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Abstract:

Pistacia species from the Anacardiaceae family are widely distributed in Algeria. In this
work, the crude extracts of Pistacia lentiscus collected in Timizart-Loghbar region (Kabylie)
in center north from Algeria, were obtained by aqueous extraction (EA), ethanolic extraction

(EE) and aqueous extraction assisted by sonication (ES) of the leaves .

The study was conducted to determine the antibacterial activities of Pistacia lentiscus leaves
against both bacteria using the disc diffusion method and minimum inhibitory concentration
(MIC). For gram-negative: Escherichia coli, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa, and for gram-positive: Staphylococcus aureus, Enterococcus

faecalis, Bacillus cereus were used as test bacterial strains.

The yield of crude extracts of Pistacia lentiscus leaves were respectively 21.6%, 15.2% and

9.2% for ethanolic extract , aqueous extract and aqueous extract assisted by sonication.

In the present study gram-negative strains such as Escherichia coli, Citrobacter freundii, and
Klebsiella pneumoniae are not sensitive to the extracts of Pistacia lentiscus with the
exception of Pseudomonas aeruginosa which has shown inhibition zones of 18.666+1.154, 17
+0 and 12.333+0.577 mm respectively for EA, ES and EE extracts.

With the exception of Enterococcus faecalis which showed no sensitivity, extracts from
Pistacia lentiscus leaves were found to be active against gram-positive such as Bacillus
cereus and Staphylococcus aureus at maximal zones of inhibitions of 18.666+1.154 and
20.333+6.350 mm, respectively.

The minimal inhibitory concentration values against these sensitive bacteria ranged from
0.005 to 0.01 g/mL.

Keywords: Pistacia lentiscus, crude extracts, antibacterial activities.



Résumé :

Les espéces de Pistacia appartenant a la famille des Anacardiaceae sont largement distribuées
en Algérie. Dans cette étude, les extraits bruts des parties aériennes de Pistacia lentiscus, qui
a été récoltée dans la région de Timizart-Loghbar (Kabylie), située au centre-Nord de
1’ Algérie, ont été obtenus par une extraction aqueuse (EA), une extraction éthanolique (EE) et

par une extraction aqueuse assistée par sonication (ES).

L’étude a ét¢ menée en vue de déterminer les activités antibactériennes des feuilles de
Pistacia lentiscus vis-a-vis des bactéries via I’utilisation de la méthode de diffusion par disque
et de la concentration minimale inhibitrice (CMI). Pour les Gram négatifs : Escherichia coli,
Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, et pour les Gram
positifs : Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus ont été utilisées

comme souches bactériennes d’essai.

Le rendement des extraits bruts des feuilles de Pistacia lentiscus était de 21.6%, 15.2% et

9.2% respectivement pour les extraits EE, EA, et ES.

Dans cette présente étude les gram-négatifs tels que Escherichia coli, Citrobacter freundii, et
Klebsiella pneumoniae ne sont pas sensibles aux extraits de Pistacia lentiscus a I’exception de
Pseudomonas aeruginosa qui a montré des zones d’inhibitions de 18.666+1.154, 17 +0 and
12.333+0.577 mm respectivement pour les extraits EA, ES et EE.

A Texception d’Enterococcus faecalis qui n’a montré aucune sensibilité, les extraits des
feuilles de Pistacia lentiscus se sont avérés plus actifs vis-a-vis des gram-positifs tels que
Bacillus cereus et Staphylococcus aureus avec des zones maximales d’inhibition de
18.666+1.154, 20.333+6.350 mm, respectivement.

Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices vis-a-vis de ces bactéries vont de 0.005
a0.01 g /mL.

Mots clefs : Pistacia lentiscus, extraits bruts, activité antibactériennes.
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Introduction

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

parfums et dans les préparations culinaires (BELFADEL, 2009).

L'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants de
la planéte ont recours aux médecines traditionnelles a base de plantes en tant que soins de
santé primaire (FAMSWORTH et al., 1985; FLEURENTIN et PELT, 1990). A l'origine, ces
ressources étaient employées sous leur forme brute, puis au fil du temps, les différentes
préparation d'extraits et de concentrés ont permis d'en intensifier I'effet médicinal (TYLER,
1999).

De part sa richesse en métabolites secondaires, notamment en polyphénols, un

intérét particulier, notamment dans la pharmacologie, est conféré a Pistacia lentiscus.

Par ailleurs, I’émergence de la multi-résistance des germes aux antibiotiques, nous
incite a nous pencher vers des alternatives de rechange tel que le recours aux composés

phytochimiques actifs issus de plantes médicinales autochtones telles que Pistacia lentiscus.

C’est dans ce contexte que nous avons jugé intéressant d’évaluer in vitro ’activité
antibactérienne des extraits bruts obtenus a la suite d’extractions aqueuse, aqueuse assistée
pas sonication et éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus issue de la région Timizart-

Loghbar.
Le mémoire est organisé en plusieurs parties :

La premiere partie constitue la synthése bibliographique, et est divisée en deux
chapitres ; un premier chapitre est consacré a une présentation de Pistacia lentiscus, le
deuxieme chapitre traite des composés phytochimiques biologiquement actifs de cette plante.

La seconde partie traite en deux chapitres la partie expérimentale, le premier est
consacré a la présentation du matériel et des méthodes expérimentales ayant permis la
réalisation de ce travail, le second chapitre est consacré a la description et a la discussion des
résultats obtenus. La fin du mémoire et reservé a la conclusion, aux perspectives

envisageables et aux références bibliographiques.
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Présentation de Pistacia lentiscus

Le genre Pistacia appartient a la famille des Anacardiacées, il comprend au moins 11
espéces ayant en quasi-totalité une aire de répartition tropicale et subtropicale (ZOHARY,
1952 ; KOKWARO et GILLETT, 1980). Pistacia est sensé provenir de 1’Asie centrale il y a
80 millions d’années (PARFITT et BADENES, 1997; KAFKAS et PERL-TREVES, 2002).

Il compte quatre régions phytogeographiques : méditerranéenne, irano-touranienne, sino-
japonaise et mexicaine (SEIGUE, 1985 in AIT SAID, 2011).

LINNAEUS (1753) a été le premier a établir le genre. La premiére monographie du genre a
été fournie par ENGLER (1883), ou il y figure huit especes : P. atlantica, P. chinensis, P.
khinjuk, P. lentiscus, P. mexicana, P. mutica, P. terebinthus, et P. vera.

Peu d'études systématiques ont été publiées sur cet important genre, le premier classement
complet du genre a été publié par ZOHARY (1952) (Tableau 1), quiainclus 11 espéces dans
le genre et les a divisées en quatre sections (AL-SAGHIR, 2006).

