICsp ont été exprimées en mg/ml.

Dans cette étude, notre choix s’est porté sur P. lentiscus qui est une source tres riche en
polyphénols. Elle est largement utilisée dans le bassin méditerranéen pour ses nombreuses

vertus thérapeutiques (Bouyahya et al., 2019, Brahmi et al., 2020).




Chapitre 111: Résultats et discussion

A travers cette étude, I’activité antimicrobienne de I’huile végétale et de 1’extrait
méthanolique des grains de P.lentiscus a été effectuée. Deux différents procédés d’extraction
ont été réalisés ; le premier c’est I’extraction par Soxhlet qui a été réalisée pour extraire
I’huile végétale des grains de P. lentiscus. Le deuxiéme, c’est ’extraction par ultrason qui a
été effectué pour récupérer les molécules bioactifs de type polyphénols de cette plante.
Ensuite, un dosage a éte fait pour la détermination de la teneur des polyphénols totaux et les
flavonoides. En fin, ’activité de ces composés a été testée vis-a-vis les souches microbiennes
suivantes : Escherichia coli, Pseudomonas aerugenosa, Enterobacter cloacae,
Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis, Botrytis cenarea, Alternaria sp, Fusarium
oxysopum, Aspergillus niger.

Extraction et dosage des polyphénols

Rendement de I'extraction
Le rendement représente la masse de l'huile et de I’extrait méthanolique, déterminée
aprés évaporation du solvant, et exprimée en pourcentage par rapport a la masse initiale de la
plante soumise a l'extraction. Le taux d'extraction de fruit de P. lentiscus a été calculé et

répertorié dans le Tableau V11, ci-dessous.

Tableau VI : Rendements et les caractéristiques de I’huile végétale et de I’extrait méthanolique de

fruit de P. lentiscus.

Extrait Aspect Couleur Rendement
Huile végetale Huileux Vert clair 44,171%
Extrait méthanolique Poudre Violet 25,39%

e Rendement de I’huile végétale

L’extraction des huiles végétales des plantes par Soxhlet est une méthode efficace et la
technique la plus actuelle. Son efficacité dépend de plusieurs facteurs tels que la taille
moyenne des particules, le temps d'extraction et l'utilisation de solvants polaires et apolaires
(Danlami et al., 2015). Dans cet méthode d’extraction, I'hexane est le plus utilis¢é comme un
solvant organique (Boukeloua et al., 2012). En effet, I’extraction par Soxhlet est une

méthode simple et convenable permettant de répéter infiniment le cycle d’extraction avec du
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solvant frais jusqu’a 1’épuisement complet du soluté dans la matiére premiére (Penchev,

2010), et elle ne necessite aucune filtration apreés 1‘extraction (Amor, 2008).

Dans cette étude, une extraction du fruit de P. lentiscus par Soxhlet, en utilisant I’hexane
comme solvant d’extraction, a été réalisée. Le rendement obtenu était de 44.17%. Ce
rendement est supérieur a celui de I’huile végétale de fruit de P. lentiscus d’Algérie (ouest de
Skikda) enregistré par Boukeloua et al., (2012), et qui est de 20.25%. Des rendements
inférieurs ont été rapportés par d’autres études ; celle de Dhifi et al., (2013)(35.37%),dont la
plante a été récoltée de Sidi Thabet (Ariana, Tunisie) et celle de Benrokia et al., (2015), (40,5
%), dont P. lentiscus a été traitée par méthodes traditionnelles au niveau de la wilaya de Jijel.

Le rendement de I’huile végétale de P. lentiscus se rapproche de celui de certains fruits
oléagineux, comme l'arachide, I'olive et le tournesol dont le rendement varier de 30 & 45 %
(Benrokia et al., 2015). En effet, et d’aprés Arab et al., (2014), le rendement d’extraction
peut dépendre de plusieurs facteurs, il varie en fonction de 1’origine de la plante, la nature de
ses parties utilisées, la taille des particules, le nombre d'extractions, la période de récolte et la

méthode d’extraction.

e Rendement de I’extrait méthanolique

L’extraction par Ultrasons est largement utilisée ces derniers temps pour ses
avantages, sa capacité a utiliser moins ou pas de solvant organique, sa nature en tant que
méthode d'extraction physique, sa simplicité d'opération, son efficacité d'extraction, sa
capacité a préserver l'activité biologique des composés extraits, moins de dépendance au
temps, et sa capacité a étre mis en ceuvre au niveau industriel, entre autres. Il est nécessaire
d'optimiser le protocole d'extraction pour s'assurer que les meilleurs résultats sont obtenus en
termes de rendements d'extraction et de préservation des activités biologiques (Dzah et al.,
2020).

