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Introduction

Introduction

L'histoire des médecines naturelles remonte aux origines de l'humanité. Depuis
toujours I’Homme a consommé les plantes, non seulement pour se nourrir, mais aussi pour
soulager ses maux. Ce savoir s'est transmis de génération en génération pour parvenir jusqu'a
nous.

La phyto-aromathérapie est la plus vieille thérapeutique du monde. Par opposition aux
drogues obtenues par synthése chimique ou par extraction de principes actifs, la phyto-
aromathérapie est la médecine naturelle par excellence.

En Afrique, la médecine traditionnelle constitue le support fondamental pour la
pratique de la médecine dans les zones rurales. L’usage des extraits des plantes contenant des
constituants bioactifs est devenu une approche tres importante de la médecine préventive.
(Keita et al., 2004).

En effet, ’OMS (2002) estime que, pour se soigner, 80% de la population africaine
recourt toujours a la médecine traditionnelle, pour laquelle la majeure partie des thérapies
implique I’exploitation des principes actifs des plantes médicinales. Ces especes végétales
d’aussi grande importance pour la santé des populations méritent d’étre <dtudier
scientifiquement pour leur meilleure utilisation. (Biyiti ef al., 2004).

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

L’ Algérie est I’'un des pays disposant d’un important réservoir de plantes médicinales
et phytothérapeutiques qui doivent étre valorisées pour leur exploitation dans différent usages,
notamment la fabrication de médicament. Plus de 3164 espeéces appartenant a plusieurs
familles botaniques, dont 7,9% endémiques restent trées peu explorée sur le plan
phytochimiques, comme sur le plan pharmacologique. (Krishnaiah et al, 2011).

L’objectif de ce travail est I’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits et des
fractions chromatographiques des feuilles et de 1’écorce des racines de Pistacia lentiscus, une
plante médicinale locale appelée Amadhagh, utilisée dans le traitement des infections de la

gorge, de I’hypertension et les diarrhées.
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Synthese bibliographique

I.1. Les antibiotiques

1.1.1. Définition

Les antibiotiques sont des substances chimiques qui ont pour effet de détruire les
bactéries de facon ciblée (antibiotique dit "bactéricide") ou d'empécher leur multiplication
(antibiotique "bactériostatique") (Regnault, 2002). Avec la découverte des antibiotiques,
I’humanité a disposé d’un moyen et d’un remede extrémement efficace contre les bactéries

(DUVAL, 1999).
I.1.2.Classification et mode d’action des antibiotiques

La diversité et la complexité des molécules antibactériennes rendent nécessaire leur
classification (Regnault, 2002 ; Yala et al., 2001). Les antibiotiques peuvent &tre classés
selon leurs modes d'action sur les agents infectieux, en fonction des microorganismes qu’ils
inhibent ou bien selon leurs structures chimique (Tableau I) (Medizin et al, 1995 ; Yala et

al., 2001).

Tableau I : classification des antibiotiques selon leur structure et leur mode d’action. (Medizin et al.,

1995 ; Yala et al., 2001).

Famille d'antibiotique Principales molécules Action sur la bactérie (mode d'action)
Amoxicillin
Ampicilline
Pénicillines (béta-lactame) Pénicilline G

Pénicilline v Fixation aux PLP « Protéines Liant la Pénicilline »,

Pénicilline enzymes (transpeptidase) de la membrane
- — cytoplasmique impliquées dans la phase terminale de
Iére génération I’assemblage du peptidoglycane.
- Céfaclor Inhibition de la transpeptidation.
-Cefazoline Activation des autolysines (élimination ou inactivation
2éme génération d’un inhibiteur de ces enzymes, qui sont des
ot dol hydrolases).
i ; Stg- - Céfamandole
lCephalosporlnes (béta . Bactéricides
actame - Céfuroxime
3éme génération
- Céfixime
-Céfpodoxime
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Fixation sur la sous-unité 30S du ribosome. A

Streptomycine concentration subthérapeutique: erreurs de lecture ; a
Aminosides Neomycine concentration thérapeutique: inhibition de 1’élongation
(Aminoglycosides) Amikacine d?‘ 1a chaine peptidique en bloquant le complexe
d’initiation
Bactéricides
Azitromycin Liaison de fagon réversible a la sousunité 50S des
. Roxithromycine ribosomes (site P) inhibant la transpeptidation et la
Macrolides y translocation.
larith i . .
Clarithromycine Bactériostatiques
Doxycline Fixation réversible a la sous-unité 30S des ribosomes
. Minocveline empéchant 1’attachement des Aminoacyl-tRNA au site
Tétracyclines y A du ribosome
Tét li (. .
ctracychine Bactériostatiques
Ciprofloxacine Inhibition de la réplication de I’ADN en antagonisant
Quinolones (Fluoro) levofloxacine la sous-unité de la gyrase A
ofloxacine Bactéricides

sulfaméthoxazole et

Inactivation d’enzymes impliqués dans la synthése des

cotrimoxazole . f . o .
Sulfamides purines et de certains acides aminés essentiels
sulfazalazine Bactéricide
clindamveine Inhibition de la synthese du peptidoglycane en formant
Y des complexes avec les résidus peptidyl D Ala-D Ala
Autres (divers) métronidazole des précurseurs du PG lorsqu’ils émergent de la
. membrane cytoplasmique.
vancomycine
Bactéricides
Isoniazide Bloque la transcription par la liaison a la sous-unité 8
Antituberculeux Rifampicine de I’ARN-polymérase bactérienne

Streptomycine

Bactéricide
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1.1.3. La résistance bactérienne aux antibiotiques

Pour échapper a ’action létale des antibiotiques, les bactéries ont développé de tres
nombreux mécanismes biochimiques de résistance, associés a une grande ingéniosité
génétique pour les acquérir et les diffuser (Duval et al., 1990).

Les bactéries peuvent étre résistantes a certains antibiotiques de maniére innée. C'est
une insensibilité aux antibiotiques, existant naturellement chez tous les membres d'un genre
ou d'une espece bactérienne. Elle fait, donc, partie du patrimoine génétique normal du germe
(Yala et al., 2001).

L’acquisition de nouveaux genes capables de rendre la bactérie insensible a un
antibiotique ou a un groupe d'antibiotiques. Ce nouveau gene peut étre obtenu soit par
mutation au niveau du chromosome qui est un phénomene rare soit par transfert dADN de
plasmides  conjugatifs ou de transposons (mécanisme le plus  fréquent)
(Lozniewski et al., 2010).

Plasmides : la résistance plasmidique est liée a la synthése de protéines additionnelles
et non a une modification des constituants normaux de la bactérie (LozniewsKi ez al., 2010).
L’information génétique est portée par des plasmides, transférables a d'autres bactéries par
conjugaison, transduction ou transformation.

Transposons : Ce sont des fragments d'ADN qui peuvent s'intégrer soit dans le

chromosome soit dans des plasmides, en allant de I'un a l'autre (Yala et al., 2001).
1.1.4. Mécanismes de résistance

La résistance bactérienne se fait par différents mécanismes de défense (Yala et al.,
2001).

e Certaines bactéries ont la capacité de produire des enzymes : qui modifiant ou
clivant la molécule d’antibiotique, en assurent son inactivation. Ce mécanisme de résistance
est trés fréquent, trés important et trés varié. Actuellement, des centaines d’enzymes ont été
identifiées, a savoir les B-lactamase, les pénicillinases, les acétylases, et les céphalosporinases,
agissant sur les P-lactamines, les pénicillines, le chloramphénicol et céphalosporines,
respectivement.

e La bactérie est capable de croitre en présence de ’antibiotique non modifié : ceci
recouvre ces différents mécanismes principaux :

- Non pénétration de I’antibiotique dans la bactérie. Le dysfonctionnement ou la perte
de I'une des trois molécules de protéines constituant un pore qui laissent diffuser diverses

molécules de faible masse moléculaire, comme des substrats ou encore des antibiotiques, peut

4
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entrainer une impermcabilité. Plusieurs familles d’antibiotiques sont concernées par ce
mécanisme de résistance, notamment B-lactamines, acide nalidixique, cotrimoxazole,

fosfomycine, tétracycline ou chloramphénicol.

- Modification de structure du site d’action. Qui se traduit par un manque d’affinité pour
I’antibiotique, qui ne se fixe pas sur le site. Exemples: Staphylococcus aureus : résistant a la
méthicilline : mutation des protéines liant les pénicillines (PLP). Cette mutation rende la
souche résistante a toutes les B-lactamines. Streptococcus pneumoniae: modification de PLP
ce qui lasse la sensibilité diminuée aux Pénicillines. Entérobactéries résistantes aux
quinolones: mutation de ’ADN gyrase.

- Interférence avec le mécanisme de transport de type efflux. Les bactéries résistantes
produisent une pompe dite d’efflux localisée dans la membrane cytoplasmique permettant
d’expulser I’antibiotique vers I’extérieur (Yala ez al., 2001).

- Développement d’une autre voie métabolique. Suppléant la voie métabolique inhibée
par D’antibiotique, par activation d’une autre voie métabolique empéchant la synthése de

radicaux libres qui peut étre favorisée par 1’antibiotique (Youk et , 2010).
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L’ Algérie bénéficie d’un climat trés diversifié avec une hétérogénéité des conditions
écologiques qui ont permis le développement d’une flore trés riche et hautement varice. La flore
algérienne comporte environ 3164 especes de plantes vasculaires, dont 7,9% sont endémiques,
appartenant a la quasi-totalit¢ des familles botaniques. L’une de ces especes a usage tres

fréquent, par les populations rurales en Algérie est Pistacia lentiscus (Krishnaiah et al, 2011).

I.2. Généralités sur Pistacia lentiscus

Le genre Pistacia L. appartient a une famille assez nombreuse qui comporte 875 especes,
distribuées dans 70 genres. Il s’agit de la famille des Anacardiacées (Alvarez et al., 2008). Ce
genre apparu, il y a plus de 80 millions d’années, au centre d’Asie est ’'un des genres le plus
important dans le régne végétal du point de vue horticulture, économique et commercial

(Ahmadi Afzadi et al., 2007; Al Saghir et al., 2010; Ozden-Tokatli et al., 2010).

Les principaux centres de diversité se situent, d’une part, dans les régions

méditerranéennes du sud de I’Europe, le nord de 1I’Afrique et le moyen orient et d’une autre part,
entre 1’est et le centre d’Asie. Neuf espéces et cinq sous-espéces découlent de deux groupes
monophylétiques, selon la morphologie, dont le premier groupe (section Pistacia) inclue les
especes suivantes : P. atlantica, P. chinensis, P. eurycarpa, P. falca, P. integerrime, P. khinjuk,
P. mutica, P. palaestina, P. terebinthus et P. vera, tandis que 1’autre groupe (section Lentiscella)
P. mexicana, P. texana et P. weinmanifolia

contient P. lentiscus,

(Al Saghir et al., 2010).

aethiopica, P.

1.2.1. Systématique

Tableau II : la systématique du lentisque est décrite ci-dessous (Baba-Aissa, 1999 ; Garnier et al., 1961).

Régne : Plantae, (végétal)
Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Spermaphyte
Sous-embranchement : | Angiosperme
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Sapindales
Famille : Anacardiaceae
Genre : Pistacia

Espéce : Pistacia lentiscus
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1.2.2. Habitat et répartition géographique

Pistacia lentiscus est largement distribuée dans les écosystemes extrémes du bassin
méditerranéen, qui sont caractéris€s par la pénurie d'éléments nutritifs et d'eau et sont exposés a
de longues périodes, aux rayons solaires et des températures élevées (Caravaca et al., 2002 ;
Montserrat-Marti et al., 2002; Palacio et al, 2005; Green et al.,, 2005; Abdelwahed et al,
2007; Nikiforou et al, 2010 ; Yildirnm Hakan, 2012).

En Algérie, le lentisque est trés répandu dans tout le littoral et les régions sublittoral,

jusqu’au Sahara (Hamalat et Hassani, 2008; Krishnaiah et al., 2011).

1.2.3. Noms vernaculaires de Pistacia lentiscus

Le tableau suivant énumere les différentes appellations de la plante Pistacia lentiscus :

Tableau III : Noms vernaculaires de Pistacia lentiscus.

Langue Noms Références

Kabyle Tidekth Baba-Aissa, 1999
Amadagh

Arabe Edharw Baba-Aissa, 1999
Sareys

Frangais Arbre au mastic Garnier et al., 1961.

Pistachier lentisque
Restringue
Lentisque d’Espagne

Anglais Mastic ou Mastick Tree Garnier et al., 1961
Espagnol Lentisquo, Charneca comun Garnier et al., 1961
Allemand Mastix Baum Garnier et al., 1961.
Italien Lentischio, Sondrio. Garnier et al., 1961.