GAUSSEN et al (1982) considérerent que de part sa dioéicie et ses fleurs nues, Pistacia est

un genre particulier des Anacardiacées pouvant constituer une famille a part : les Pistaciacées.

1. Taxonomie et Classification :
Tableau I : Systématique complete de Pistacia lentiscus (NAHIDA et al., 2012)

Régne Plantae -Plantes
Sous-régne Viridiplantae
Infraréegne Streptophyta — Plantes terrestres

Superdivision
Division

Subdivision

Classe
Super-ordre
Ordre
Famille
Genre
Espece

Nom binomiale

Embryophyta
Tracheophyta —Plantes vasculaires

Spermatophytina — Spermatophytes-
Phanérogames

Magnoliopsida
Rosanae
Sapindales
Anacardiaceae
Pistacia

Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus L (Arbre a mastic)
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2. Aire de répartition :

L’air du lentisque s’étant sur tout le bassin méditerranéen (VERDU et GARCIA-
FAYOS, 2002) et se rencontre dans les lles Canaries et au Portugal (ALY AFI, 1979).
Deux centres de diversité ont été décrits. llIs comprennent la région méditerranéenne de
I'Europe, du Nord de I’ Afrique et du Moyen-Orient. Le deuxiéme comprend I'Ouest et I’ Asie
centrale (Figure 1) (KAFKAS et PERL-TREVES, 2002; KAFKAS et al.,, 2002, AL-
SAGHIR, 2006)

En Algérie il occupe 1’étage thermo-méditerranéen, sa limite méridionale se situe aux
environs de Saida, sa présence au sud de I’Atlas saharien n’est pas signalée (AIT SAID,
2011).

On le retrouve sur tout type de sol, des zones subhumides et semi-arides, plus
précisément dans le bassin de la Soummam en association avec le pin d'Alep, le chéne vert et
le chéne liege (SMAIL-SAADOUN ,2002 ; FERRADJI, 2011).0n le retrouve également en
association avec |’oléastre, la salsepareille et le myrte dans un groupement végétal nommé
I’oléolentisque (BROSSE, 2005; BELFADEL, 2009). Aussi, avec la filaire, il forme
’association phillereo latifoliae-Pistacietum lentisci, correspondant a un matorral issu de la

dégradation de foréts thermo- méditerranéennes subhumides (BENABID, 2000).
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Figure 1: Distribution de Pistacia lentiscus (AL-SAGHIR, 2006)
Vert : Pistacia lentiscus subsp. lentiscus.

Noir : Pistacia lentiscus subsp. emarginata
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3. Caracteres botaniques :

Le lentisque est un arbuste sclérophylle a feuille persistantes, il est pourvu d’une odeur
de résine fortement &cre et sa croissance est trés lente. D’une hauteur de 2 m, il peut
cependant atteindre la taille d’un arbre lorsqu’il est situé dans des régions humides et

protégées (MUNNE-BOSCH et PENUELAS, 2003).

Les feuilles ont une durée de vie de 2 ans (AIN-LHOUT et al., 2004) a rachis ailé,
paripennées, possédant un nombre pair de folioles (4 a 10) coriaces , d’'un vert sombre,
largement lancéolées, elliptiques, glabres, obtuses au sommet, brillantes au-dessus et de taille
allant de 1.5 a 3 cm (MORE et WHITE, 2005 ; AIT SAID, 2011 ; FERRADJI ,2011).

Les fleurs sont sessiles, unisexuées, composées de 3 a 5 sépales, elles se présentent

sous forme de grappe, forment des racémes de petite taille a 1’aisselle des feuilles et sont trés

aromatiques (AIT SAID, 2011 ; FERRADJI, 2011).

Les fleurs males étant pourvues de 5 étamines, produisant environ 47.103 a 6.103
grains de pollen par fleur. Elles sont regroupées en inflorescence de 8 a 10 fleurs et sont rouge
foncé (JORDANO, 1989 ; MORE ET WHITE, 2005). Les fleurs femelles possedent un ovaire
a trois carpelles uniloculaires, avec un ovule anatrope uniovulé, surmonté d’un style court a 3
stigmates et sont vert jaunatre (GRUNDWAY, 1976 ; AIT SAID, 2011). Elles sont

regroupeées en inflorescence de 4 a 21 fleurs.

Le fruit est une drupe de 3 a 4 mm de diamétre, de forme ovoide- globuleux et peu
compressé (GRUNDWAY ,1976 ; AIT SAID, 2011) .1l est de couleur rouge au début puis
devient noiratre a maturité a la fin de la saison hivernale (VERDU et GARCIA-FAYOS, 1998
; MORE et WHITE, 2005).

L’€corce est rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Lorsqu’on
incise 1'écorce de cet arbuste, il fait écouler un suc résineux nommé mastic d’ou 1’appellation
d’arbre a mastic. Une fois distillé, le mastic fournit une gomme a odeur prononcée trés

utilisée.

Souvent, une part des fruits du lentisque, a I’instar de toutes les autres especes du

genre Pistacia, sont vides soit par avortement des embryons ou par parthénocarpie, variable



Présentation de Pistacia lentiscus

en fonction des conditions climatiques (GRUNDWAG 1976, JORDANO, 1989 ; VERDU et
GARCIA-FAYOS, 1998 ; OZEKER et al., 2006 in AIT SAID, 2011).

Les images de certains caractéres botaniques de cette espéce sont rapportées dans la
figure 2.

Figure 2 : Quelques caractéres botaniques de Pistacia lentiscus. A : Arbuste, B : Feuilles, C :
Fruit en stade de maturation, D : Fleurs males, E : Ecorce avec résine (Site Google images)
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4. Caractere écologiques :

C’est une espéce indifférentes aux propriétés physico-chimiques du sol mais préfere
des sols a faible concentration en phosphore et potassium conjugués avec des concentrations
différentes en carbonates de calcium et en azote (DOGAN et al., 2003) . De part son houppier
composées de branches imbriguées et denses, le lentisque assure la protection du sol et crée
les conditions favorables pour I’humidification de la matiére organique et 1’enrichissement de

ses propriétés biologiques (DIAZ BARRADAS et CORREIA, 1999).

Pistacia lentiscus est présent a [1’état spontané sous diverses conditions
pédoclimatiques (ABOUSALIM et KALLI, 1998). Les variantes thermiques sont chaude a
fraiche et les substrats sont de type marneux ou argileux (BENABID, 2000).