D'aprés les résultats obtenus dans cette étude, le rendement de I’extrait méthanolique
du fruit de P.lentiscus noté était de 25,39 %. En outre, ce rendement est superieur a celui de
I'extrait éthanolique de fruit de la méme plante récoltée de la méme région et rapporté par
I’étude de Remila et al., (2015) qui est de I’ordre de 3,07%.

D’aprés ces résultats, on peut déduire que I’extraction méthanolique donne un rendement
maximal. Les différences observées entre les taux d’extraction sont dues probablement a

différents facteurs notamment les méthodes d’extraction utilisées, la nature chimique des
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composés (solubilité dans les solvants), la granulométrie, le temps d’extraction, les conditions
de stockage, les différentes parties du végeétal utilisé (feuille et fruit) et la présence de

substances interférentes (Cowan, 1999).
Dosage des composes phénoliques

Les analyses quantitatives des phénols totaux, ont été déterminées a partir de 1’équation
de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée en utilisant I’acide gallique comme
molécule standard (Annexe 1). Les résultats ont été exprimés en mg équivalent d’acide

gallique par gramme de I’extrait brut (mg EAG/g) (Tableau VIII).

La teneur en flavonoides a été déterminée selon la méthode de trichlorure d’aluminium. Les
résultats ont été exprimés au pg équivalent de quercétine par gamme de I’extrait brut (mg
EQ/g), on utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de la
quercétine (Annexe 2). Les résultats du dosage des flavonoides dans les extraits de fruit de P.
lentiscus sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau V111 : Résultats du dosage des flavonoides et des phénols totaux.

Extrait Teneur en Phénols totaux Teneur en flavonoides
(mg E/g) (mg E/g)

Extrait méthanolique | 324,91+26.02 11.07+0.42

Huile végétale Trace Trace

D’apres le tableau VIII, la concentration en phénols totaux de 1’extrait méthanolique de fruit
de P. lentiscus est d’environ 324,91+26.02 mg EAG/g d’extrait, contrairement a 1’extrait
huileux dont les phénols totaux sont insignifiants. En effet, la teneurs de [1’extrait
méthanolique de P. lentiscus en phénols totaux est supérieure a celle des travaux menés par
Remila et al., (2015) et Yemmem et al., (2017) sur les extraits éthanoliques de la méme
partie de la plante et qui sont de 205,97 +6,51 et 41,8 +1,03 mg EGA /g d’extrait,

respectivement.

Ces résultats sont encore meilleurs que ceux obtenus par les travaux de Barbouchi et al.,
(2018), qui ont étudié des extraits méthanoliques des feuilles de P.lentiscus et dont la valeur
en phénols totaux était de 146,08 + 0,67 mg GAE/g d'extrait.
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Concernant la teneur en flavonoides de I’extrait méthanolique de P. lentiscus, qui est
de 11,069 + 0,426 mg EQ/g d’extrait, est largement supérieure a celles trouvées sous forme de
trace dans 1’extrait de I’huile végétale. Ces résultats sont confirmés par Aissatet al., (2022) ,
et qui ont rapportés dans leurs études que 1’extrait méthanolique de P. lentiscus est riche en
composes phénoliques notamment les flavonoides (catéchine, quercétine, naringenine 7-O-

glucoside, naringenine, et taxifoline...etc).

Les résultats obtenus de cette recherche nous laisse suggérer que I’extrait de fruit de P.
lentiscus est plus riche en composés phénoliques qui peuvent englobés plusieurs classes. Une
grande différence a été trouvée en comparant nos résultats de composés phénoliques et de
flavonoides avec ceux d’autres auteurs. Cette différence est expliquée par plusieurs facteurs :
les méthodes d’extraction et les solvants utilisés, la partie utilisée de la plante, la période de

récolte et les facteurs climatiques (Lee et al., 2005).