1.2.4. Description morphologique

Il s’agit d’un arbuste ou arbrisseau buissonnant et touffu, toujours vert, de 1 a 3m de
hauteur, mais capable d’atteindre 5 a 6m dans les stations protégées. Il est toujours beaucoup
embranché et tortueux. Le feuillage est a feuilles persistantes et denses, habituellement 6 a 10
paires de feuillets, durs, brillants, avec le rachis et le pétiole étroitement ailées. Les fleurs
unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme de grappe, elles apparaissent au
printemps et sont tres aromatiques, forment des racémes de petite taille a l'aisselle des feuilles

(Flexas et al, 2001; Nikiforou et al, 2010).
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1.2.5. Utilisation de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est communément utile pour son développement dans les terres semi-
aride, ainsi, elle travaille dans la restauration des sols contaminés des régions méditerranéennes,
est cela sans ’aide artificiel et aussi le développement rapide de nourriture dans des écosystémes
semi-naturels. (Moreno-Jiménez et al, 2009).

D’aprés Seigue A. (1985), les principaux produits dérivés du P. lentiscus et leur
utilisation sont décrites :

Bois : pour sa robustesse et la finesse de sa texture, le bois de cette espéce est tres
apprécié en ébénisterie.

Résine : des branches et du tronc exsude naturellement ou par incision une résine jaune
claire fortement aromatique, qui durcit au contact de l'air, qui est appelée mastic ou gomme
mastic, d'ou son nom commun d'arbre a mastic. Le mastic entrait dans la confection de liqueurs,
aromatiser certaines confitures, confectionner des pate ou des gommes a macher parfumées ou
pastilles car elle avait entre autre la propriété de purifier 1'haleine, blanchir les dents et traiter les
problémes de gingivites. Aujourd'’hui encore, le mastic est employé dans I'industrie agro-
alimentaire évidemment comme agent masticatoire, dans 1'industrie photographique et dans les
soins dentaires.

Essence de Mastic: apres distillation du mastic une essence est récupérée qui entre dans la
confection de parfums, produits cosmétologiques et pharmaceutiques, de vernis de grande qualité
recherché par les peintres ceuvrant a la peinture a lhuile et aussi dans I'industrie photographique.

Essence des feuilles et rameaux : de ces parties est extraite une huile essentielle qui est
utilisée en aromathérapie et phytothérapie pour ses propriétés décongestionnantes, prescrite aussi
pour traiter les problémes veineux dont les hémorroides.

Huile de lentisque : du fruit comestible est extraite une huile, qui autrefois était
couramment utilisée pour l'alimentation, 1'éclairage et elle entrait aussi dans la confection de
savons. L’huile est produite a I’Est de 1’Algérie, dans les zones notamment cotiere (El Milia,
Skikda), ou I’espéce abonde. Un procédé traditionnel est utilisé a cet effet : Les fruits atteignent
leur maturité vers la fin d’été¢ début de I’automne. Les baies prennent alors une coloration noire
au lieu du rouge. Les baies sont récoltées a la main, macérées dans de I’eau chaude et puis
écrasées a I’aide d’une presse. Des baies s’exultent un liquide épais de couleur jaune vert.

L’huile est récupérée par décantation.
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I. 2.6.Métabolites secondaires de Pistacia lentiscus

De nomberux travaux ont été realis¢ sur le genre Pistacia aboutissant a I’identification de
la structure d’un nombre considérable de métabolites secondaires, appartennant a une série
chimique extremement variée.

Dans une étude menée sur le fruit de cette plante, deux polyphénols, I’acide gallique et le
1.2.3.4.6-pentagalloyglucose ont pu étre isolés des fractions d’éthyle acétate du fruit de
P.lentiscus chromatographie au Sephadex LH-20. (Abdelwahed et al., 2007). La structure de
I’acide gallique dans les feuilles a pu étre déterminé par RMN-H, RMN-C et HPLC-MS.
(Romani et al., 2002).

L’acide gallique (acide 3, 4, 5-trihydroxybenzoique) est issu du métabolisme de 1’acide
shikimique est classé parmi les acides hydroxybenzoiques, qui sont dérivés de 1’acide benzoique
(non phénolique) et ont une formule de base de type C6-Cl1. Ils existent fréquemment sous forme
d’esters ou de glucosides et peuvent également étre intégrés dans des structures complexes
comme certains tanins (Guignard 1996) et c’est le cas du 1.2.3.4.6- pentagalloyglucose qui est
un ester de I’acide gallique et du glucose, classé parmi les tanins hydrolysables (Bruneton,

2005.p. 444).
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Figure N°1 : Acide gallique Figure N°2 : 1.2.3.4.6-Pentagalloyglucose

L’étude chimique des parties aériennes de Pistacia lentiscus (Feuilles et branches) a
revelé selon 1’étude (Kawashty et al, 2000 ) la présence de 5 especes de flavonoides,
notamment le Kaempferol-3-glucoside (K-3-G), la Quercetine-3-glucoside (Q-3-G),
Quercetine-3-rutinoside (Q-3-Rut), la Myricetin-3-glucoside (My-3-G) et Vicenin-2. La
structure de ces flavonoides a pu étre déterminée par I’étude de Romani et ses collaborateurs

(2002), a I’aide des méthodes RMN-H, RMN-C et HPLC-MS (Voir le Tableau III).



Synthéese bibliographique

Tableau IV : structure de différents flavonoides présent dans Pistacia lentiscus.

La molécule Structure Référence

Kaempferol-3-glucoside (K-3-G) Lansky et al., 2007

Quercetine-3-glucoside (Q-3-G) Romani et al., 2002

Quercetine-3-rutinoside (Q-3-Rut) Romani et al., 2002

Myricetine-3-glucoside (My-3-G) Romani et al., 2002

Vicenin-2 —— S Marrassini et al,

- “I . n”"j 2011.
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Les molécules K-3-G, Q-3-G et My-3-G appartiennent aux flavonoides glycosylés,
nommés aussi, les C-glycosylflavonoides, qui sont les formes les plus abondantes dans les
plantes supérieures, dont la liaison s’établit entre le carbone anomérique du sucre (souvent le
glucose, mais peut étre le galactose ou le pentose) et le carbone C-6 ou C-8 du flavonol
(Bruneton, 2005.p.372). Par contre la Q-3-Rut appartient aux falvonoides rutinosides, formé a
partir d’un flavonol (Quercetine) avec un disaccharide le rutinose (Bruneton, 2005.p.32 ; Pietta,
2000; Rijke et al., 2006).

Plusieurs composés de la classe des anthocyanes ont été identifiés, notamment, cyanidine
3-O-glucoside, delphinidine 3-O-glucoside et cyanidine 3-O-arabinoside dans les extraits de
feuilles de Pistacia lentiscus (Romani et al., 2002; Longo et al., 2007) et leurs structure mise en
évidence (Tableau IV) (Romani et al., 2002).

Ces anthocyanes, molécules appartenant a la famille des flavonoides, sont des pigments
qui participent a la coloration de certaines parties des plantes (fleurs, fruits, feuilles, tiges,
racines ou graines) en bleu, rouge, mauve, rose ou orange. Le cyanidine 3-O-glucoside est un
pigment rouge ce qui permet de donner une couleur rouge au fruit au depart (Cheynier et al.,

1998).

Tableau V : Structure des anthocyanes retrouvé dans Pistacia lentiscus (Romani et al., 2002).

Les anthocyanes Structure

Cyanidine 3-O-glucoside

OH

’;!\',.cm
.
/ )
F s

Ho._
(&5

HO
OH o

HLY OH

Delphinidine 3-O-glucoside on

Cyanidine3-O-arabinoside
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D’une autre part, de grande quantit¢ de tannins et de lignines ont été révélés
dans P. lentiscus (Decandia et al, 2000; Gasmi-Boubaker et al., 2005; Ammar et al., 2005;
Chryssavgi et al., 2008).

Les tannins condensés sont de structure plus complexe, les plus rencontrés dans les
plantes vasculaire, ils sont solubles dans les solutions polaires et ils se distinguent des autres
polyphénols, par leurs capacités a faire précipiter les protéines (Silanikove et al., 2001).

Ils sont appellés également proanthoncyanidines, car ils produisent des anthocyanidines,
quand on les chauffe dans 1’acide. Ce sont des polymeres de flavan-3-ols (appelés aussi
catéchines) et de flavan-3,4-diols (appelés leucoanthocyanidines), ou un mélange des deux.
(Khanbabaee et al., 2001).

Les tannins soit condensés ou hydrolysables sont synthétisés a partir de la phénylalanine

par la voie dite de 1’acide shikimique (Khanbabaee et al., 2001).
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Figure N°3 : Structure des tannins condensés

Les tannins sont généralement considérés comme inhibiteur de la croissance des
microorganismes et cela par précipitation des protéines (Abdel Monein, et al, 2007;
Ayepola, et al., 2008) ou par chélation des métaux (Cowan, 1999).

Les lignines, de leur part, constituent une classe importante de produits naturels dans le
regne végétal et seraient formées par polymérisation oxydative de monolignols (monomeres) qui
sont les alcools p-coumarique, coniférique et sinapique (Jutiviboonsuk et al, 2005;
Tejado et al., 2007; Chakar et al., 2004).

On les voit d'habitude comme les déchets de pulpe et l'industrie de papier et utilisé
souvent comme le carburant pour le bilan énergétique du processus de fabrication de papier. En
1998, seulement 1 % du lignine produit a été utilisé¢ dans des processus industriels de valeur

(Pouteau et al., 2003).

12
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Bianchi et ses collaborateurs (1968) cité dans Jutiviboonsuk et al, 2005 ont rapporté

I’activité anti tumoral des lignines présent dans le genre Bursera.

Les trois composantes de lignines (Chakar et al., 2004).
Coniferyl alcohol/guaiacyl: R1=OMe, R2=H

Sinapyl alcohol/ syringyl: R1=R2=0OMe

p-Coumaryl alcohol: R1=R2=H

Figure N° 4 : Structure de lignine.

A coté de toutes ces substances, appartenant aux composés phénoliques, s’ajoutent les
triterpenoides qui ont été caractérisés dans les différentes parties de P.lentiscus
(Monaco et al.,, 1973; Marner et al., 1991; Kordali et al., 2003; Dedoussis et al., 2004;
Chryssavgi et al, 2008) notamment, 1’acide ursolique (3B-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid) et
son isomeére I’acide oleanolique (3B-hydroxy-olea-12-en-28-oic acid) dans la résine
(Figures N°: 5 et 6) (Assimopoulou et al, 2005). IIs sont le groupe chimique commun pour

tout le genre Pistacia (Orhan et al, 2006 ; Chryssavgi et al., 2008).

ne
S0 Ld

HO . w11
Figure N°5 : I’acide ursolique (3B-hydroxy-urs-12-en-28- Figure N°6: I’acide oleanolique (33-hydroxy-olea-12-en-
oic acid). 28-oic acid).
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Plusieurs études ont rapporté la richesse de P.lentiscus en huiles essentielles, dont les
composés les plus répétés sont : B-myrcene, limonene, terpinen-4-ol, a-pinéne, B-pinéne, o-
hellandrene, sabinene, para-cymene and y-terpinene (Castola et al., 2000; Duru et al,
2003; Orhan et al., 2006; Chryssavgi et al., 2008).

Les huiles essentielles connues sous le nom d’huiles éthérées ou essences aromatiques
sont des substances liquides ou, plus rarement, semi-solide, ayant des odeurs aromatiques et
parfumées, parfois aussi de saveur agréable, de formule générale (CsHg) (Fabrocini, 1999). Ce
sont des mélanges de composés aromatiques des plantes, qui sont extraites par distillation a 1’eau
ou «hydro distillation», a I’eau et a la vapeur ou «distillation a la vapeur humide» ou a la vapeur
ou «distillation a la vapeur séche» (Kone, 2001).

L’utilisation des HE est liée a leurs différentes activités biologiques reconnues (Kanko et
al., 2004). En effet, dans la littérature, plusieurs travaux de recherche ont prouvé leurs propriétés
aromatisantes, antimicrobienne, antivirale, insecticide et leur toxicité réduite (Castola et al,
2000; Kordali et al., 2003; Bakkali et al., 2008; Aidi Wannes et al., 2009; Derwich et al,
2010; Gourine et al, 2010).

Les HE font I’objet d’étude pour leur éventuelle utilisation comme alternative aux
traitements des maladies infectieuses d’origine bactérienne et fongique (Castola et al, 2000;
Derwich et al., 2010).

Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté la richesse des feuilles du genre Pistacia,
en a-Tocopherol (vitamine E) et dans I’espece Pistacia lentiscus en particulier (Kiveak et al.,
2005; Chryssavgi et al, 2008). La vitamine E, essentielle pour 1’étre humain, est un lipide
omniprésent dans les membranes biologiques. Sa présence dans la bicouche est utilisée
largement comme antioxydant naturel (Wang et al, 2006). Dans la plante, elle se localise dans
I’enveloppe du chloroplaste et dans les membranes des thylakoides (Hincha, 2008)

En outre, une étude récente (Trabelsi et al, 2012) a révélé la présence de trois acides
gras : acide oléique, linoléique, linolénique ce qui permet de comprendre mieux les inters
conversions et la synthése des molécules analysées, et aussi pour identifier le seuil de
concentration en lipides désirée par le consommateur et ’industrie. Les acides gras ont une
importance dans [’inhibition de la croissance tumorale, et les cas d’un affaiblissement

(Reddy et al., 2003).

14
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1.3. Activités biologiques de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est connue pour ses propriétés médicinales depuis l'antiquité et
plusieurs activités biologiques ont été rapportées sur cette espece.

Les feuilles de Pistacia lentiscus sont utilisées dans le traitement des eczémas, les
diarrhées, les infection de la gorge et les cailloux dans les reins (Lev et al., 2000 ; Lev et al.,
2002 ; Kordali et al., 2003). De méme, une décoction de feuilles de Pistacia lentiscus est
utilisée contre la jaunisse (Janakat et al., 2002 ; Bomzon, 2005).

La consommation des feuilles de Pistacia lentiscus, aprés une infection coccidiale
naturelle de la jeune chévre diminue les excrétions fécales des oocytes (kystes) et des
nématodes. Ceci est relié a la présence des tannins (Landau et al, 2010 ; Azaizeh et al,
2010 ; Markovics et al, 2011).

En 2002, Janakat et Al Merie, cité in Ljubuncic et al., (2005) ont rapporté, que des
décoctions bouillies et non-bouillies aqueuses préparées des feuilles de Pistacia lentiscus
possédent une action de hépato-protectrice, en inhibant les activités de 1’alanine
aminotransferase (ALT) du sérum et de I’aspartate aminotransferase (AST). Mais cet effet
devient hépatotoxique, quand elle est administrée quotidiennement pendant 5 semaines.

Dans une autre étude menée par Balan et ses collaborateurs (2007), la résine
(Chios Mastic Gum) de Pistacia lentiscus , de la régions sud de la Grece, induit la mort
apoptotique des cellules HCT116 humaines, dans le cas d’un cancer de colon, in vitro.

De nombreuse études ont testé¢ D’activité antibactérienne des extraits de plantes
médicinales, ainsi que des substances pures d’origine végétales sur de nombreuses souches
bactériennes pathogenes pour I’Homme (Cottiglia et al, 2001 ; Kunle et al, 2003 ; Tim
Cushnie et al, 2003).

On attribue, généralement, a 1’activité antibactérienne de la plante plusieurs principes
actifs, tels les huiles essentielles (Delaquis et al., 2002 ; Tepe et al, 2006) les alcaloides
(Pennacchio et al, 2005 ; Nenaah, 2010) et les composés phénoliques (Rios et al, 2005 ;
Zhang et al., 2010).

L’activité antibactérienne, vis-a-vis, des souches Staphylococcus aureus, Candida
albican, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi et
Proteus mirabilis, des extraits éthanoliques des feuilles de Pistacia lentiscus, a été rapporté
par Benhammou et ses collaborateurs, (2008).

Les tannins ont des activités biologiques anti-cancer et antioxydant, par contre les
flavonoides exhibent des activités anti-inflammatoires et une protection contre les maladies

cardiovasculaires. Le fruit de Pistacia lentiscus est caractérisés par la présence de ses
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composés a savoir les flavonols et leurs dérivés glycosylés, ainsi que des tannins (Bhouri et
al., 2010).

Aussi, les Huilles Essentiels (HE) de Pistacia lentiscus constituent un systéme de
défense, contre les insectes ravageurs (Bachrouch et al, 2010), un agent antimicrobien
(Derwich et al, 2010) et aussi comme anti-inflammatoire (Orhan et al, 2006 ;
Duru et al., 2003).

Pistacia lentiscus est importante pour 1€cosystéme parce qu’elle protége le sol contre
I'érosion, et favorise la biodiversité, en facilitant d'autres plantes vasculaires, de ce fait

fournissant 1'abri et la nourriture pour la faune (Cortina et al., 2008).
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1.4. Activité antimicrobienne des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont la source de substances qui servent comme moyens de
défense contre la prédation par les micro-organismes et les insectes (Cowan, 1999 ;
Amarowicz et al., 2008). En effet, le site et le nombre de groupements hydroxyle augmentent la
toxicité contre les micro-organismes (Cowan, 1999 ; Lin et al., 2005).

Il a été démontré que le mécanisme de toxicité se fait, soit par la chélation des ions
métalliques (fer, magnésium), soit par des interactions non spécifiques, telles que 1’établissement
des ponts hydrogenes avec les protéines des parois cellulaire (les adhésines), afin d’inactiver
I’adhésion des micro-organismes ou bien les enzymes, telles que les enzymes hydrolytiques
(protéases et carboxylase) ou autres interactions, pour inactiver des transporteurs protéiques
membranaires ou découplage des réactions énergétiques, ce qui conduit a la dénaturation de la
membrane cytoplasmique, entrainant une fuite des constituants cellulaires (Cowan, 1999 ;

Rivero-Cruz, 2008).

1.4.1. Acides phénoliques :

Il a été¢ démontré que 1’acide gallique et I’acide vanillique présentent une bonne activité
inhibtrice, contre E.coli et Klebsiella pneumoniae, par contre 1’acide protocatéchique seulement
sur E.coli. Cette différence est due la présence d’un groupement hydroxyle en plus chez 1’acide
gallique (Cowan, 1999 ; Rodriguez-Vaquero et al, 2007a).

Et aussi l’acide gallique a une trés bonne activité contre Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus (MRSA) (Rivero-Cruz, 2008).

L’acide caféique est I'un des dérivés de 1’acide hydroxycinnamique, il présente un large
spectre contre Serratia marcescens, Porteus mirabilis et E.coli et montre une activité
antibactérienne  plus ¢levée, que les dérivés d’acide ~ hydroxybenzoique

(Rodriguez-Vaquero et al., 2007a).

1.4.1.1. Mode d’action

La littérature montre une activité plus élevé des acides hydroxycinnamiques, que les
acides hydroxybenzoiques. Cette différence est due a la réduction de la polarité, par la présence
de la partie propionique de la chaine des acides hydroxycinamiques, ce qui les rend moins
polaire que les acides hyroxybenzoiques, ce qui facilite le transport des acides
hydroxycinnamiques, a travers la  membrane  cytoplasmique des  bactéries

(Rodriguez-Vaquero et al., 2007).
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D’un autre coté, les dérivés de ’acide hydroxycinnamique sont reconnus par leurs
interactions, avec les lipides membranaires, par la neutralisation du potentiel électrique de la
membrane, apres la pénétration de la molécule. Un effet similaire peut se produire dans la
membrane de la cellule Dbactérienne affectant son métabolisme ¢énergétique

(Rodriguez-Vaquero et al., 2007).

1.4.2. Flavonoides

Ces molécules ont un rdéle important dans la sant¢ humaine, grace a leurs divers
propriétés biologiques importantes (pouvoir antioxydant, inhibition de la peroxydase lipidique,
activité anti-inflammatoire, activité antimicrobienne... etc). Ils sont utilisés en bactériologie,
pharmacologie et médecine (Alcaraz et al, 2000 ; Rodriguez-Vaquero et al, 2007a).

Une bonne activité inhibitrice de certains flavonoides (quercetine, catéchine) est observée
sur Serratia marcescens, E.coli et Porteus mirabilis (Rodriguez-Vaquero et al., 2007a).

Une grande activité contre Staphylococcus aureus methycilline resistante et cette activité
inhibtrice augmente linéairement avec la concentration de ces composés et varie selon leur
structure, telle que I’activité des chalcones, qui est supérieur a celle des flavones et flavanones
(Alcaraz, et al., 2000).

Les catéchines inhibent, in vitro, Vibrio cholerae et Shigella, et d’autres bactéries et
micro-organismes, ainsi qu’ils inactivent la toxine cholérique de Vibrio et inhibent la
glucosyltransferase bactériennes, isolées de mutants de Streptococcus. Ces propriétés inhibitrices
sont dues probablement a leurs capacités de se complexer avec des molécules biologiques

(Cowan, 1999).

1.4.2.1. Mode d’action

Le groupement hydroxyle a la capacité¢ d’augmenter, d’inactiver ou d’éliminer I’activité
antimicrobienne de ces compos¢€s, par exemple ceux qui n’ont pas de groupement hydroxyle
dans leur noyau B, sont plus actif contre les micro-organismes que ceux qui ont le groupement
OH, ce qui suggere que leur cible est la membrane cytoplasmique. Inversement, plus le composé
est hydroxylé plus il y a une activité microbienne (Cowan, 1999 ; Alcaraz et al., 2000).

La présence de groupement OCHj dans la structure des flavonoides réduit ou élimine
I’activité antibactérienne de ces composés (Alcaraz, et al., 2000).

Les flavonoides lipophiles peuvent également perturber la membrane microbienne, et leur
activité antimicrobienne est due, probablement, a leur capacité de se complexer avec des
protéines  extracellulaires et  solubles, ainsi qu’avec la  paroi  bactérienne
(Cowan, 1999 ;Samy et al., 2008).
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Pour la sous classe du Kaempferol et ses dérivés 1’activité antibactérienne n’est pas
associée, au Gram + ou Gram -. Dans les deux cas, un groupement hydroxyle est requis au C-7
pour une activité antibactérienne, et un hydroxyle est requis au C-4’ pour une activité contre

Pseudomonas aeruginosa (Teffo et al., 2010).

1.4.3. Tannins

Les tannins possedent des propriétés, qui permettent leur utilisation naturelle en médecine
traditionnelle et d’autres domaines. Parmi ses activités : ’activité antibactérienne, antifongique
(champignons filamenteux), antivirale (inhibition de la reverse transcriptase), antimutagenique et
antitumurale (Cowan, 1999 ; Dosumu, et al, 2006).

Les tannins condensés inhibent la croissance de Staphylococcus aureus et de divers

germes pathogenes responsables des diarrhées (Abdel Monein et al., 2007).

1.4.3.1.Mode d’action

Les tannins sont généralement considérés comme inhibiteur de la croissance des
bacteries, mais les mécanismes impliqués sont mal compris (Mc Sweeney et al., 2001).

L’activité inhibitrice des tannins est basée sur sa possibilité de s’attacher aux protéines,
de cette facon la synthése protéique est inhibée (Abdel Monein et al, 2007 ;
Ayepola et al., 2008).

Parmi ces mécanismes d’action : I’inactivation des adhésines microbiennes, les enzymes,
les protéines de transport membranaires. Ils forment aussi un complexe avec les polysaccharides
et leurs condensations empéchent la croissance et I’activité protéasique des bactéries (Cowan,
1999 ; Samy et al., 2008).

Ils agissent aussi par élimination du Fer, formation des liaisons d’hydrogéne ou par des

intéractions spécifiques avec les protéines vitales (Cowan, 1999).

L’objectif de notre travail est I’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits et des

fractions chromatographiques, de Pistacia lentiscus, par la méthode de bioautographie.
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I1.1. Matériel végétal
II.1.1. Collecte

La plante sélectionnée sur la base de son utilisation en médecine traditionnelle locale, a
été colletée dans son habitat ou elle se développe d’une maniére sauvage. Les feuilles et les
écorces des racines de Pistacia lentiscus ont été récoltes dans un endroit naturel loin de tout
impact de pollution, de la forét d’Azru n Bechar, située a I’Est de Bejaia.

Les feuilles ont été récoltées en mois de juin, alors que les écorces des racines en octobre.
La plante a été identifiée au niveau du laboratoire de la FSNV, Université de Bejaia. Il s’agit

bien de d’espece P. lentiscus (fig. N°7), Appelée localement «dmadhagh».

Figure N° 7 : Photographie de la plante de Pistacia lentiscus. (Originale).

I1.2.2. Séchage, broyage et tamisage

Les feuilles et les écorces des racines de P. lentiscus ont été séchées, a température
ambiante dans un endroit aéré et ombragé, pendant deux mois. Ensuite, la mati¢re séchée a été
broyée a I’aide d’un broyeur électrique et les poudres obtenues ont été tamisées, afin de
récupérer une poudre fine, d’un calibre inférieur a 63um. Cette dernic¢re a été conservée a 1’abri

de la lumiere.
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11.2.3. Extraction

La méthode d’extraction choisie est celle de Chiang et ses collaborateurs (1994), avec
quelques modifications. C’est une extraction solide/liquide (macération) cen utilisant un solvant
polaire (éthanol), puis une partition de I’extrait éthanolique dans différents solvants, a polarités
variables (Figure N°8).