Une étude portant sur la variabilité naturelle de Pistacia lentiscus du bassin
méditerranéen, utilisant une analyse par RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
combinée a des examens chimiques et morphologiques, conclue a 1’existence d’une grande

variabilité génotypique de cette espece (BARAZANI, 2002).

Il est parfaitement adapté aux vents, aux embruns et a la sécheresse (BAYER et al.,
1990). Sa préférence pour les points chauds et lumineux lui confére un caractére thermophile
et une appartenance aux vegetaux sclérophylles (QUEZEL et MEDAIL, 2003).Ce qui se
traduit par son potentiel élevé a résister aux conditions arides et a la plus part des régions

montagneuses.

Cette adaptation a une large fourchette de température permet de déduire que celle-ci
conditionne des caractéristiques écologiques majeures telles que la distribution, les taux de
survie, la reproduction et la productivité de I’espece (OUARAB et SEHIL, 2012).

5. Caracteres toxicologiques :

L’absence totale des hétérosides cyanogénétiques diminue fortement les risques
toxicologiques liés a 1’usage de Pistacia lentiscus L. (ANDERSEN and MARKHAM, 2010),
ce qui est en accord avec les résultats de 1’enquéte ethnobotanique rapportant que peu

d’herboristes sont en faveur d’une toxicité du lentisque (BAMMOU et al., 2015).
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Composés phytochimiques biologiquement actifs

Le présent chapitre évalue les composés bioactifs notamment antimicrobiens
(Tableau Il) et antioxydants (Tableau Il11) de Pistacia lentiscus .Ces métabolites actifs,
dérivés de cette plante, sont utilisés contre diverses maladies infectieuses, dégénératives
notamment anticancéreuses (Tableau IV), particulierement associées au stress oxydatif via

I’accumulation de radicaux libres.

On désigne par « métabolite secondaire » toute substance présente chez un
organisme et qui ne participe pas directement aux processus de base de la cellule vivante.
Chez les végétaux, ces composés secondaires regroupent plusieurs dizaines de milliers de
molécules différentes, généralement rassemblés en superfamilles chimiques tels que les
polyphénols (Figure 3), les terpénes (Figure 4) et stérols, les alcaloides et qui ne participent

pas directement aux processus de base de la cellule vivante.

Pour ce qui concerne leurs fonctions chez les plantes, les métabolites secondaires
exercent un role majeur dans I’adaptation des végétaux a leur environnement en 1’occurrence

la défense contre les infections microbiennes.
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Figure 3 : Différentes classes de composés phénoliques (ADOUANI et REZZAG, 2010)
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Figure 4 : Structures de certains constituants chimiques importants de Pistacia lentiscus

(NAHIDA et al., 2012)
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Tableau Il : Composés antimicrobiens de Pistacia lentiscus

Activite Composés Famille de Partie de la Références
biologique COMpPOSsEs plante
NI Extrait d'acétone Résine Activiteé antibactérienne plus significative contre AKSOQY et al ., 2006
de la gomme de Streptococcus mutans Mutans streptococci in
mastic vitro et in vivo de sorte qu'il soit utile dans la
prévention des caries et de la plaque dentaire
Extrait aqueux Feuille Effet inhibiteur contre la Salmonella AKSOQY et al., 2006
enrichi en typhimurium et un effet inhibiteur inférieur sur
flavonoides. Staphylococcus aureus, Pseudomonas
Huile essentielle aeruginosa et Salmonella enteritidis
NI Extrait aqueux Feuilles Antifongique (dermatophytes) ALI-SHTAYEH et
o ABU GHDEIB 1999
_Activite Résine Anti-Helicobacter pylori et peut étre bénéfique  AL-SAID et al.,
antimicrobienne dans le traitement d’ulcéres d’estomac 1986,
DELAZAR et al.,
2004
Terpinéol etle  Huile essentielle Feuilles, Activité antifongique contre Aspergillus flavus,  BARRA et al., 2007
a-terpinéol, B- branches Rhizoctonia solani, Penicillium commune et
myrcene et juvéniles et  Fusarium oxysporum, empéche totalement e la
terpin-4-ol fleurs croissance myceélienne d'Aspergillus flavus
a-pinéne Huile essentielle L’activité antifongique d'huile essentielle de BARANOWSKA
(Terpéne) Pistacia lentiscus est due a la haute et al., 2002
concentration en a-pinéne
Résine Antiseptique du systéme respiratoire BAYTOP 1999, in
DURUA et al., 2003
NI Huile essentielle Plante Activité anti-Helicobacter pylori et peut étre BHOURI et al.,
bénéfique dans le traitement de l'ulcére 2009 ;
gastroduodénal ANDRIKOPOULQOS
2003
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Les parties
aériennes

Aucun ou seulement une faible activité
antimicrobienne contre les bactéries Gram (-) et

Gram (+)

BONSIGNORE
etal 1998 ;
TASSOU et
NYCHAS, 1995

Huile essentielle Feuilles, Activité antimicrobienne in vitro et une activité DEDOUSSIS et
obtenu par brindilles et  antifongique contre Rhizoctania solani al., 2004 ;
extraction a la mastic POOTER et al.,
vapeur 1991
Plante Efficace contre Sarcina Lutea, Staphylococcus DEMO et al.,
aureus et Escherichia coli et il a également une 1998
activité antimycotique
a-pinéne, y- Huile essentielle Feuille Antimicrobien et antimutagene DOUISSA etal.,
terpinenes et 2005
terpinenes- 4-
ol
a- pinéne, B- Huile essentielle Feuille, Antifongique DURU et al.,
pinene, résine 2003
limonéne, a-
terpinéol
terpinen-4-ol
NI Huile du Mastic Résine Activité antibactérienne HEO et al., 2006 ;
KALIORA et al.,
2007
Extrait brut Feuilles Fort pouvoir antifongique mais une faible KORDALI et al.,
antibactérienne 2003

NI : Non identifié
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Protéine Gomme de mastic Résine Inhibition de Helicobacter pylori KOTTAKIS et
arabino- (e)/[€)) al., 2008
galactane
Huile essentielle Plante Effet antibactérien sur Listeria monocytogenes, DJENANE et al.,
combinée avec I’huile essentielle de Satureja 2010

montana a mis en évidence 1’effet synergique de ces
deux plantes contre Listeria monocytogenes pour
les viandes hachées conservées au réfrigérateur

a-pinéne Huile essentielle Plante Activité antifongique d’huile essentielle de Pistacia IMELOUANE
linalol lentiscus est due a1’ a-pinene qui se présente en et al., 2009
quantité appréciable dans cette huile. Le linalol
possede aussi une large gamme d'activité
antibactérienne et antifongique