Par manque de données portant sur les composés phénoliques de 1’huile de P. lentiscus,
nous n’avons pas pu comparer nos résultats avec autres travaux. Par contre, la trés faible
teneur en polyphénols de I’huile de lentisque par rapport a I’extrait méthanolique, est
probablement due, a la polarité du solvant d’extraction et aux propriétés des polyphénols qui
sont généralement solubles dans les solvants polaires (éthanol, méthanol) et les solutions
aqueuses et peu solubles dans les solvants organiques apolaires (chloroforme et hexane)
(Macheix et al., 2005).

Effet antimicrobiens des extraits de fruit de P. lentiscus

Test de diffusion sur milieu solide

Dans la présente étude, le pouvoir antimicrobien des extraits de P. lentiscus a été
étudié. Ce pouvoir a été testé vis-a-vis des bacteries ; Escherichia coli, Pseudomonas
aerugenosa, Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis et sur des
champignons phytopathogenes ; Botrytis cinerea, Penicillium sp, Fusarium oxysopum,
Alternaria sp, Aspergillus niger par la méthode de diffusion sur milieu solide. Actuellement,
cette méthode est la plus connue et la plus utilisée. Elle consiste en I’ensemencement sur un
milieu gélosé (Mueller Hinton), d’une suspension bactérienne, qui peut exprimer 1’activité
antimicrobienne en indiquant directement la zone d’inhibition en millimétre (Plus le diamétre
de la zone d’inhibition est grand plus la souche est sensible, et plus le diametre est petit, plus
la souche est résistante). Les disques ont une capacité d’absorption limitée, il est donc

important de ne pas dépasser cette capacité afin de connaitre le volume exacte déposé. La
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méthode de diffusion est une technique permettant d’avoir une idée préliminaire sur la

capacité d’un extrait & inhiber la croissance microbienne (Couriera, 2017).

L’activité antimicrobienne de 1’huile végétale et I’extrait de P. lentiscus a démontré une
inhibition de croissance des souches cibles par une variation des diametres d’inhibition qui

sont représentés dans le Tableau IX.

Tableau IX: Diamétres de zone d’inhibition de I’huile et de I’extrait méthanolique ainsi que

I’antibiotique de référence(en mm) des souches testées.

| Escherichia coli 16 +0,0 26 + 0,0%*** 30
Pseudomonas aerugenosa 13+0,0 19,5 £ 0,7%*** 35
Enterobacter cloacae 11,5+0,7 19,5 + 0,7**** 32
Proteus mirabilis 235+£0,7%*** 195+0,7 29
Staphylococcus epidermidis 20 £ 0,0%*** 8x0,0 30

Les résultats sont exprimés en moyenne £SD, et les valeurs sont significativement différentes a *P
<0.05, **P <0.01, et ***P <0.001, ****P<0,0001).

Les résultats du test de sensibilité a montré un effet inhibiteur significatif de 1’huile végétale
de P. lentiscus vis-a-vis E. coli (16 = 0,0mm). En effet, I’extrait méthanolique de la méme

plante a exhibé un effet trés hautement significatif (26 + 0,0mm) vis-a-vis la méme souche.

Concernant Pseudaomonas aerugenosa, un diamétre d’inhibition significatif de 1’huile
a été réveéle mais inférieur a celui exprimé par 1’extrait méthanolique, avec des valeurs de 13 +

0,0 et 19.5 £ 0,7 mm, respectivement.

L’huile des graines de P. lentiscus a montré un effet inhibiteur significatif contre
Enterobacter cloacae (11,5 £ 0,7mm). En revanche, un effet hautement significatif
(P<0,0001) de I’extrait méthanolique vis-a-vis de la méme souche a été remarqué (19,5 + 0,7

mm).

Proteus mirabilis est significativement sensible a I’extrait de 1’huile mais trés
hautement sensible a 1’extrait méthanolique de P. lentiscus, avec des diameétres de 23,5 + 0,7et

19,5 + 0,7 mm, respectivement.

o
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Pour Staphylococcus epidermidis, une zone d’inhibition d’un diamétre de® + 0,0 mm a
été motionné, ce qui signifie que cette souche est résistante a I’extrait méthanolique de
lentisque. Cette méme souche demeure trés significativement sensible a 1’extrait de I’huile (20

+ 0,0 mm).

L’antibiotique de référence, Tétracycline, est efficace sur toutes les souches testées ce qui
est dii au faite que cette antibiotique posséde un large spectre d’activité. Les Tétracyclines
inhibent de maniére réversible la synthése des protéines bactériennes en se liant au complexe
ribosomal, empéchant 1’association d’aminoacyl-ARNt avec le ribosome bactérien (Marilyn,
2023).