En effet, 200 g de la poudre des deux parties de la plante ont été extraits avec de
I’éthanol (1/4, p/v), pendant 24h, sous agitation a température ambiante et a I’abri de la lumiére.
Ensuite, la suspension ¢éthanolique a été transférée dans des éprouvettes et laisser décanter (12h),
puis centrifugée et le surnageant a ¢té¢ récupérée dans des cristallisoirs, et laisser sécher a
température ambiante, sous hotte.

L’extrait éthanolique a €té repris dans un mélange d’acétate d’éthyle / eau (3 :1, v/v) et
laissé décanter douze heures (12 heures). Les phases organique et aqueuse ont été séparces et
laisser évaporer, a 1’air libre.

Apres évaporation totale du solvant, une partie de la phase organique de 1’acétate éthyle a
été reprise dans un mélange chloroforme/ eau (3 :1, v/v). Aprés douze heures de décantation, les
phases organique et aqueuse ont été séparées, pour subir une évaporation a 1’air libre.

A chaque étape d’extraction, une petite quantité de 1’extrait est retenue pour des tests

ultérieurs d’activités antibactériennes.

21



Partie pratique

Matériel et méthodes

Poudre végétal fin
<63pm

Macération (24h). Centrifugation du surnageant.

Décantation (12h). Evaporation.

Extrait éthanolique

\ 4

Macération (24h).
Décantation (12h).

v Séparations phases.

Extrait aqueux Evaporation
d’acétate d’éthyle

Acétate d’éthyle/eau (3 :1).

A 4

Extrait acétate
d’éthyle

A

Extrait
chloroforme

\4

Extrait aqueux de
chloroforme

Figure N° 8 : Schéma du protocole d’extraction (Chiang et al., 1994).
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I1.2. Souches bactériennes utilisées

Treize (13) souches ont été sélectionnées dont 5 Gram positif (+) a savoir:
Staphylococcus aureus 1 (Stl) : NCCB 89163, Staphylococcus aureus 2 (St2) : ATCC 43300
(SARM), Bacillus subtilis 1 (Bcl) : NCCB 1090, Bacillus subtilis 2 (Bc2) : ATCC 6633, Listeria
innocua : CLIP 74915. Et 8 Gram négatif (-) a savoir : Vibrio cholerea : ATCC , Salmonella
typhimurium : NCCB 1808, Shigella flexneris : NCCB 1406, Klebseilla pneumonia : E47
(résistante au quinolones), Pseudomonas aeroginosa : ATCC 27853, Escherichia coli 1 (Ecl) :

NCCB 1, Escherichia coli 2 (Ec2) : NAR, Escherichia coli 3 (Ec3) : ATCC 25922.

11.3. Evaluation de D’activité antibactérienne des extraits des feuilles et les écorces des

racines de P. lentiscus

I1.3.1. Repiquage des souches bactériennes
Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries ou par
inondation, puis incubées a I’étuve a 37°C, pendant 18 a 24 heures, afin d’obtenir une culture

jeune, qui servira a préparer I’inoculum bactérien.

I1.3.2. Préparation de I’inoculum bactérien

La densit¢ de I’inoculum bactérien est un élément primordial et elle doit étre ajustée a
I’aide d’une mesure spectroscopique ou par comparaison avec un €talon de turbidité.

L’étalon recommandé est celui de Mc Farland, car I’activité de tout agent antimicrobien
est dépendante de la densité de la suspension cellulaire de la souche cible utilisée.

A partir d’une culture pure del8 a 24 heures, sur milieu Mueller-Hinton, non sélectif
adapté aux exigences de la souche, une suspension inoculum est péparée dans de I’eau
physiologique, équivalente au standard Mc Farland 0,5 (Annexe 1) (~ 10°UFC / ml).

D’apres le Comité de I’antibiogramme de la Société Francgaise de Microbiologie (2004),
’inoculum est standardisé a 10°UFC/ml, ainsi pas de dilution pour les souches
Salmonella typhimurium , Shigella flexneris et Listeria Innucua. Pour toutes les autres souches
utilisées I’inoculum est standardisé a 106UFC/ml, donc une dilution de 1/100, a été réalisée, de la

suspension inoculum a 0,5 McF (~ 10°UFC / ml).
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11.3.3. Déterminations de I’activité antibactérienne

11.3.3.1.Méthode de diffusion sur disques

L'activité antibactérienne des extraits des feuilles et les écorces des racines ont été
évaluées, a l'aide de la méthode de diffusion sur disque, décrite par Gutierrez-Lug et ses
collaborateurs (1996) et utilisés par plusieurs auteurs (Ahmad et al, 2001 ; Penna et al., 2001).
Les bactéries ont été ensemencées sur un milieu Mueller-Hinton (MH), a partir de la dilution
obtenue, en utilisant des écouvillons stériles, préalablement trempé dans cette solution en stries
serrés.

Les disques de papier wattman (6bmm de diametre) stériles ont été déposés sur la gélose,
chaque disque est imprégné de 20ul de la solution de I’extrait (Smg/ml), a I’aide d’une
micropipette (Ali-emmanuel et al 2002). Un disque imprégné de méthanol (20 ul) sert comme
témoin négatif. Les boites de Pétris ont ensuite été incubés a 37 °C, pendant 18 heures. Un
extrait est considéré actif, lorsqu'on mesure une zone d'inhibition autour du disque d'un diametre
supérieur a 6 mm et a l'intérieur de laquelle aucune croissance bactérienne n'est observée.

Le test a été répété, trois fois pour chaque souche bactérienne utilisée et le calcule du
diametre des zones d’inhibition se fait a deux ou trois fois et a chaque fois en tournant la boite a

différents angles. Le résultat final est la moyenne des trois répliques, pour chaque souche.

I1.4. Fractionnement sur colonne LH20

Des travaux antérieurs aux niveaux du laboratoire de Biochimie Appliqué ont rapporté
des résultats pour différentes activités biologiques, en plus de I’activité antibactérienne,
notamment 1’activité antioxydant, anti-radicalaire et anti-enzymatique. L’extrait aqueux du
chloroforme exhibait toujours les meilleurs résultats, par conséquent son fractionnement a été
réalisé pour caractériser ces différentes activités.

Les extraits aqueux chloroforme des écorces des racines et des feuilles de P. lentiscus ont
fait ’objet d’un fractionnement sur colonne de gel de Sephadex LH20. Un échantillon de 200 mg
d’extrait préparé dans du méthanol a fait 1’objet d’une élution, a travers cette colonne,
préalablement préparé, avec du méthanol.

Des fractions de 10ml ont été récupérées, séchées, puis dissoutes dans du méthanol. Des
chromatographies sur couche mince de gel de Silice, ont été réalisées pour ces fractions, afin de
combiner celles présentant les méme profils chromatographiques, aussi bien sous UV (254,
366nm), révélation par la vanilline sulfurique, ainsi les mémes vis-a-vis du DPPH’, donnant ainsi
16 fractions pour ’extrait des écorces des racines et 20 fractions pour celui des feuilles.
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Toutes ces fractions ont été¢ séchées pour des tests ultérieurs, notamment une étude

phytochimique sur CCM et activité antibactérienne par la méthode de bioautographie.

I1.5.Séparation des extrais et des fractions des écorces des racines et des feuilles de P.
lentiscus par CCM

La chromatographie est une méthode physique de séparation de mélanges, en leurs
constituants ; elle est basée sur les différences d’affinité des substances, a 1’égard de deux
phases, I’une stationnaire ou fixe, 1’autre mobile. Elle est effectuée surtout, en vue d’une analyse
d’un mélange, pour la détection de ces différents constituants ou bien les séparées (Eloff et al.,

2005).

I1.5.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)
Chromatographie sur couche mince, ou sur plaque (CCM) est la plus utilisée pour la
séparation des extrais végétales. La phase stationnaire solide qui est a base de gel de silice est

fixée sur une plaque, et la phase mobile liquide, nommée €luant, est un solvant.

I1.5.2. Plaques CCM utilisées et mode opératoire

La chromatographie sur couche mince est effectuée sur des plaques de silice préfabriquée
(20%20 cm). Les plaque ont été coupées en quatre (10x10 cm), puis sont tracées pour limiter le
distances de migrations, des extrais et les fractions chromatographiques.

Une chambre de chromatographique avec 1’éluant choisi, qui un mélange solvants acétate
d’éthyle : acide formique : acide acétique: eau (100/11/11/26 ml) a été préparée et laisser
saturer, pendant une heure de temps.

Un trait horizontal a 1 cm environ du bord inferieur est tracé avec un crayon sur la plaque
chromatographique et a 1’aide d’une micropipette, 20ul ont été déposées, a partir de solutions
correspondant, a la concentration de Smg/ml, pour les extrais et les fractions
chromatographiques. Ensuite, la plaque est placée, en position légerement inclinée dans la cuve

chromatographique, de telle sorte qu’elle soit immergée a environ 0,5c¢m, dans la phase mobile
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Figure N° 9 : Photographie d’une chambre de chromatographie

Les plaques ont été observées a la lumiere du jour et sous une lampe UV (254nm et
360nm). Ensuite, elles ont été révélées, par la vanilline sulfurique et I’anisaldéhyde, préparées
selon la méthode de Stahl (1969) in Eloff et al., (2005). Aprés pulvérisation, avec les deux
révélateurs, les plaques de CCM ont été chauffées a 105°C : jusqu’au développement optimal de
la couleur (Eloff et al, 2005). Plusieurs colorations apparaissent en fonction du type de

composes.

I1.6. Détermination de ’activité antibactérienne des extraits des feuilles et des écorces des
racines et les fractions chromatographiques de P. lentiscus, par la méthode de
bioautographie

Afin d'identifier quelles sont les molécules responsables de l'activité antibactérienne dans
les différents extrais et fractions chromatographiques de P. lentiscus, nous avons adaptée la

méthode de bioautographie.

I1.6.1. Souches testées par la bioautographie

Apres avoir vue 1’effet antibactérien des extrais des €corces des racines et des feuilles de
P. lentiscus sur les treize souches testé, on a choisi deux souches pour la bioautographie. Une a
Gram- qui est Pseudomonas aeroginosa : ATCC 27853, et une autre a Gram+, notamment

Staphylococcus aureus : NCCB 89163.
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11.6.2. Bioautographie

Les plaques des différents extraits et les fractions chromatographiques obtenues, apres
une séparation sur CCM, décrite précédemment ont été séchées dans une étuve a 37°C, pendant
une nuit. 10 ml d’une suspension bactérienne de 10° UFC/ml a été ajoutée a 100 ml du milieu
Mueller-Hinton, stérilement (Schmourlo et al, 2005). Par la suite, une couche de 1 mm
d'épaisseur, de Mueller-Hinton, a été déposée sur la plaque CCM. Les plaques ont été, ensuite,
incubées pendant 18 h, a 37°C, dans des boites de pétri de 15cm de diametre. Enfin, les
différentes plaques de CCM ont été pulvérisées, avec une solution de chlorure de para-
iodonitrotétrazolium (INT) (2 mg/mL) et incubées, a nouveau pendant quatre heures. L'INT est
alors transformée par une déhydrogénase bactérienne, en un compos¢ d'une couleur rouge foncé.
L'inhibition de la croissance bactérienne est révélée par la présence de zones claires

(Buwa et al, 2007).
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III.1. Evaluation de P’activité antibactérienne des extraits des feuilles et les écorces des
racines de P. lentiscus :

Cette partie du travail vise a montrer la présence ou [’absence d’une activité
antibactérienne, sur les 5 extraits des €corces des racines et des feuilles de Pistacia lentiscus, a
savoir I’extrait éthanolique, extrait acétate d’éthyle, extrait aqueux acétate d’ethyle, extrait
chloroforme et aqueux du chloroforme, et le témoin qui est le méthanol pure, dont les extraits ont
été préparés. Alors nous avons opté pour la méthode de diffusion sur disques, une méthode
qualitative et quantitative, décrite par Gutierrez-Lug et ses collaborateurs (1996) et utilisés par
plusieurs auteurs (Ahmad et al, 2001 ; Penna et al., 2001).

Dans chaque disque 20 pl de I’extrait on été introduit, de fagon a avoir 100 pg d’extrait
par disque, soit une concentration de 5 mg/ml. Par la suite les boites sont mises au réfrigérateur,
pour une durée de 2h a 3h, afin de favoriser la diffusion de 1’extrait, pour incuber, par la suite, a
une température de 37°C, pendant 24h.