Activité antifongique semble étre beaucoup plus IAUK et al.,
intéressante contre la levure clinique et les 1996 ; KORDALI
champignons pathogénes agricoles etal., 2003
Huile essentielle Résine Trés active contre les micro-organismes et les MAGIATIS et al.,
champignons 1999
Huile essentielle Feuilleset  Activité moderée contre les bactéries et
tiges complétement inactives contre les champignons
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Tableau 111 : Composés phytochimiques ayant des activités antioxydantes

Activité Famille de Partie de la Références

Composés

biologique

Activité
antioxydante

COMpPOSEs

plante

Acide gallique et 1, Polyphénols Fruit Antimutagene , I’acide digallique a la capacité ABDELWAHAB et
2,3,4, 6- de piéger le radical libre ABTS (+), ce qui al., 2007
pentagalloylglucose induit d’une part I’inhibition de la xanthine
oxydase (XO) impliquée dans la production de
radicaux libres et d’autre part 1’inhibition de la
peroxydation lipidique induite par H2O> dans la
lignée cellulaire K562.
NI Extrait Résine ANDRIKOPOULOS
méthanolique de la Anti —LDL in vitro etal., 2003
résine, CMG
Monoterpénes Huile essentielle Feuilleset  Antioxydant ASSIMOPOULQOU
tige etal., 2005 ;
BARRA et al., 2007
NI Phénols de la Feuilles Fort pouvoir réducteur, une capacité de ATMANI et al.,
fraction aqueuse piégeage tres élevé contre le radical 2,2- 2009
diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) et une
activité remarquable contre la peroxydation de
I'acide linoléique
Matériel végétal Feuilles Cytotoxique AZAIZEH et al.,
2005
Triterpénes de Extrait polaire Tige Activité antiathérogéne et antioxydante par DEDOUSSIS etal.,
résine total de la résine I’inhibition de I’effet cytotoxique des ox-LDL : 2004

restauration du GSH et régulation négative de
I’expression de I’ARNm du récepteur de 1’ox-

LDL (CD36)

ABTS (+) : Acide 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) cationique ; K562 : Lignée cellulaire d’érythroleucémie humaine
LDL : Lipoprotéines de basse densité ; ox-LDL : Lipoprotéines de basse densité oxydée ;
GSH : glutathione sulfhydryl ; CD36 : Cluster of differentiation 36 ou Récepteur scavenger

12
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Mono-terpénes Huile essentielle Feuille Forte activité antioxydante au cours du stade GARDELI et al.,
Composés de floraison 2007
phénoliques
Extrait aqueux Feuille Effet hépato-protecteur, par la réduction JANAKAT et AL-
bouilli et non d’activité de 3 enzymes ALP, ALT, AST et le MERIE, 2002
NI bouilli niveau de la bilirubine. L’extrait aqueux non
bouilli s’est avéré plus efficace que le bouilli
Cyanidine 3-O- Anthocyanins Fruit Pigment naturel
glucoside, LANGO et al., 2007
delphinidine 3-O-
glucoside et
cyanidine 3-O-
arabinoside
Acide Galloyl Extrait aqueux Feuilles Supprime la peroxydation lipidique induite par LJUBUNCIC
quinic le fer dans I'nomogénat de foie de rat. et al., 2005
Diminue fortement I'oxydation des LDL
Xantophyll, Caroténoides, Feuille Antioxydant
luteine, vitamine MUNNE-BOSCH et
neoxanthine, PENUELAS, 2003
ascorbate, 3-
caroténe, o-
tocophérol
NI Polyphénols Feuille Antioxydant TATTINI et al.,
2006
NI Poudre de gomme Mastic Potentiels hépato -protecteur et cardio- TRIANTAFYLLOU
de mastic protecteur in vivo chez les humains et al., 2007

ALP : Phosphatase alcaline ; ALT : Alanine aminotransférase ; AST : Aspartate aminotransférase
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Tableau 1V : Composés phytochimiques ayant des activités anticancéreuses

Activite Composés Famille de Partie de la Références
biologique COMPOSEs plante
Dérivé Phénols Feuille Brevet non déposé AKIYAMA et
dihydrocoumarine NISHIMURA,
2000
Terpénes/ Oléorésine Reésine Activité antimicrobienne, antifongique, anti ASSIMOPOULOU
Terpénoides cancer, antioxydant, piégeage des radicaux et
libres PAPAGEORGIOU,
2007
Extrait éthanolique CMG Résine Inhibe la prolifération et induit in vitro la mort BALAN et al.,
de cellules HCT116 du cancer du colon 2007
Activités humain. Elle induit I'apoptose directement ou
anticancéreuses indirectement par 1’arrét de la division

cellulaire & la phase G suivie par une
détérioration de I'ADN.

Extrait a I’hexane CMG Résine Induction apoptotique BALAN et al.,
Utilisé dans le traitement de tumeurs 2005 ; DIMAS et
colorectales al., 2009
NI Huile essentielle Résine Activité antimicrobienne, anti prolifération des FOTINOS et al.,
cellules tumorales 2003
NI Huile essentielle Résine Inhibe la prolifération des cellules LNCaP HE et al., 2006

(lignée cellulaire de cancer de la prostate
humaine sensible a 1’androgéne)

HCT116 : Lignée cellulaire de cancer du c6lon humain ; G1 : Growth 1
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Tableau V : Autres activités des composés phytochimiques de Pistacia lentiscus

Activité Composes Famille de Partie de la Références
biologique COMpPOSEs plante
Activité anti- NI Huile de mastic Résine HEO et al., 2006 ;
inflammatoire Efficace chez des patients présentant la KOLIORA et al.,
maladie de Crohn 2007
Activité Composes Fraction aqueuse Graines et Utilisé dans plusieurs maladies inflammatoires BERBOUCHA
antiarthritique phénoliques dans I’hexane et feuilles telles que le rhumatisme, l'arthrite et la goutte. et al., 2009
et le chloroforme Le contenu phénoligue total des graines et des
antigoutteuse feuilles de cette plante ont été estimées. Inhibe
la XO, d’ou son utilisation dans le traitement
de la goutte.
Activité de Huile des fruits  Fruit, fraction  Utiliser pour le traitement des plaies BALAN KV, et
guérison des gras insaponifiable al., 2007
plaies
Fraction Plante Guérison de la plaie. BOULEBDA et
insaponifiable al., 2009
d’huile
Activité Résine Agent thérapeutique contre divers AL-SAID et al.,
Hypertension dysfonctionnements gastriques, tels que 1986
gastralgies, la dyspepsie et l'ulcere gastrique
Parties traditionnellement été utilisé dans le traitement BENTLEY et al.,
aeriennes de I'nypertension et posséde des propriétés 1980
stimulantes et diurétiques.
Ecorce, parties  Utilisée pour le traitement de I'hypertension RANT et al., 1990
aeriennes dans certaines régions d'Espagne
Résine Contre I’hypertension VILLAR et al.,
1987
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Matériel et méthodes

Le lentisque est une plante autochtone reconnue pour ces diverses vertus

thérapeutiques notamment pour ses effets antibactériens.