Plusieurs études ont rapporté I’effet antimicrobien des extraits de différentes parties de
P. lentiscus. L’étude de Debbabi et al., (2017) a résumé un nombre important de travaux
indiquant la forte activité antibactérienne de P. lentiscus vis-a-vis Helicobacter pylori
Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes CECT 935, Staphylococcus aureus,
Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus sp., Enterococcus

faecalis, Mycobacterium aurum, et Mycobacterium smegmatis.

Le diamétre de la zone d’inhibition difféere d’une bactérie a une autre et d’un extrait a
un autre (Ponce et al., 2003). D’apreés nos résultats, ’huile végétale de fruit de P. lentiscus est
plus efficace vis-a-vis des souches bactériennes a Gram positif (S. epidermidis) contrairement
aux bactéries a Gram négatif qui sont plus sensibles a 1’extrait hydro méthanolique. Ceci est
dd a la paroi cellulaire des bactéries a Gram positif constituée par une seule couche alors que
celle des Gram négatif a une structure multicouche liée a une membrane cellulaire externe ce
qui forme une barriere imperméable aux substances qui peuvent pénétrer et inhiber la
croissance bactérienne(Ali-Shtayeh et al., 1998).1l a été signalé aussi par Wen et al., (2003)
que le contact direct des composés phénoliques avec les peptidoglycanes de la paroi des
bactéries a Gram (+) conduit a la perte de leur rigidité ce qui provoque la lyse de ces derniéres

sous la pression osmotique provoquant ainsi 1’altération de leur membrane cellulaire.

Cette variabilité de I'efficacité des extraits de plantes peut aussi dépendre de leur
composition chimique qui peut-étre lié a la polarité des substances biologiquement actives.
Un composé moins polaire comme les flavonoides, sans groupe hydroxyle OH, est plus
efficace que les agents antimicrobiens avec hydroxyle (Cowan, 1999).

L’huile de P. lentiscus a montré une activité antibactérienne significative. Ces résultats

peuvent étre liés a I’effet inhibiteur des acides gras. Dans ce contexte, il a été rapporté que
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I’acide oléique et linoléique, qui sont les majors constituant de I’huile fixe des graines de P.
lentiscus, possédent un potentiel antibactérien puissant (Mezni et al., 2014).

Concernant I’effet antifongique des extraits de P. lentiscus sur milieux solide, les
résultats sont représentés dans le tableau X. L’analyse de ces résultats montre un effet
antifongique significatif de ’extrait de 1’huile vis-a-vis Botrytis cinerea et Penicillium sp,
avec des diameétres del4 + 0,0 et 12 + 0,0 mm, respectivement. Les souches de Fusarium
oxysopum, Alteraria sp et Aspergillus niger n’ont représenté aucune zone d’inhibition, ce qui

indique leur résistance a I’extrait de 1’huile de P.lentiscus.

Tableau X: Diametres de zone d’inhibition de I’huile et de I’extrait méthanolique ainsi que

I’antifongique de référence (en mm) des souches testées.

Botrytis cinerea 14 £ 0,0%*** 2+0,0 0

Penicillium sp 15+0,0 20 + 0,0%*** 20
Fusarium oxysopum 00,0 16,5 + 0,7**** 13
Alternaria sp 0+0,0 21.5 £ 0,7**** 18
Aspergillus niger 0+0,0 20 + 0,0**** 15

Les résultats sont exprimés en moyenne £SD, et les valeurs sont significativement différentes a *P
<0.05, **P <0.01, et ***P <0.001, ****P<0,0001).

A propos de I’extrait hydro méthanolique de P. lentiscus, les résultats ont dévoilé un
effet inhibiteur tres hautement significatif vis-a-vis les souches fongiques testées a I’exception

de Botrytis cinerea qui est résistante a I’effet de cet extrait.