La taille de [D’inoculum est un paramétre déterminant de la fiabilité et de la
reproductibilité du résultat. Alors nous avons choisi un inoculum d’environ 10° UFC/cm®. Cette
charge nous a permis d’avoir un tapis de colonies uni et assez denses.

Certains extraits ont montré des zones d’inhibition non homogenes qui peuvent é&tre
attribuées, a un probléme de diffusion des d’extraits sur la gélose.

D’autres extraits ont montré une croissance de colonies autour des disques d’aspect
identique au reste du tapis bactérien, suivi d’une nette zone d’inhibition. Ces extraits ont été

considérés comme actifs, et les colonies ¢’est des mutants.

II1.1.1. Activité antibactérienne vis-a-vis la souche Vibrio cholerea: ATCC
Les diamétres des zones d’inhibition de 1’activité antibactérienne des extrais des écorces
de racines et feuilles de Pistacia lentiscus vis-a-vis Vibrio cholerea sont indiqués dans le tableau

VL

Tableau VI : diamétres des zones d’inhibition de 1’activité antibactérienne des extraits des écorces des racines et
feuilles de Pistacia lentiscus vis-a-vis Vibrio cholerea. Les résultats en mm.

Extraits Ecorce de racines Feuilles
éthanolique 1142 14+1
acétate d’¢thyle 9,33+0,58 17,75+0,35
aqueux ¢thyl acétate 10+1,73 15,33+0,58
chloroforme 9,67+1,15 14,67+1,15
aqueux Chloroforme 9,33+0,58 17+2
Méthanol 9,67+0,58 13+1,73
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Les résultats du tableau VI indiquent que les extraits des feuilles de Pistacia lentiscus
exhibent une activité antibactérienne, contrairement aux extraits de 1’écorce des racines, qui se
sont avéres inactifs.

Les extraits d’acétate d’éthyle et du chloroforme des feuilles ont donné une activité
importante, avec une zone d’inhibition de 17,75+0,35 mm et 1742 mm, respectivement. Quant
aux restes des extraits, I’effet antibactérien est modéré, avec des zones d’inhibition allant de
14£1 mm a 15,33+0,58mm.

Les résultats de Muhammad et ses collaborateurs (2011) ont révélé une Iégere sensibilité
de la souche Vibrio cholerea: ATCC 14035, vis-a-vis des extraits éthanoliques de fruit de
Spondias pinnata (Anacardiaceae). De ce fait, les feuilles de P.lentiscus pourraient étre une

source importante de composés inhibiteur de cette souche.

II1.1.2. Activité antibactérienne vis-a-vis la souche Salmonella typhimurium NCCB 1808 :
Les diametres des zones d’inhibition de ’activité¢ antibactérienne des extrais des écorces
des racines et feuille des Pistacia lentiscus vis-a-vis Salmonella typhimurium sont indiqués dans

le tableau VIL

Tableau VII : diameétres des zones d’inhibition de 1’activité antibactérienne des extraits des écorces des racines et
feuille de Pistacia lentiscus vis-a-vis Salmonella typhimurium. Les résultats sont indiqués en mm.

Extraits Ecorce de racines Feuilles
éthanolique 10+1,41 12,33+1,15
acétate d’éthyle 12,67+0,58 12,67+0,58
aqueux acétate d’éthyle 12+1,73 11,67+1,53
chloroforme 12,33+1,53 13,50+0,71
aqueux Chloroforme 12,67£2,52 17,50+2,12
Méthanol 11,33+1,53 11,67+1,53

D’apres le tableau VII, les extraits chloroforme et aqueux du chloroforme ont une activité
contre Salmonella typhimurium, avec un diamétre d’inhibition de 13,50+0,71 et 17,50+2,12mm,
respectivement.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Benhammou et ses collaborateurs (2008)
qui ont démontré que Salmonella typhi:404540 est sensible aux extraits éthanolique des feuilles
de Pistacia lentiscus.

L’acide gallique présent dans les extraits éthanolique de Caesalpinia mimosoides
(Leguminosae) exhibe une forte activité contre Salmonella typhi, rapporté par Chanwitheesuk et
ses collaborateurs (2007), nous laisse lier cette activité a la présence de 1’acide gallique dans les

feuilles de P.lentiscus, rapporté par la littérature (Romani et al., 2002).
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Les extraits de 1’écorce des racines du lentisque, par contre, n’ont révélé aucun effet
antibactérien contre Salmonella typhimurium.

Cette résistance de la souche Salmonella typhimuriuma été démontrée par
Rangasamy et ses collaborateurs (2007), sur les extraits méthanoliques des feuilles de Magifera

indica, une plante médicinale appartenant a la méme famille du lentisque (Anacardiaceae).

II1.1.3. Activité antibactérienne vis-a-vis la souche Shigella flexneris : NCCB 1406 :
Les résultats de 1’activité antibactérienne des extrais des écorces de racines et feuilles de
Pistacia lentiscus vis-a-vis Shigella flexneris ont indiqués dans le tableau VIIIL.

Tableau VIII : diamétres des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne des extraits des écorces des racines et
feuille de Pistacia lentiscus vis-a-vis Shigella flexneris.

Les extraits Ecorce de racines Feuilles
Ethanolique 11,33 +£0,58 13,67+1,53
Acétate d’éthyl 18+1,41 14,33+1,15
Aqueux éthyl acétate 12,67+1,53 13+1,41
Chloroforme 17+1,41 12,50+0,71
Aqueux Chloroforme 15+1 15+2
Methanol 13,83+0,29 12,33+1,15

Les résultats énumérés dans le tableau VIII indiquent que les extraits organiques,
notamment ’acétate d’éthyle et du chloroforme d’écorce de racines, ont exhibé d’importantes
zones d’inhibition, a savoir 18+1,41 et 17£1,41mm, respectivement. Par contre, ce sont les
extrait organique de l’acétate d’éthyle et aqueux du chloroforme des feuilles, qui se sont
démontrés actifs sur la souche Shigella flexneris (14,33+1,15 et 15£2mm, respectivement).

Ces résultats sont intéressants, par rapport aux résultats obtenus avec un extrait
éthanolique du fruit d’une plante appartenant a la méme famille du lentisque, notamment
Spondias pinnata (Anacardiaceae), a une concentration de 500ug/disc, contre la souche Shigella

boydii : ATCC 9361, avec une d’inhibition de 7+0,64 mm (Muhammad et al., 2011).

II1.1.4. Activité antibactérienne vis-a-vis la souche Klebsiella pneumoneae E47(résistante au
quinolones):

Le tableau IX énumere les diamétres des zones d’inhibition de 1’activité antibactérienne
des extrais des écorces de racines et feuille de Pistacia lentiscus vis-a-vis Klebsiella

pneumoneae.

30



Partie pratique Résultats et discussion

Tableau IX : diamétres des zones d’inhibition de ’activité antibactérienne des extraits des écorces de racines et
feuilles des Pistacia lentiscus vis-a-vis Klebsiella pneumoneae. Les résultats en mm.

Extraits Ecorce de racines Feuilles
Ethanolique 13,67 £2,08 14+1
Acétate d’éthyle 13,67+0,58 14,67+1,15
Aqueux éthyl acétate 13,33+1,53 14,33+1,53
Chloroforme 14+1,73 13+1
Aqueux Chloroforme 14,67+1,15 15,67+0,58
Méthanol 12,50+2,12 10,67+0,58

Seul I’extrait aqueux du chloroforme des feuilles de Pistacia lentiscus qui a montré un
effet antibactérien trés important (15,67+0,58mm), tandis que le reste des extraits des feuilles et
des écorces des racines de Pistacia lentiscus présentent des zones d’inhibition avoisinant 13 a 14
mm de diametre, contre Klebsiella pneumoneae.

Ces résultats paraient tres intéressant, par rapport aux résultats obtenus par Benhammou
et ses collaborateurs (2008), avec les extraits éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus et ce

avec une concentration 0,316g/mL, contre Klebsiella pneumoneae : 5215773.

III.1.5. Activité antibactérienne vis-a-vis la souche Pseudomonnas aeruginosa ATCC
27853 :

Les diametres des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne des extrais des écorces
des racines et feuilles des Pistacia lentiscus vis-a-vis Pseudomonnas aeruginosas ont indiqués

dans le tableau X.

Tableau X : diamétres des zones d’inhibition de I’activité antibactériennedes extrais des écorces des racines et
feuille des Pistacia lentiscus vis-a-vis Pseudomonnas aeruginosa.

Les extraits Ecorce de racines Feuilles
Ethanolique 11,67£1,53 15,5+0,71
Acétate d’ethyl 11,33+1,15 14,00+1,41
Aqueux éthyl acétate 11,67+1,53 12,67+1,15
Chloroforme 12,67+1,53 11,5+0,71
Aqueux Chloroforme 16,50+0,71 18+1
Methanol 11,50+0,71 10+1

A T’exception de I’extrait aqueux du chloroforme des extraits des écorces des racines de
Pistacia lentiscus (16,50+£0,71mm), tous les extraits n’ont présenté aucun effet inhibiteur vis-a-
vis de Pseudomonnas aeruginosa. Par contre cette derni¢re s’est montrée sensible a tous les

extraits des feuilles du lentisque. La plus importante activité est enregistrée avec I’extrait aqueux
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du chloroforme, avec un diamétre de zone d’inhibition de 18+1 mm, suivie de celle de 1’extrait

ethanolique qui est del5,5+0,7 Imm.

II1.1.6. Activité antibactérienne vis-a-vis les souches Staphylococcus aureus :
Les diametres des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne des extrais des écorces
de racines et feuilles de Pistacia lentiscus vis-a-vis Staphylococcus aureus sont indiqués dans le

tableau XI.

Tableau XI : diameétres des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne des extrais des écorces de racines et
feuilles de Pistacia lentiscus vis-a-vis Staphylococcus aureus. Les résultats sont indiqués en mm. Stl :
Staphylococcus aureus : NCCB 89163. St2 : Staphylococcus aureus ATCC 43300 (SARM).

. Ecorce de racines Feuilles
Les extraits
St1 St2 St1 St2
Ethanolique 12,67+2,08 11,33 £1,15 14+1,41 16,50+0,71
Acétate d’ethyl 17,17+1,26 11,50+0,71 11+1,41 14,5+0,71
Aqueux éthyl acétate 15,75+0,35 11,67+0,58 14,50+0,71 12,33+1,53
Chloroforme 11£1,73 11+1,41 13,50+0,71 12,33+0,58
Aqueux Chloroforme 14,50+0,71 10+1,41 11,504+2,12 10,50+0,71
Methanol 11,50+0,71 10£1,41 12,33+0,58 11,33+0,58

Les extraits organique, aqueux d’acétate éthyle et aqueux du chloroforme des écorces des
racines de Pistacia lentiscus ont présenté des zones d’inhibition importante, vis-a-vis de
Staphylococcus aureus 1 (Stl), dont les diametres des zones d’inhibition de 17,17£1,26 mm,
15,75+0,35 et 14,50+£0,71mm, respectivement. Par contre la souche Staphylococcus aureus 2
(St2) s’est montrée résistante, vis-a-vis de tous les extraits des écorces des racines du lentisque.

D’une autre part, seul 1’extrait éthanolique de feuilles de Pistacia lentiscus, ayant
démontré une activité importante inhibitrice, contre Staphylococcus aureus 2 (St2)
(16,5040,71mm).

En revanche, c’est la souche Staphylococcus aureus 1 (Stl) qui s’est montrée moins
sensible, vis-a-vis des extraits de feuilles de Pistacia lentiscus.

Les études de Bag et ses collaborateurs (2012) ont démontré que la souche
Staphylococcus aureus est sensible pour les extraits éthanolique des fruits de la plante Eugenia
jambolana (Myrtaceae), comparativement a celle des extraits acétoniques et des extraits aqueux.
Et la méme étude a démontre I’effet inhibiteur de I’extrait d’acétate d’éthyle, contre la méme
souche. Aussi une forte activité contre Staphylococcus aureus: ATCC 601 a été enregistrée avec

I’extrait éthanolique de feuilles de Pistacia lentiscus (Benhammou et al., 2008).
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II1.1.7.Activité antibactérienne souche Bacillus subtilis:
L’activité antibactérienne des extrais des écorces de racine et feuilles de Pistacia

lentiscus vis-a-vis Bacillus subtilis est indiquée dans le tableau XII.

Tableau XII : les diametres des zones d’inhibition de 1’activité antibactérienne des extrais des écorces de racines et
feuilles de Pistacia lentiscus vis-a-vis Bacillus subtilis. Les résultats sont indiqués en mm. Bcl : Bacillus subtilis
NCCB 1090. Be2 : Bacillus subtilis ATCC 6633.