Au cours de notre étude, nous nous sommes intéressées a 1’évaluation de ’activité
antibactérienne d’extraits aqueux, aqueux assisté par sonication, ¢éthanolique des feuilles de
Pistacia lentiscus. A cet effet nous avons déterminé cette activité par la méthode de diffusion

par disque et par la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

1. Matériel :

1.1. Matériel végétal :
1.1.1. Choix de la plante et de la partie de la plante utilisée :

Le choix de Pistacia lentiscus est basé sur une enquéte ethno- pharmacologique aupres
de la population locale ayant une connaissance de son usage en médecine traditionnelle. De
plus , il apparait que tous les herboristes recommandent 1’utilisation des feuilles du fait qu’elles
sont le siége de la photosynthése et le lieu de stockage des métabolites secondaires
responsables des propriétés biologiques de la plante (BIGENDAKO-POLYGENIS et LEJOLY
, 1990).

1.1.2. Situation géographique :

Nous avons échantillonné des feuilles de Pistacia lentiscus en fin février dans la région
de Timizart-Loghbar de la wilaya de Tizi-Ouzou (Figure 5).Cette station se trouve au centre -
Nord de I’Algérie, les coordonnées géographiques étant de 36°40'51.96" pour la latitude et de

4°19'35.4" pour la longitude. Nous avons récolté les feuilles sur un seul pied, notons le fait

que le lentisque en question est entouré d’oliviers.
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Figure 5 : Site geographlque de la région de la récolte de 1’échantillon (s1te Google Earth)
@ : Timizart- Loghbar

1.1.3. La récolte du matériel :

Les feuilles récoltées sont d’abord lavées triées puis séchées a I’ombre a température
ambiante (25°C) pendant 18 jours, jusqu’a 1’obtention d’un poids sec constant. 142 g de
feuilles sont ensuite finement broyées a I’aide d’un moulin a café, puis conservées a 1’obscurité

afin d’éviter les photo-oxydations, jusqu’a leur utilisation.

Figure 6 : Feuilles de Pistacia lentiscus apres séchage.
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1.2. Souches bactériennes testées :

Pour tester 1’activité antibactérienne des extraits des feuilles du lentisque, nous avons opté
pour sept souches bactériennes de référence :
e Gram négatives :
Escherichia coli, ATCC25922,
Citrobacter freundii ATTC8090
Klebsiella pneumoniae, ATTC4352
Pseudomonas aeruginosa, ATCC27853,

e Gram positives :

Bacillus cereus, ATCC10876
Enterococcus faecalis, ATTC49452
Staphylococcus aureus, ATCC43300

1.2.1. Choix des bactéries :

Nous nous sommes intéressees a ces bactéries car elles sont potentiellement pathogénes,
il s’agit de germes capables d’infecter un large spectre d’hotes et de causer diverses
pathologies.

1.2.2. Milieux de culture utilisés :

e Revivification :
Bouillon nutritif BHIB

e |solement :
Milieu Chapman
Milieu BCP
Milieu BEA
Geélose nutritive GN

e Milieux de cultures :
Geélose Mueller Hinton
Bouillon Mueller Hinton

18
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2. Meéthodes :

2.1. Préparation des extraits :
La préparation des différents extraits (Figure 7) a été effectuée le méme jour a partir de

la poudre obtenue.

2.1.1. Préparation de I’extrait aqueux (EA):

25 g de poudre du lentisque sont ajoutées a 100 ml d’eau distillée, ce mélange est suivi
d’une agitation sur un agitateur magnétique pendant 30 mn, puis port¢ a ébullition sur une

plaque chauffante a 90 °C pendant 15 mn.

2.1.2. Préparation de I’extrait éthanolique (EE) :

25 g de poudre sont ajoutées a 70 ml d’éthanol, que I’on compléte avec 30 ml d’eau
distillée en vue d’obtenir un solvant d’extraction a 70 %, le mélange est suivi d’une agitation

sur un agitateur magnétique pendant 30 mn.

2.1.3. Préparation de I’extrait aqueux assisté par un sonicateur (ES):

25 g de poudre sont ajoutées a 100 ml d’eau distillée, le mélange est directement mis

dans le sonicateur de fréquence 35 kHz pendant 30 mn.

On fait suivre une étape de filtration sur un papier wattman N°1 pour ces différents
extraits, les filtrats sont récupérés dans des cristallisoirs étiquetés que 1’on porte a 1’étuve a 40
°C pendant 72 h puis on effectue des pesés successives jusqu’a 1’obtention d’un poids sec

constant. Les extraits sont ensuite conservés au réfrigérateur a 4 °C jusqu’a leur utilisation.
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Nettoyées, triées
] Séchage (18
Feuilles de iours. 25°C) Feuilles

Pistacia lentiscus séchées a ’ombre

l Broyage + Tamisage

{ Poudre végétale
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25g +100ml
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Figure 7 : Schéma récapitulatif des étapes des extractions
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2.2. ldentification des souches testées :

Les bactéries testées étant des souches de références, conservées dans des cryotubes, une
identification préalable sur des milieux de cultures suivis d’une coloration de Gram, a été

effectuée en vue de s’assurer de leur pureté.

2.2.1. Revivification :
A partir des tubes de conservation, les souches ont été prélevées, a 1’aide d’un

écouvillon, dans des tubes contenant le milieu BHIB préalablement étiqueté.

2.2.2. Isolement :

La purification pour chacune des souches, se fait par I’ensemencement en stries par la

méthode des cadrans sur des milieux de culture, suivi d’une incubation pendant 24 h a 37°C.

Milieu Chapman pour Staphylococcus aureus.
Gelose nutritive pour Pseudomonas aeruginosa et Bacillus cereus.
Milieu BCP pour Escherichia coli, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae,

Enterococcus faecalis

2.2.3. Coloration et observation :

A partir de chaque milieu préalablement ensemence et incubé, on préléve une colonie
et on réalise un frottis en vue d’effectuer une coloration de Gram ; celle-ci permet de diviser
le monde bactérien en deux groupes distincts et d’apprécier la pureté des souches

bactériennes, sous microscope optique, avant toute identification (DELARRAS, 2007).