Nos résultats confirment que I’huile végétale et I’extrait hydro méthanolique de P.
lentiscus possede un effet antifongique puissant vis-a-vis Botrytis cineria et penicillium sp
Ces résultats sont comparables a ceux de Debbabi et al., (2017) qui a annoncé un effet
antifongique de I’huile de fruit de P. lentiscus vis-a-vis Penicilium sp (35%). Kordali et al.,
(2003) ; Barra et al., (2007) et El Idrissi et al., (2016) reportant une activité antifongique de
I’huile essentielle du lentisque, respectivement vis-a-vis de Rhizoctonia solani, Fusarium
sambucinum et Candida albicans, mais pas vis-a-vis de Penicillium commune, activité
attribuée a 1’a-terpinéol et au terpinén-4-ol (Kordali et al., 2003). L’activité antifongique de
nos extraits peut étre liée aussi a la capacité largement répandue des flavonoides a inhiber la
germination des spores des agents pathogénes des plantes. Un autre mecanisme par la
préservation en fer est impliqué. De nombreux microbes peuvent surmonter les défenses

vegetales a base de tanins. lls peuvent détoxifier les tanins parla synthese de polymeéres en les
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complexant, ou par la synthese des sidérophores (Debbabi et al., 2017). Ces résultats sont en

faveur de I'utilisation de P. lentiscus dans la lutte biologique contre les champignons phytopathogenes

provoquant des pertes de récoltes importantes et qui influencent sur I’économie et 1’écologie.

Test de micro-dilution sur milieu liquide
Afin de déterminer I’efficacité de nos extraits, on a procédé a la détermination de la CMI
et de I’ICso des extraits. Les résultats des CMI et d’IC 5o des extraits de P.lentiscus vis-a-vis

les souches microbiennes testées sont exprimés dans les tableaux XI.

Tableau X1 : CMI et ICsg des extraits P. lentiscus.

CMI 1Cs0 CMI ICs0

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Escherichia.col 32 12,33 4-8 1,96
|
Pseudomonas / 6,00 2-4 0,95%***
aerugenosa
Enterobacter >32 6,04 2-4 0,78****
Cloacae
Proteus 16 -32 0,15 1-2 0,24
mirabilis
Staphylococcus 4-8 0,28 0,25-1 0,32
epidermidis
Botrytiscinerea 2-4 1,95 4-8 1,20
Penicillium sp 4-8 0,00 8-16 0,00

Les résultats sont exprimés en moyenne +SD, et les valeurs sont significativement différentes a *P
<0.05, **P <0.01, et ***P <0.001, ****P<0,0001).
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Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices ont été déterminées dans une large
gamme de concentration allant de 0,25 a 32 mg/ml. L’extrait le plus actif, avec les
concentrations les plus faibles (0,25-1 mg/ml), est celui de I’extrait méthanolique de P.
lentiscus vis-a-vis Staphylococcus epidermidis suivi par celui de I'huile vegétale de P.

lentiscus contre Botrytis cinerea (2 — 4mg/ml).

D’aprés le tableau XI, la meilleure valeur d’ICsp est celle de I’extrait huileux de P. lentiscus vis-a-vis
de P. mirabilis, et qui est de 0 ,15 mg/ml, suivie de celle de I’extrait méthanolique contre la méme
souche qui est de I’ordre de 0,24 mg/ml. La comparaison des résultats de I’analyse qualitative
(diametres d’inhibition sur milieu solide) et I’analyse quantitative (CMI et ICs) de I’activité
antimicrobienne des extraits de P. lentiscus, a souligné que les souches présentant les plus grandes
zone d’inhibition ne sont pas toujours ceux qui présentent les valeurs de CMI et ICsp les plus basses.
Ces observations suggerent que la taille de la zone d'inhibition ne refléte pas nécessairement
I'efficacité réelle d'un composé antibactérien. Des valeurs d’ICsoélevées ne signifient pas que

tous les extraits testés sont inactifs (Mezni et al., 2014).




Conclusion

L’intérét de 1’étude scientifique du pouvoir thérapeutique des plantes médicinales n’a
cessé d’augmenter durant ces dernieres années, afin de rechercher de nouvelles alternatives
aux drogues chimiques, qui sont sans effets néfastes pour la santé humaine et pour

I’environnement.

Parmi les plantes en cours d'étude, nous trouvons en particulier P.lentiscus, qui est la
plante la plus répandue dans le bassin méditerranéen et qui a été sélectionnée dans le but de

rechercher de nouveaux composés antimicrobiens naturels a intérét thérapeutique.