. Ecorce de racines Feuilles
Extraits

Bcel Be2 Bel Bc2
Ethanolique 11,67 £1,15 10,33£1,15 1342 14+2
Acétate d’ethyl 10,67+1,15 10,33£0,58 12,67+2,52 14,67+1,15
Aqueux éthyl acétate 10,33+1,53 11,33+0,58 13+1 12,67+1,15
Chloroforme 11,67+1,53 9+1,41 11,67+2,08 12+1
Aqueux Chloroforme 13,33+2,31 10+1 14,50+2,12 13,67+0,58
Methanol 9,33+1,53 10,33+1,53 12,33£1,53 12+1

Les extraits de feuilles et des écorces de racines de Pistacia lentiscustestés n’ont
démontré aucun effet antibactérien contre Bacillus subtilis 1 (Bcl) et Bacillus subtilis 2 (Bc2), a
I’exception de I’extrait aqueux du chloroforme des écorces des racines, qui a présenté une
activité modérée, vis-a-vis Bacillus subtilis 1, avec un diamétre de zone d’inhibition
de 13,33+2,31 mm, en comparaison a celui obtenu avec le témoin négatif, qui est
de 9,33+1,53 mm.

Une étude menée par Sanchez-Medina et ses collaborateurs (2001) ont démontré la
sensibilit¢ de Bacillus subtilis : ATCC6633, aux extraits de racines de Jatropha gaumeri
(Euphorbiaceae) et la méme étude révele leur teneur en Pyrrolizidinic et alkaloides, responsable,
probablement de cet effet.

D’une autre part, il a été rapporté que la teneur en en quercetin-3-O-glycoside et la
kaempferol-3-O-glycoside, sont responsable de I’activité antibactérienne des extraits
méthanoliques, de 1’espece Mentha longifolia (Lamiacées) (Akroum et al, 2009). Donc on peut

attribuer cette activité a la presence de ces composés dans P.lentiscus révélés dans la littérature

(Romani et al., 2002).

I11.1.8. Activité antibactérienne souche Listeria innocua E47 (résistante au quinolones) :
Les diamétres des zones d’inhibition de 1’activité antibactériennedes extraits des écorces
de racines et feuilles de Pistacia lentiscus vis-a-vis Listeria innocua sont indiqués dans le

tableau XIII.
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Tableau XIII : diamétres des zones d’inhibition de 1’activité antibactérienne des extrais des écorces des racines et
feuilles de Pistacia lentiscus vis-a-vis Listeria innocua.

Extraits Ecorce de racines Feuilles
Ethanolique 13+1 13+1
Acétate d’ethyl 12,33+1,53 13+1,41
Aqueux éthyl acétate 13,67+1,53 13,50+2,12
Chloroforme 11,67+1,15 11,33+2,08
Aqueux Chloroforme 14,67+1,53 14+1
Methanol 12,33+0,58 12,67+0,58

Une activité plus ou moins importante des extraits aqueux du chloroforme des écorces de
racines et des feuilles, contre Listeria innocua, avec des diamétres de zones de 14,67+1,53 mm
et 14+1 mm, respectivement.
de feuilles

ATCC 1911

Le méme résultat a ¢été obtenu avec les extraits éthanoliques

de Pistacia lentiscus a été obtenue,

(Benhammou et al., 2008).

contre Listeria monocytogenes :

II1.1.9. Activité antibactérienne souche Escherichia Coli

Les diametres des zones d’inhibition de I’activité antibactérienne des extraits des écorces de
racines et feuilles de Pistacia lentiscus, vis-a-vis, Escherichia Coli sont indiqués dans le
tableau XIV.

Tableau XIV : diameétres des zones d’inhibition de 1’activité antibactérienne des extraits des écorces de racines et
feuilles de Pistacia lentiscus vis-a-vis Escherichia Coli. Les résultats sont indiqués en mm. Ecl : Escherichia Coli
NCCB 1. Ec2 : Escherichia Coli NAR. Ec3 : Escherichia Coli ATCC 25922.

. Ecorce des racines Feuilles
Extraits
Ecl Ec2 Ec3 Ecl Ec2 Ec3
Ethanolique 13,33 £0,58 | 9,50+0,71 12+1,63 17+1 11,33£0,58 11,67+1,70
Acétate d’éthyle 13,67+1,53 | 10,25+0,35 | 11,67+0,94 161 11,67+1,53 11,67+0,47
Aqueux acétate d’éthyle 13+1 10,67+2,08 10+1,41 13+1 12,67+£2,31 12,67+1,70
Chloroforme 15,33+0,58 10+1,73 11+0,82 13,17+0,29 11,67+1,53 12+2,16
Aqueux Chloroforme 13,67+1,53 9+1.41 11,33+0,94 | 16,33+0,58 14+1,73 13+£2,16
Méthanol 11,67+0,58 9,33£1,53 11+0,82 12+1 12,334£2,08 11,67+0,47

Les résultats du tableau N° montrent que les extraits testés ont des activités

antibactériennes variables sur les différentes souches d’ Escherichia Coli.

L’extrait du chloroforme des écorces des racines a présenté une activité importante sur

Escherichia Coli 1 (Ecl), traduite par un diametre de zone d’inhibition de 15,33+0,58 mm,

comparativement a celui du méthanol, qui est de 11,67+0,58 mm.

Par contre,

ce sont

les

extraits

¢thanolique,

acétate

d’éthyle

de

feuilles

de Pistacia lentiscus, ainsi que I’aqueux du chloroforme, qui ont présenté d’importantes zones
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d’inhibition, vis-a-vis, de Escherichia Coli 1 (Ecl), avec des diametres de zones d’inhibition
de 171 mm, 16 £1 mm et 16,334+0,58 mm, respectivement.

Les extraits des deux parties de plante n’ont pas présenté une activité, vis-a-vis,
Escherichia Coli 2 (Ec2) et Escherichia Coli 3 (Ec3).

Ces résultats sont en accord avec les résultats de Benhammou et ses collaborateurs
(2008), sur Escherichia coli 5044172, qui s’est montrée résistante, vis-a-vis, de 1’extrait

éthanolique de feuilles de Pistacia lentiscus.

I11.2. Etude chromatographique sur couche mince des extraits aqueux du chloroforme des
écorces de racines et des feuilles de Pistacia lentiscus, ainsi que leurs fractions

chromatographiques :

Des chromatographies sur couche mince (CCM) des extraits aqueux de chloroforme ainsi
que leurs fractions chromatographique sur gel de Sephadex LH-20 des deux parties de la plante
collectée, ainsi que quelques molécules de références ont été réalisées. une pulvérisation de la
vanilline sulfurique ainsi qu’avec le p-Anisaldehyde ont permis de visualiser les différentes

bandes.

I11.2.1. Etude phytochimique de I’extrait aqueux de chloroforme des écorces de racines
ainsi que ses fractions chromatographies sur gel de Sephadex LH-20 et les molécules de

références aprés révélation a la vanilline sulfurique :

Une certaine polarité, ainsi qu'une hydrolyse acide sont nécessaire pour une meilleurs
séparation, pour les composés complexes existants, afin d’avoir une meilleure séparation, en
comparaison avec plusieurs systémes qu’on a testé au niveau du laboratoire, notamment 1’acétate
d’éthyle/méthanol/eau;chloroforme/méthanol;chloroforme/méthanol/eau;chloroforme/méthanol/
acide formique..... etc. avec différents rapports volumiques, entre les solvants de chaque
systeme.

Le systéme polaire, acide : Acétate éthyl / Acide formique / Acide acétique /
Eau :(100/11/11/26) a été choisi pour la sépareration des différents extraits et fractions
chromatographiques.

La figure N°: 10 montre le chromatogramme de 1’extrait aqueux du chloroforme des

écorces de Pistacia lentiscus et ses fractions chromatographiques.
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Figure N°10: Chromatogramme de [’extrait Figure N°11: Chromatogramme des standards
aqueux de chloroforme des écorces de racines et pulvérisés a la vanilline sulfurique.l : Catéchine.
ses fractions pulvérisés a la vanilline sulfurique. 2 : Rutine. 3 : Acide Gallique. 4 : Acide Tannique.
Ext : Extrait aqueux du chloroforme. 3, 4, 5, 6, 7, 5: Acide cinnamique. 6: Acide Caféique. 7 :
10 : fractions chromatographiques. Sp : Spot. Acide p-coumarique. 8 : Quercitine.

D’apres la figure N°11, nous constatons que trois molécules de référence ont été révélées,
par la vanilline sulfurique, a savoir : catéchine, rutine et quercitine, avec de différents rapports
frontaux et différentes couleurs, rouge, jaune et orange, respectivement. Par contre, les autres
molécules de référence utilisées, notamment les acides gallique, tannique, cinnamique, caféique
et p-coumarique, n’ont pas ¢été mis en évidence par la vanilline sulfurique. Cela pourrait étre
expliqué par le seuil de détection du révélateur (vanilline sulfurique), qui nécessite une
concentration minimale pour le colorer (Sharma et al, 1998).

L’extrait aqueux du chloroforme, apres révélation par la vanilline sulfurique posséde neuf
spots de divers rapports frontaux, illustrant sa richesse en composés.

La fraction N° 10 de cet extrait a montré six spots, la fraction N° 7 a présenté trois spots
et les fractions N° 3, 4, 5 et 6 ont montré que deux spots. Cette différence en nombre de spots et
leurs rapports frontaux dans les différentes fractions chromatographiques, démontre clairement
une ¢lution de composés différents, au fur et a mesure de la récolte des fractions.

Le spot 6 (Sp 6) a été observé dans I’extrait et toutes ses fractions testées, ainsi pour le
spot4, qui est révélé dans I’extrait et les fractions N° 3, 4, 5 et 10, avec le méme rapport frontal,
mais avec des intensités de couleurs différentes, expliquant sa concentration dans les différentes
fractions.

Par contre les spots 1 et 2 ne sont présents que dans 1’extrait aqueux et la fraction N° 10.

Le spot 7 quant a lui, il est présent dans 1’extrait et la fraction N° 7 avec le méme rapport

frontal et la méme couleur (rouge), qui sont similaire a la molécule de référence, catéchine, ce
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qui nous laisse suggérer sa présence dans 1’extrait des écorces des racines de P.lentiscus et son
¢lution dans la fraction N°7.
La présence de catéchine pourrait étre expliquée par 1’hydrolyse acide de tannins

condensés présents dans P./entiscus, rapportés par la littérature (Azaizeh et al., 2010).

1I1.2.2.Etude phytochimique de I’extrait aqueux du chloroforme des feuilles ainsi que ses
fractions chromatographique de Pistacia lentiscus et les molécules de référence révélés a la

vanilline sulfurique :

Le chromatogramme de 1’extrait aqueux du chloroforme des feuilles de Pistacia lentiscus

et ses fractions chromatographiques sont montré dans la figure N°

Sp8
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Figure N°11 : Chromatogramme des standards

Figure N°12 : Chromatogramme de [Dextrait

aqueux de chloroforme des feuilles et ses fractions
pulvérisés a la vanilline sulfurique Ext : extrait aqueux
de chloroforme. 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19 :

pulvérisés a la vanilline sulfurique.1 : Catéchine. 2 :
Rutine. 3 : Acide Gallique. 4 : Acide Tannique. 5 :
Acide cinnamique. 6 : Acide Caféique. 7 : Acide p-

coumarique. 8 : Quercitine.

Fractions de I’extrait aqueux. Sp :Spot.

La figue ci-dessus montre que 1’extrait aqueux du chloroforme présente huit spots, la
fraction N° 11, quatre spots, tandis que les autres fractions exhibent entre un et trois spots
uniquement. Les fractions 5 et 16 n’ont donné aucun spot.

Le spot 5 présent dans I’extrait et plusieurs fractions, notamment les fractions N°10 et 11,
est de méme couleur que la quercitine, révélée dans le chromatogramme des molécules de

référence. Ainsi la quercetine est probablement présente dans le spot 5 des fractions10 et 11.
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Ce résultat est en concordance avec les données obtenues par plusieurs études qui ont
caractérisé la quercetine dans les extraits de Pistacia lentiscus, sous une forme glygosylée
(Kawashty et al., 2000; Romani et al., 2002).

Le spot 7 de I’extrait aqueux du chloroforme, présent dans les fractions N° 11 et 14, avec
le méme rapport frontal, est de méme couleur et rapport frontal que la catéchine, suggérant la

présence probable de la catéchine dans I’extrait et les fractions N°11 et 14.