2.3. Détermination du pouvoir antibactérien :

2.3.1. Méthode de diffusion par disque :
2.3.1.1. Préparation de I’inoculum et ensemencement :
Les cultures bactériennes préalablement ensemencées sur milieu gélosé Mueller
Hinton ont été¢ mises en suspension dans de 1’eau physiologique stérile (0.9%).La turbidité de
I’inoculum correspondant & une DO comprise entre 0.08 et 0.10 (HERNANDEZ et al., 2000 ;
GREISIELE et al ., 2003 ) est ensuite standardisée a 10" UFC/ml .
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2.3.1.2. Préparation des extraits a tester :

0.5g de chaque extrait de plante a été dissous dans 1 ml de DMSO (1%) favorisant la

diffusion de ’extrait.

2.3.1.3. Technique de diffusion sur milieu gélose :

Ce test a éte réalisé par la méthode de diffusion en milieu solide qui consiste en
la détermination des diamétres des zones d’inhibition (Figure 8) (GUPTA et al., 2010 ;
GULLUCE et al., 2003). Des disques stériles, de 6mm de diamétre découpés sur papier
Wattman N°1, sont déposés a la surface de la gélose Mueller Hinton préalablement
ensemencé en nappe. Les extraits sont ensuite déposés a 1’aide d’une micropipette sur les
disques a raison de 20 pl. Un disque imbibé de DMSO est utilisé comme contrdle négatif et
comme contréle positif la Pénicilline G de référence P10 IU. Lot 112013020 Liofilchen s.r.I.
Roseto (TE) Italy.

Chaque test a été répété trois fois dans les mémes conditions d’expérimentation et on procéde

a la moyenne.

Aprés 24 h d’incubation a 37°C, les zones d’inhibition en mm, formées autour

des disques ont été¢ mesurées a I’aide d’une regle.

2.3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Dans un premier temps on procede a une dilution successive a partir de la solution
meére ( 0.08 g/ml) , de chaque extrait de Pistacia lentiscus dans de 1’eau physiologique , par
progression geométrique a raison de 2 de fagon a obtenir successivement les dilutions 1/2 , 1/4,
1/8,1/16, 1/32,1/64, 1/128 (OUSSOU et al., 2004) .

La macrométhode de dilution dans un milieu liquide (Figure 9) a eté utilisée pour
déterminer la concentration minimale inhibitrice des extraits actifs. Dans chaque cryotube on
met 700ul de bouillon Muller Hinton auquel on ajoute 250ul de I’extrait et 50ul de la

suspension fixée a une DO comprise entre 0.08 et 0.10 , selon la standardisation de
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I’antibiogramme a  1’échelle nationale (médecine humaine et vétérinaire), 2011, puis
standardisée a 10’ UFC/ml .

Etant donné que 1’extrait a une densité optique qui pourrait fausser les résultats lors de
la lecture, on fait un blanc pour chaque concentration afin de soustraire sa valeur lors de la
lecture de la DO et d’en déduire ainsi uniquement la valeur de la DO relative au

développement bactérien.

Afin d’éliminer les erreurs dues a un mauvais ensemencement ou de la qualité du milieu
de culture, on réalise un témoin négatif ou ’on met 700 pl du bouillon MH et 300ul d’eau
physiologique (a 0,9%) et un témoin positif qui contient 700pl du bouillon MH et 250ul d’eau

physiologique (a 0,9%) auxquels on ajoute 50ul de la suspension bactérienne.

On réalise trois répétitions pour chague concentration d’extrait.
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Préparation de I’inoculum Préparation des échantillons testés
iml
Mise en r\
Ensemencement par
i Lecture de
suspension 2 DO inondation par 2 ml 0.5 g de chaque
a de Suspension extl’ait sec + 1 ml
(0.08-0.1) de DMSO (1%)
_—  ——— >
Colonies obtenues sur ) Hpmogé_néisation |
MH aprés incubation 9ml d’eau 9ml d’eau élimination de ‘1, \!, ‘1,
3 37°C/24h phy5|ologlque physio'ogique I’exces + Séchage

Dépot des disques sur
gélose MH

Mesure des zones Incubation a 37°C )
d’inhibition pendant 24h — <
Dépodt de 20 ul de

chaque échantillon

() Extrait aqueux

s ; Témoin négatif : DMSO (1%)
Extrait éthanolique
Figure 8 : Schéma récapitulatif de la méthode de diffusion par disques e a O

@  Extrait aqueux par sonication O ATB : Pénicilline G
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, . . . Préparation de I’inoculum
Préparation des dilutions des extraits P

1ml
Iml ]
Colonies obtenues sur
Echantillons n MH apreés incubation &
0.16g d’extrait ES » ' ot i fnd 37°Cl2ah
.16g d’extrai + o) I3 Mise en
) - . DO (0.08-0.1
2ml d’cau ¢ suspension ( )
N ’
0.16g d’extrait EA+ Dilutionsde .. .. ... % %
2ml d’eau ¢ chaque extrait + a%d
1 . Eau ¢ 9 ml d’eau @

0.16g d’extrait EE +
2ml d’eau ¢

Inoculation du bouillon MH avec 50yl de la suspension

(x3) Série ES

(x3) Série EA

(x3) Serie EE Incubation & 37C°/ 24h

Détermination
de la CMI

Série Blanc

F?' ¥ '!Ii i

Série = 250ul extrait +700ul d’eau ¢ + 50pul
suspension ;
¢ : eau physiologique

Figure 9 : Schéma récapitulatif des étapes de la détermination de la CMI
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Résultats et discussion

1. Rendement :

Aprés chaque extraction, le filtrat est évaporé a sec jusqu’a obtention d’un poids
constant, et le résidu obtenu est pesé. Le rendement, exprimé en pourcentage par rapport

au poids du matériel de départ, est déterminé par la relation suivante :

R= 2 +100
= — X
Pv

AVec:
R : Rendement des extraits en %

Pe : Poids de I’extraiten g

Pv : Poids du matériel végétal en g

Tableau VI : Rendements des différentes extractions exprimées en %.