Le fruit de P. lentiscus, a fait 1’objet d’une étude détaillée, commencant par
l'extraction de son huile végétale avec I’hexane par un extracteur Soxhlet et 1’extraction des
composés phénoliques avec le méthanol par ultrason. Ensuite, le dosage des composés
phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides) présents dans ces extraits a été fait par des
méthodes colorimétriques suivi de I’évaluation de leur activité antimicrobienne, in Vitro. Cet
activité a été évaluée par deux méthodes ; la diffusion sur milieu solide et la méthode de
micro-dilution, vis-a-vis : Escherichia coli, Pseudomonas aerugenosa, Enterobacter cloacae,
Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis et vis-a-vis aussi des champignons
phytopathogéne : Botrytis cinerea, Penicillium sp, Fusarium oxysopum, Alternaria sp,
Aspergillus niger.

Les résultats obtenus nous a permis de mettre en évidence la richesse de fruit de
lentisque en polyphénols et en flavonoides (324,91+26.02 mg EAG/g, 11.07+0.42 mg Eq /g,
respectivement). Ces composés actifs ont attribué a cette plante une activité antimicrobienne
significative. La meilleure activité enregistrée en termes de zone d’inhibition est celle de
I’extrait méthanolique vis-a-vis d’Escherichia coli et qui est de 26 mm. Alors que, en termes
de CMI, I’extrait méthanolique a exhibé la valeur la plus faible de 0,25-1 mg/ml, vis-a-vis
S.epidermidis. En effet, la valeur d’ICso la plus significative (0,24 mg/ml) est celle de I’extrait

huileux de P. lentiscus, contre Proteus mirabilis.

Des etudes complémentaires approfondies sont nécessaires pour mieux comprendre les
molécules impliquées dans 1’activité antimicrobienne de P. lentiscus et les mécanismes par
lesquels ces composés agissent. Ces expertises peuvent étre récapitulées dans les points

suivants :

e Etude de I’activité antimicrobienne d’autres extraits de P. lentiscus

e Etude de I’effet inhibiteur de P. lentiscus vis-a-vis d’autres souches comme les virus




Conclusion

Etude de I’activité antimicrobienne de P. lentiscus in vivo.
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Résumé

Pistacia lentiscus est une plante de la famille des Anacardiaceae, utilisé en médecine
traditionnelle dans le traitement de plusieurs pathologies (inflammatoires, infectieuses, diarrhée, la
pharyngite, et les maladies respiratoires). Cette étude a pour but d’extraire les composés actifs
existants dans 1’huile végétale et 1’extrait méthanolique de fruit de P. lentiscus, déterminer la teneur de
ces extraitsen polyphénols totaux et en flavonoides et d’évaluer I’activité antimicrobienne in vitro via
deux méthodes ; méthode de diffusion sur disque et la micro-dilution, vis-a-vis : Escherichia coli,
Pseudomonas aerugenosa, Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis;
Botrytis cinerea, Penicillium sp , Fusarium oxysopum, Alternaria sp, Aspergillus niger . Les résultats
obtenus nous a permis de mettre en évidence la richesse de fruit de lentisque en polyphénols et en
flavonoides de I’ordre 324,91+£26.02 mg EAG/g, 11.07+0.42 mg Eq /g. En effet, cette richesse a été
aussi liée a la forte activité antimicrobienne observée dans cette étude.

Mots clés : P. lentiscus, huile végétale, composés phénoliques, activité antimicrobienne

Abstract

Pistacia lentiscus is a plant of the Anacardiaceae family, used in traditional medicine in the
treatment of several pathologies (inflammatory, infectious, diarrhea and pharyngitis, and respiratory
diseases). This study aims to extract vegetable oil and phenolic compounds from the fruits of P.
lentiscus, determine its content of polyphenols and flavonoids and evaluate the anti-antimicrobial
activity in vitro via two methods (method of disk diffusion and micro-dilution) against Escherichia
coli, Pseudomonas aerugenosa, Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis
and; Botrytis cinerea, Penicillium sp, Fusarium oxysporum, Alternaria sp, Aspergillus niger. The
results obtained allowed us to highlight the richness of mastic tree fruit in polyphenols and flavonoids
of the order of 324.91 + 26.02 mg EAG / g, 11.07 £ 0.42 mg Eq / g. Indeed, this richeness was also
linked to the strong antimicrobial activity observed in this study.

Keywords: P.lentiscus, vegetable oil, phenolic compound, antimicrobial activity