I11.2.3. Etude phytochimique de I’extrait aqueux de chloroforme des écorces de racines
ainsi que leurs fractions chromatographique de Pistacia lentiscus et les molécules de
références révélés a D’anisaldehyde : les chromatogrammes sont montrés dans les figures

suivantes :
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Figure N°13: Chromatogramme de I’extrait aqueux de Figure N°14: Chromatogramme des standards
chloroforme d’écorce de racines et ses fractions pulvérisés pulvérisés a I’anisaldehyde des molécules de
a I’anisaldehyde. Ext : Extrait aqueux de chloroforme. 3, 4, référence 1 : Catéchine. 2 : Rutine. 3 : Acide Gallique.
5,6, 7,10 : fractions chromatographiques. Sp : Spot. 4 : Acide Tannique. 5 : Acide cinnamique. 6 : Acide

Caféique. 7 : Acide p-coumarique. 8 : Quercitine.

La figure N°14 nous montre que six molécules de référence ont été révélées par
I’anisaldehyde, a savoir : catéchine, rutine, acide Gallique, acide Tannique, acide caféique et la
quercitine, contrairement a la vanilline qui a révélé que trois.

L’extrait aqueux du chloroforme des écorces de racines de Pistacia lentiscus apres
révélation par I’anisaldehyde posséde six spots, de divers rapports frontaux. La fraction N° 7 de
cet extrait a montré quatre spots, les autres fractions (N° 3, 5, 6 et 10) ont présenté que deux
spots chacune.

Le spot 4 s’est montré présent dans 1’extrait et toutes les autres fractions testées, sauf la
fraction N° 10. Le spot 6 (Sp 6) est observé dans I’extrait et les fractions N° 6, 7 et 10, il est de
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méme rapport frontal et de couleur semblable a la catéchine. Cette observation ce qui peut étre

probablement de la catéchine.

I11.2.4. Etude phytochimique de I’extrait aqueux de chloroforme des feuilles ainsi que ses
fractions chromatographique de Pistacia lentiscus et les molécules de référence révélés a

I’anisaldehyde :
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Figure N°15:Chromatogramme de I’extrait aqueux de
chloroforme des feuilles et ses fractions de Pistacia
lentiscus pulvérisés 1’anisaldehyde,. Ext :extrait aqueux
de chloroforme. 5, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19 :
Fractions de ’extrait aqueux. Sp : Spot.

Figure N°14: Chromatogramme des standards
pulvérisés a [I’anisaldehyde,. 1: Catéchine. 2:
Rutine. 3 : Acide Gallique. 4 : Acide Tannique. 5 :
Acide cinnamique. 6 : Acide Caféique. 7 : Acide p-
coumarique. 8 : Quercitine.

On remarque que ’extrait aqueux du chloroforme des feuilles de Pistacia lentiscus révélé
a I’anisaldehyde, a présenté six spots. La fraction N° 14 et 8 ont montré cinq spots, les fractions
N°5,6,9, 10, 11, 15 et 19 ont présenté trois spots, par contre la fraction N°4, 17 et 18 n’ont
présenté aucun spot.

Le spot 2 s’est apparu dans 1’extrait et presque toutes ses fractions testées sauf les
fractions N° 4, 17 et 18.

Le spot 1 est présenté dans I’extrait et les fractions N° 8, 14, 15 et 19 et elle a une couleur
rouge comme la catéchine, mais de rapport frontal différent avec cette derniere, ce qui peut
suggérer que le spot 1 est de la catéchine.

Le spot 3 est présent dans l’extrait et il est de méme couleur (jaune brun) que la

quercitine, ce qui nous permet de supposer que c’est de la quercitine. Aussi, ce spot s’est apparu
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dans plusieurs autres fractions a savoir les fractions N° 5, 6, 8, 9, 10, 11, 14 et 15 avec de
différents rapports frontaux et de couleurs rapprochées.

Le spot 5 est présent dans les fractions N° 8, 11 et 14, il est de méme rapport frontal que
I’acide tannique, ce qui nous emmene a suggere sa présence dans ’extrait et les fractions.

Le dernier spot de la fractionl9, présente une couleur et un rapport frontal, similiares a
ceux de I’acide gallique, alors il est fort probable que ¢a soit de I’acide gallique.

En effet, la teneur en tannins hydrolysables est estimée a 70% des composés phénoliques
totaux, au niveau des feuilles de P. lentiscus, rapportée par Romani et ses collaborateurs (2002).

De plus, Abdelwaheb et al., (2007) ont isolé le penta-galloylglucose,a partir des feuilles

de P. lentiscus.un tannin hydrolysable, qui en s’hydrolysant donne de I'acide gallique.

II1.3.Etude de Pactivité anitbactérienne des extraits et des fractions chromatographiques
des racines des écorces et des feuilles de Pistacia lentiscus par la méthode

bioautographique

I11.3.1. Bioautographie sur la souche Staphylococcus aureus NCCB 89163
I11.3.1.1. Bioautographie sur la souche Staphylococcus aureus NCCB 89163 des extraits et
fractions chromatographique des écorces de racines Les figures ci-dessous montrent les

profils bioautographiques, avec la souche Staphylococcus aureus NCCB 8§9163.

Figure N°17: Chromatogramme des extraits de 1’écorce de Figure N°18: Chromatogramme des molécules de
racines de Pistacia lentiscus, obtenus par CCM. apres culture référence, obtenus par CCM. aprés culture bactérienne et
bactérienne et révélation au INT. 1 : Extrait éthanolique, 2 : révélation au INT. 1: Catéchine, 2: Rutine, 3: Acide
Extrait d’éthyl acétate, 3 : Extrait aqueux d’ethyl acétate, 4 : Gallique, 4: Acide Tannique, 5: Acide cinnamique, 6:
Extrait de chloroforme, 5 : Extrait aqueux de chloroforme. Acide Caféique, 7: Acide p-coumarique, 8: Quercitine.
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Figure N°19: Chromatogramme de ’extrait aqueux du
chloroforme de I’écorce de racines de Pistacia lentiscus et ses
fractions, obtenus par CCM. aprés culture bactérienne et
révélation au INT. Ext: Extrait aqueuxduchloroforme, 3, 5,

6,7, 10 : fraction chromatographiques.

Il ressort de la figure N° 18 que les molécules de référence, catéchine, acide gallique,
acide caféique et quercitine exhibent des zones d’inhibition, vis-a-vis Staphylococcus aureus.

D’apres Bruneton (1999) et Kuete et ses collaborateurs (2008), la catéchine exhibe une
importante activité antibactérienne, vis-a-vis d’une large gamme de bactéries. Cette capacité est
due a son degré d’hydroxylation, car avec le groupement 5 hydroxy (-OH), la croissance
bactérienne est inhibée.

De méme, les travaux de Stapleton et ses collaborateurs (2004) ont confirmé I’activité
inhibitrice de la catéchine et ses dérivés contre la souche Staphylococcus aureus
(Oxacilline résistante).

La figure N° 17 nous montre une zone non colorée au révélateur, au niveau de 1’extrait 5
(extrait aqueux du chloroforme) qui correspond a une zone d’inhibition. En effet, le sel de
tetrazolium, incolore, agit comme un accepteur électronique, il est réduit a un produit le
formazan de couleur rouge par des organismes biologiquement actifs, et reste clair 1a ou il n’y
pas eu de croissance bactérienne (Buwa et al., 2007).

Aucune fraction chromatographiques testées n’a donné d’activité antibactérienne, sur
Staphylococcus aureus. Ce qui nous laisse supposer que 1’activité est due a un effet de synergie
entre les différents composés, ou elle est attribué a une fraction non testée.

Apres révélation a la vanilline, et a ’anisaldehyde, on a constaté la présence probable de
la catéchine dans I’extrait aqueux du chloroforme et les fractions N°6, 7 et 10 et comme ces

fractions n’ont pas donné de zone d’inhibition, alors on peut suggérer que la catéchine présente
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dans cet extrait ou ces fractions est issus de I’hydrolyse acide des tannins condensés présents

dans P. lentiscus, et de ce fait les groupement responsables de 1’effet antibactérien sont altérés.

I11.3.1.2. Bioautographie sur la souche Staphylococcus aureus NCCB 89163 des extraits et

fractions chromatographique des feuilles

Figure N°19: Chromatogramme de I’extraits aqueux de
chloroforme de feuilles de Pistacia lentiscus et ses fractions,
obtenus par CCM, apres culture bactérienne et révélation au
INT. 4,5,6,8,9, 10 : fractions testées.

Figure N°21: Chromatogramme de Dextraits aqueux de
chloroforme de feuilles de Pistacia lentiscus et ses fractions,
obtenus par CCM, apres culture bactérienne et révélation au INT.
11,12, 14, 15,17, 18, 19 : fractions testées.

Figure N°20: Chromatogramme des extraits de feuilles de
Pistacia lentiscus et ses fractions, obtenus par CCM, aprés
culture bactérienne et révélation au INT .1 : extrait ethanolique,
2 :extrait ethyl acétate, 3 : extrait aqueux d’éthy acétate, 4 :
extrait de chloroforme, 5: extrait aqueux de chloroforme.
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D’apres la figure N°20 1’extrait éthanolique et aqueux d’acétate éthyle ont donné chacun
une seule zone d’inhibition, au niveau des dépots, et deux zones d’inhibition au niveau de
I’extrait aqueux du chloroforme.

Cette activité antibactérienne des extraits 1 et 3, sont liés aux composés de haut poids
moléculaires, qui n’ont pas migré dans ce systéme, probablement les proanthocyanidines,
rapportés par la littérature (Romani et al., 2002).

Par contre, la bioautographie des fractions testées, n’a démontré aucune zone
d’inhibition.

D’apres la révélation a la vanilline et I’anisaldehyde, la quercitine était suposéeprésente
dans I’extrait aqueux du chloroforme et les fractions 8, 11, 14 et 19.

Donc les deux zones d’inhibitions pourraient étre dues a la quercitine. Et comme y pas de
zone d’inhibition dans ces fractions, alors elles agissent en synergie ou le composé probablement
présent agit en complexe ou sous forme d’une dérivés glycosylée, ou carrément la concentration
dans le spot en ce composé n’est pas suffisante pour avoir un effet antibacterien.

Benhammou et ses collaborateurs (2008), la présence de certains flavonoides glycosylés
(Q-3G, K-3-G, My-3-G) ont conduit a une activité antibactérienne notamment contre la souche

Staphylococcus aureus : ATCC 601.
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I11.3.2. Bioautographie sur la souche Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853
I11.3.2.1. Bioautographie sur la souche Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 des extraits et
fractions chromatographique des écorces de racines

Les résultats de la bioautographie des molécules de référence, des extraits et des fractions

de I’extrait aqueux du chloroforme sont indiqués dans les figures suivantes :

Figure N°23: Chromatogramme des extraits des écorces de Figure N°22: Chromatogramme des standards, obtenus par

racine de Pistacia lentiscus, obtenus par CCM. aprés culture CCM. apres culture bactérienne et révélation au INT. 1:catéchine,
2:Acide Gallique, 3:Acide Caféique, 4:Acide Tannique, 5:Acide

bactérienne et révélation au INT. 1: extrait ethanolique, 2 : : g d . . -
cinnamique, 6:rutine, 7: Acide p-coumarique, 8: Quercitine.

extrait d’ethyl acétate, 3 : extrait d’aqueux ethyl acétate, 4 :
extrait de chloroforme, 5 : extrait d’aqueuxde chloroforme.

Figure N°24: Chromatogramme de Dextrait aqueux de
chloroforme des écorces de racine de Pistacia lentiscus, et ses
fractions chromatographiques obtenus par CCM. Apres culture
bactérienne et révélation au INT .5, 6, 7: fractions
chromatographiques testées.
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La figure N° nous donne le profil des zones d’inhibition des molécules de références, ou
la catéchine, I’acide tannique et la quercitine ont donné de zones d’inhibition nettes vis-a-vis de
Pseudomonas aerogenosa.

Cette activité inhibitrice de ces molécules de références contre Pseudomonas aerogenosa
est démontrée par les travaux de Redriguez et ses collaborateurs (2007).

La bioautographie de I’extrait aqueux du chloroforme montre une seule zone d’inhibition,
et aucune n’a été constatée au niveau des fractions testées.

Cette activité inhibitrice pourrait étre liée a la présence probable de la catéchine a ce
niveau, déja observé par révélation, avec la vaniline sulfurique.