) _ Agueux assisté par
Extraits Agueux Ethanolique o
sonication

Rendements % 15,2% 21,6% 9,2%

Les rendements obtenus a partir des feuilles pour les extraits aqueux, éthanolique et aqueux
assisté par sonication, sont respectivement de 15.2%, 21.6% et 9.2 %. Les raisons de cette
variabilité peuvent €tre expliquées par la différence des méthodes d’extractions et des
solvants utilisés. En effet, le volume du solvant utilisé, le temps de macération, I’agitation, le
traitement thermique sont autant de paramétres qui influencent les rendements d’extraction.
Par ailleurs, ces différences dans le protocole d’extraction rendent difficile la comparaison
de nos résultats avec ceux d’autres auteurs.
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2. Résultats de I’identification :

Aprés isolement sur les différents milieux de culture, une coloration de Gram suivie d’une observation sous microscope optique (Gx1000)
ont été effectué afin d’apprécier la pureté des différentes souches bactériennes testées. Les résultats de cette identification sont consignés dans le

tableau VII.

Tableau VI1: Résultats de I’identification microbiologique des souches bactériennes testées

Souche bactérienne

Milieu avant incubation

N =

Bacillus cereus

Gélose nutritive
arrondis

Colonies larges avec des coins

ubatign Coloration de Gram
kil —% -

.

)‘I
o

Bacilles droits a Gram positif

avec des bouts arrond_is GX1000

Enterococcus faecalis

“Milieu BEA

e ' e oo

e i

Petites, transparentes, blanchatres

Cocci Gram positif isolés éh-pa'iré'
ou en chainette Gx1000
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souches

Milieu avant ensemencement

Staphylococcus aureus

~

V’

Milieu Chapman

Pseudomonas aeruginosa

Milieu apres incubation

\

Colonies rondes, lisses, opaque,
virage du milieu au jaune par
acidification du milieu

Coloration de Gram

REW e
o .
DR T
..' L i

-

£ e

-
W '

. i ) '

N

1

souvent en amas Gx1000

’
Ny
-

v

A

' Coques arrondis a Gram positif

Gélose nutritive

Colonies petites, mates, bombées
a contour régulier a pyocyanine

Bacilles a Gram negatif trés fin
Gx1000
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Coloration de Gram

Souches

Milieu avant ensemencement

Klebsiella pneumoniae

Milieu apres incubation

Grosses, épaisses, opaques,

' », ’ b/
-~ 4
R W .
l\;&t\\'\ :\,‘a : ‘, N
: ‘~: L.J. R
“, “‘r q."n‘ T N
: ‘.& 3 L ,1"5
e, e
v‘ = ?

/VJ\ g " ;"\.‘ “J" &"}

Bacilles a Gram négatif isolés

Milieu BCP :
bombées, muqueuse Gx1000
” N - &‘ "~ — N 7
"3 R~ £
iy S,
e e N e
S . "
SSec=Y
" .- : - ’ s.’
Citrobacter freundii =32 » - r‘;_
> N = /‘
-~ & - .
- 2y Y
e -
Milieu BCP Lisses, Iégérement convexes, a Bacilles a Gram négatif isolé o en

contours réguliers

paire Gx1000
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souche Milieu avant encensement Milieu aprés incubation Coloration de Gram
;r::'" 3 o .-
» ‘\ : ’ "‘; —'I:
“ov 1o \Y " - P“ P
A - ~SKE e
{f‘ "‘)ll ‘\
Escherichia coli R - My 8
1 g 4 c’-‘-"f;“’\, \52
S 3 = SR
Milieu BCP Colonies arrondies, a bord Bacilles a Gram négatif isolé ou
réguliers et lisses, virage du en chainette Gx1000
milieu au jaune par acidification
du milieu
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Résultats de ’identification d’Escherichia coli :

Lors de la réalisation de la coloration de Gram d’Escherichia coli, nous avons

suspecté la présence de bacilles, ce pourquoi nous avons réalisé une galerie biochimique

classique (Figure 10).Aprés incubation a 37°C pendant 24 h nous avons confirmé la pureté de

cette souche (Figure 11).Les résultats de cette identification sont rapportés dans le tableau

VIII.

Figure 11: Galerie biochimique d’Escherichia coli apres incubation 37°C/24

1: Milieu TSI, 2 : Milieu Citrate de Simmons, 3 : Milieu mannitol mobilité,

4 : Bouillon nitrate, 5 : Milieu Clark et Lubs, 6 : Eau peptonée exempte d’indole
7 : Milieu urée indole

Tableau V111 : Résultats de la galerie biochimique d’Escherichia coli

Test

glucose

lactose

Citrate

Mannitol

Indole

NR

Mobilité

Résultats

+

+

+

+

+ : Réaction positive, - : Réaction négative

31




Résultats et discussion

3. Détermination de ’activité antibactérienne :
3.1. Détermination des zones d’inhibition :

L’activité antibactérienne des différents extraits des feuilles de Pistacia lentiscus
vis- a vis  des souches bactériennes testées a savoir les Gram positifs : Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus et les Gram négatifs : Citrobacter freundii
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, est appréciée par la

mesure des diameétres des zones d’inhibition.

Les diamétres des zones d’inhibition obtenus avec les souches suscitées (Tableau

IX) varient de 0 & 20,333+6,350 selon la souche et les types d’extrait testés.

Tableau IX: Diametres des zones d’inhibition (mm) de chaque extrait des feuilles de Pistacia

lentiscus.

Diamétres des zones en mm

Différents extraits de Pistacia lentiscus
EE ES EA ATB CN
Bacillus cereus 13,333+0,577 17,333+0,577 18,666+1,154 0 0
Citrobacter freundii 0 0 0 0 0
Escherichia coli 0 0 0 0 0
Enterococcus faecalis 0 0 0 0 0
Klebsiella pneumoniae 0 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 12,333+0,577 17 +0 18,666+1,154 0 0
Staphylococcus aureus 20,333+6,350 16+1,527 17,666+1,527 13 +1 0

Chaque valeur représente la moyenne + 1’écart-type (trois répétitions) EE : extrait
éthanolique ; ES : extrait aqueux par sonication ; EA : extrait aqueux, ATB : Pénicilline G
comme contrdle positif ; CN (Contrdle négatif) : DMSO (1%)
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3.2. L’analyse statistique des zones d’inhibition :

La normalité des valeurs des zones d’inhibition est vérifiée avec le test Kolmogorov-Smirnov
pour les trois bactéries ayant présentées des zones d’inhibitions. Comme les données sont
gaussiennes, on utilise ’ANOVA comme test statistique par le logiciel Statbox6 afin de

savoir si les trois extraits ont le méme effet inhibiteur sur chacune de ces bactéries ou non.
Bacillus cereus :

PPROBA=0.0007 cette p-value étant trés inférieure a la valeur d’alpha (o = 0.05), il ya
donc une différence significative de I’effet inhibiteur des trois extraits sur Bacilles cereus. On
poursuit notre test statistique par le test de NEWMAN KEULS qui classe les extrais en deux
groupes homogenes : les extraits aqueux et sonicateur sont classés dans un méme groupe,
avec des moyennes respectives de 18,667 et 17,333. Ayant un moindre effet sur Bacillus

cereus, ’extrait éthanolique est classé dans un autre groupe avec une moyenne de 13,333.
Pseudomonas aeruginosa :

PPROBA=0,001, la p-value étant inférieure a la valeur d’alpha (a= 0.05), il y a donc une
différence significative de I’effet inhibiteur des trois extraits sur Pseudomonas aeruginosa.
On poursuit ’analyse avec le test de NEWMAN KEUL qui classe respectivement les extraits
EA, ES et EE par ordre décroissant des moyennes soient : 18.667, 16.333 et 12.333.