I11.3.2.2. Bioautographie sur la souche Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 des

extraits et fractions chromatographique des feuilles

Figure N°25: Chromatogramme de D’extrait aqueux de Figure N°26: Chromatogramme des extraits de feuilles
chloroforme de feuilles de Pistacia lentiscus et ses fractions de Pistacia lentiscus, obtenus par CCM. aprés culture
chromatographique, obtenus par CCM. Aprés culture bactérienne et révélation au INT. 1 : extrait ethanolique, 2 :
bactérienne et révélation au INT 5, 8, 9, 10 et 1lfractions extrait ethyl acétate, 3 : extrait aqueux acétate ethyl, 4:
testées. extrait de chloroforme, 5 : extrait aqueux de chloroforme.
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Figure N°27: Chromatogramme de D’extrait aqueux de
chloroforme de feuilles de Pistacia lentiscus et ses fractions
chromatographique, obtenus par CCM. Aprés culture
bactérienne et révélation au INT. Ext: etxtrait d’aqueux de
chloroforme. 12, 14, 18 et 19 fractions testées.

La bioautographie contre Pseudomonas aerogenosa montre une zone d’inhibition au
niveau de I’extrait aqueux du chloroforme, et au niveau la fraction N° 19 qui correspondrait a la

quercitine, révélé par la vanilline et I’anisaldehyde, et confirmé par la figure N°.
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Conclusion et perspectives

Ce travail a pour but d’effectuer des tests antibactérien des cinq extraits des écorces
des racines et des feuilles a savoir; éthanolique, acetate ethyle, aqueux ethyle acetate,
chloroforme et aqueux de Pistacia leniscus et leurs fractions chromatographiques récupérer
par chromatographie sur gel sephadax LH20 par méthode de bioautographie sur Pseudomonas
aeroginosa : ATCC 27853 et Staphylococcus aureus : NCCB 89163.

Des tests de 1’activité antibactérienne des cinq (05) extraits des écorces des racines et
des feuilles, ainsi que les méthanol, ont été effectuées au premier lieu sur 13 souches Vibrio
cholera ATCC ; Salmonella typhimurium : NCCB 1808 ; Shigella flexneris : NCCB 1406 ;
Klebseilla pneumonia : E47 (résistante au quinolones) ; Pseudomonas aeroginosa : ATCC
27853 ; Staphylococcus aureus 1 (Stl): NCCB 89163, Staphylococcus aureus 2 (St2):
ATCC 43300 (SARM) ; Bacillus subtilis 1 (Bcl): NCCB 1090, Bacillus subtilis 2 (Bc2) :
ATCC 6633 ; Listeria innocua: CLIP 74915 ; Escherichia coli 1 (Ecl): NCCB 1,
Escherichia coli 2 (Ec2) : NAR, Escherichia coli 3 (Ec3) : ATCC 25922, par la méthode de
diffusion sur disque, a une concentration de 100ug/ disque. Des zones d’inhibition des
diametres variables ont été observées.

L’évaluation quantitative de 1’activité antibactérienne de ces tests montre que montre
que ’extrais aqueux de chloroforme des deux partie de la plante a montré un bon spectre
d’activités sur plusieurs souches.

Par la suit une étude phytochimique de 1’extrait aqueux chloroforme des écorces des
racines et des feuilles de Pistacia lentiscus et ces fractions chromatographiques ont été
effectuées, et cela par séparation des extraits par chromatographie sur couche mince. Les
plaques CCM obtenues sont ensuit révélées a la vanilline sulfuriques et a I’anisaldihyde.

La comparaison des résultats obtenu par rapport aux molécules de référence testées
nous laisse supposer la présence de deux substances dans I’extrait aqueux chloroforme des
écorces des racines et des feuilles de Pistacia lentiscus et certaines de ces fractions
chromatographiques, a savoir la catéchine et la quercitine, qui sont responsable de ’activité
antibactérienne. Comme il a été rapporté par la bibliographie.

En fin une étude des activités antibactérienne des extraits des €corces des racines et
des feuilles de Pistacia lentiscus et les fractions chromatographiques de 1’extrait aqueux du
chloroforme des parties de la plante a été effectué par la méthode de bioautographie ; une
méthode qui consiste a caractérisé la substance responsable de 1’activité inhibitrice dans les

extraits ou les fractions chromatographiques.
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Les zones d’inhibition montrées par la bioautographie sur les deux souches
Pseudomonas aerugenose ATCC 27853 et Staphylococcus aureus NCCB 89163 sont lies a la
présence probable de la catéchine et de la quercitine. Comme il a été suggéré dans 1’étude
phytochimique.

Nous pouvons donc conclu que la présence probable de la catéchine et de la
quercitine dans 1’extrait aqueux chloroforme des écorces des racines et des feuilles de
Pistacia lentiscus et certaines de ses fractions chromatographiques est le responsable sur
I’activité antibactérienne.

Les résultats obtenus dans ce travail méritent d’étre affinés, il serait intéressant :

e De déterminer I’activité antibactérienne de I’extraits aqueux chloroformes des
écorces des racines et des feuilles de Pistacia lentiscus et tous ses fractions
chromatographiques par bioautographie sur plusieurs autre souches non testées.

e Derécupérer les substances appariées actifs et de les caractériser.

e De déterminer les concentrations minimales inhibitrices et bactéricides de ces
substances caractérisées.

e De déterminer le spectre d’action de ces substances et de tester leurs activités et
toxicité in vivo.

e De faire une étude pharmacologique sur ces substances dans le but de mettre en place

des traitements naturels de maladies infectiecuses mieux tolérés et moins onéreux.
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Annexe I : Préparation de la solution Mc Farland

Préparer 1’étalon 0,5 Mc Farland, en versant 0,5ml d’une solution de Ba CI2
dishydraté a 1% (10g/1), dans une éprouvette de 100ml. Compléter a 100ml avec du H2 SO4 a
1% (10ml/1). Ainsi préparé, il doit avoir une D.O. de 0,08 2 0,1 lue a 625 nm.

Aliquoter la solution en volumes de 10ml, dans des tubes identiques a ceux qui
serviront a la préparation des inoculum (le nombre d’aliquotes sera fonction du nombre de
manipulateurs).

Sceller ces tubes de fagon a éviter toute évaporation (parafilm, ruban adhésif).

Repérer le niveau du liquide a ’aide d’un marqueur, et le contrdler régulicrement en
prenant la densité optique.

Conserver les tubes a température ambiante et a 1’abri de la lumiere (papier
aluminium).

Homogénéiser le tube étalon avant de le comparer a I’inoculum préparé : inoculum et

¢talon doivent avoir la méme turbidité lorsqu’ils sont examinés sur un fond rayé.



Annexe II : Activité antibactérienne des extraits.

1 : Extrait ethanolique ; 2 : Extrait d’acétate ethyl ; 3 : Extrait aqueux acétate ethyl ; 4 :

Extrait de chloroforme ; 5 : Extrait aqueux de chloroforme ; M : Méthanol.

Souches

Extraits des écorces
des racines de
Pistacia lentiscus

Extraits de feuilles de
Pistacia lentiscus

Bacillus subtilis 2 (Bc2) :

ATCC 6633

Bacillus subtilis 1 (Bcl) :

NCCB 1090

Staphylococcus aureus 1
(Stl) : NCCB 89163

Staphylococcus aureus 2
(St2) : ATCC 43300
(SARM).

Listeria innocua : CLIP
74915

Vibrio cholerea : ATCC




Salmonella typhimurium :
NCCB 1808

Shigella flexneris : NCCB
1406

Klebseilla pneumonia : E47
(résistante au quinolones)

Pseudomonas aeroginosa :
ATCC 27853

Escherichia coli 1 (Ecl) :
NCCB 1

Escherichia coli 2 (Ec2) :
NAR

Escherichia coli 3 (Ec3) :
ATCC 25922







Annexe III : la préparation et Le mécanisme de la réaction des révélateurs utilisés.
¢ Vanilline sulfurique

C’est un réactif a spectre large qui permet la détection des terpernoides, des dérivés de
type phenylpropane et des phénols. Elle est obtenue a partir du mélange (v/v) d’une solution
¢thanolique d’acide sulfurique et d’une solution éthanolique de vanilline a 1%. Les deux
solutions sont préparées comme suit :

Solution I : mélanger a volume égal de 1’éthanol a 96% et de 1’acide sulfurique
concentré. Solution II : dissoudre 1g de vanilline dans de I’acide sulfurique a 96%.

La solution de pulvérisation est obtenue en effectuant un mélange a volume égal de la
solution I et de la solution II. Apres pulvérisation, la plaque est chauffée a 105 °C pendant

une dizaine de minutes avant observation des taches obtenues.

+ L’anisaldéhyde
Ce réactif est préparé comme suit :
e mélanger 0,5 ml d’anisaldéhyde (4-méthoxybenzaldéhyde) avec 10 ml d’acide
acétique glacial.

e ajouter 85 ml de méthanol puis mélanger

e Ajouter 5 ml d’acide sulfurique concentré

La solution ainsi obtenue est homogénéisée et gardée a 4°C pendant toute la durée
d’utilisation. On pulvérise environ 10 ml de la solution sur le chromatogramme puis on
chauffe a 100°C pendant 10 minutes. Le chromatogramme peut étre examiné a la lumicre UV
(365 nm).

Le mécanisme de la réaction de 1’anisaldéhyde avec les stéroides n’est pas encore
¢lucidé. Il a été rapporté que plusieurs réactions non quantitatives se produiraient
simultanément. Ces réactions se produiraient au cours de la condensation d’un intermédiaire

cyclopentenyl avec 1’anisaldéhyde pour donner la coloration obtenue.



Annexe IV : composition des milieux de culture utilisés (1 1 d’eau)

Bouillon nutritif Chapman (g/I)
Macération de viande Peptone........cooovviiiiiiiiiii 11
(ou extrait de viande + eau distillée.....1 Extraitde viande........................e 1
litre peptone Chlorure de sodium ........................... 75
EYPSIQUE. .. eneeeieeiee e 15 Mannitol...............ooiii 15
NaClouKcl......ooooiiiii S5 | Agar.. i 15
pH 7,2 Rouge de phénol........................... 0.025
pH 7,8
Mueller-Histone (g/I) Gélose salmonella-shigella (g/I)
Infusion de viande de beeuf................ 300 |Extrait de viande beeuf........................ 5
Hydrolysat de caséine.............. 17.5 |Polypetone............coevviiiiiiiiiiiiiiann... 5
Amidon.........cooiiiiiii 1.5 | LactoSe. ...ooveuiieiniiiiiiiiieiee 10
Agar. .o 17 |Sels biliaires.........ccooviiiiiiiiiinian, 8.5
pH 7,5 Citrate de sodium.............cooeveiinninn.e. 10
Thiosulfate de sodium...........cccccecveveeen... 8.5
de milieu déshydraté......................... 38 |Citrate ferrique...........ooeviiiiiiiiiinnan 1
d’eaudistillée ..., 11| GElOSE. .., 13.5
pH=7.3 Vertbrillant........................oee 0.00033
Rouge neutre..............oooeeviiii. 0.025
pH 7,0
PCA (g/1) Eau physiologie (g/1)
NaCl oo 8.5
Tryptone.......coovvviiiiiiiii e 05 [Peptone .....oovvviviiiiiiiii i 1
Estraisde levure.............oovvviviiiiinnn. 2,5 |Eaudistillée ..., 11
GIUCOSE. ... 01
AGAT.. .o 15 pH 7,0




Résumé :

La problématique de la résistance aux antibiotiques rappelle, qu'il est important de trouver de
nouvelles molécules possédant une activité antibactérienne, qui agissent sur des cibles
cellulaires différentes de celles visées par les antibiotiques. Les extraits et les fractions
chromatographiques des €corces de racines et des feuilles de Pistacia lentiscus L. ont été
testés, par bioautographie contre des souches bactériennes pathogeénes. De plus, une étude
phytochimique apres révélation a la vanilline et I’anisaldehyde a été évaluée, par
chromatographie sur couche mince. Les résultats révélent la présence probable de la
quercetine et de la catéchine dans 1’extrait aqueux du chloroforme des deux parties testées, qui
seraient responsables de [’activité¢ antibactérienne contre Staphylococcus aureus : NCCB

89163 et Pseudomonas aeroginosa : ATCC 27853.

Mots clés:  Pistacia lentiscus L., Bioautographie, composés phénoliques, Pseudomonas aeroginosa,

Staphylococcus aureus.

Abstract :

The problems of antibiotic resistance, remind us that it's important to find new molecules with
antibacterial activity, acting on cellular agents other than those targeted by antibiotics.
Pistacia lentiscus L. root barks and leaves extracts and their chromatographic fractions were
tested by bioautography against pathogenic bacterial strains. In addition, phytochemical
study, on thin layer chromatography, with a revelation with vanillin and anisaldehyde was
evaluated. The results show the probable presence of quercitin and catechin in the aqueous
extract of chloroform, which would be responsible for antibacterial activity against

Staphylococcus aureus: NCCB 89163 and Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853.

Keywords: Pistacia lentiscus L., Bioautography, phenolic compounds, Pseudomonas aeroginosa,

Staphylococcus aureus.