Staphylococcus aureus :

PPROBA=0.555, la p-value étant supérieure a la valeur de alpha (a= 0.05), il n y a donc
pas de différence significative de Ueffet inhibiteur des trois types d’extrait sur

Staphylococcus aureus.
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4. Détermination de la CMI :
4.1. Détermination de la CMI par la mesure de la DO :
Les résultats des concentrations minimales inhibitrices des différents extraits sur chacune des souches ayant présentées une sensibilité

(Tableau X) a savoir Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus ont été déterminées par lecture au

spectrophotometre a 620 nm.

Tableau X : Résultats des CMI par la mesure de la DO a 620 nm

_ Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus

Concentrations
g/ml

008

m 0,55+0.010  0,158+0,097 0,314+0,060 0,046+0,023 0,089+0,004 0,073+0,002
0.00125 0,636£0.027 0,284+0,174 0,524+0,098 0,094+0,010 0,111+0,008 0,061+0,018 0,631+0,120 0,595+0,370 0,734+0,057

o022 f {1 1 L 1 1 1

0,292+0,053 0,372+0 0,337+0,067 0,365+0,058 0,398+0,102 0,333+0,043 0,729+0,192 0,612+0,053 0,831+0,071

---------

Chaque valeur représente la moyenne + 1’écart-type (trois répétitions) EE : extrait éthanolique ; ES : extrait aqueux par sonication ; EA : extrait aqueux
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4.2 Courbes représentant les résultats de la mesure de la densité optique :

Les valeurs des densités optiques de Bacillus cereus en fonction des concentrations des

trois extraits (Fig
2007.

ure 12) sont traduites par les courbes suivantes par le logiciel Excel version

DO a 620nm

Bacillus cereus

0.8
0.7 -
0.6 | Tome— =
0.5 = - ‘\
0.4 — \
0.3 = i
v \ \‘\‘ Extrait E
0.1 = Extrait A

O T T T M T T S

= Extrait
N7} N2 N2 $H & Q& 0 SO
v % % M Q Q Q Q
QQQ) 00'\, N QQ Q° Q Q Q
Q.
Concentartions des extraits en g/mL

Figure 12 : Courbe représentant la DO de Bacillus cereus en fonction des différentes

concentrations d’extraits

Les valeurs des densités optiques de Pseudomonas aeruginosa en fonction des concentrations

des trois extraits
version 2007.

(Figure 13) sont traduites par les courbes suivantes par le logiciel Excel

DO a 620 nm

Pseudomonas aeruginosa
0.14
0.12 T\\
0.1 RN
0.08 ==
882 \ e Extrait E
0.02 Q g
0 N\ Extrait A
0e) \e) \e) H Y % H ) e Extrait S
Qo‘& Qg'\'} 5K Q.QQ & &
Q Q° Q
Q.
Concentrations des extraits en g/mL

Figure 13:

Courbe représentant la DO de Pseudomonas aeruginosa en fonction des
différentes concentrations d’extraits
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Les valeurs des densités optiques de Pseudomonas aeruginosa en fonction des concentrations
des trois extraits (Figure 14) sont traduites par les courbes suivantes par le logiciel Excel

version 2007.

DO a 620 nm

Staphylococcus aureus

08

0.7

0.5

0.4

03 \ Extrait E

0.2 \\ Extrait A

0.1 \\

0 . . \ . . .  ——Extrait$
0@?’ 0’5) & QQ& S & & F

QQQ SO Q

Concentration des extraits en g/mL

Figure 14: Courbe représentant la DO de Staphylococcus aureus en fonction des différentes

Soient : E : extrait éthanolique ; A : extrait aqueux ; S : extrait aqueux par sonication

concentrations d’extraits

4.2.Analyse statistique de la densité optique des CMI :

Le test de normalité de Kolmogorov-Smirnov nous montre que les DO des CMI des

trois souches Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa ainsi que Staphylococcus aureus ne

sont pas gaussiennes selon leur P-value respectives de 6.73x10° ; 4.97x10° et 3.13x10®

Par conséquent on utilise un test d’analyse des variances non paramétrique qui est le test de

Kruskal-Wallis par le logiciel Statbox 6.Les valeurs des

p-value de Bacillus cereus ,

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus étant respectivement de 0.08, 0.58 et

0.28 , on en déduit qu’elles sont supérieures a la valeur d’alpha ( 0=0.05), par conséquent le

type d’extrait n’influence pas sur I’effet inhibiteur .
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5. Effets des extraits sur les souches testées :

Le noircissement des zones d’inhibition obtenues par les différents extraits de Pistacia
lenticus pourraient étre due a une partie des tannins qui s’est irréversiblement combinée a
d’autres polyméres a cause de 1’utilisation de feuilles séches et notamment le non recours a la
lyophilisation qui aurait débarrassé la solution aqueuse de ses pigments (BRUNETON,
2009).D’autre part Croteau et al 2000 ont montré qu’une rapide oxydation des phénols
pourraient induire le brunissement de 1’extrait végétal.

Par ailleurs, BENDIFALLAH et al (2014) ont obtenu des zones similaires des extraits

de feuilles de Pistacia lentiscus.

e Effet des extraits sur Escherichia coli :

Figure 15 : Antibiogramme d’Escherichia coli

Aucune zone d’inhibition n’a été obtenue avec les différents extraits testés in vitro,
vis-a-vis d’Escherichia coli, de méme que pour I’antibiotique (pénicilline G) ayant servi de

contrdle positif.

BAMMOU et al (2015) ont trouvé une résistance d’E.coli vis-a-vis d’extraits
méthanoliques a 70% de feuilles de Pistacia lentiscus. Le méthanol est un solvant dont
I’indice de polarité est proche de celui de I’éthanol, soient respectivement 5.1 et 5.2 (SADEK,
2002).0n pourrait croire dans un premier temps, qu’E.coli semble résistante aux composés

solubles dans les solvants polaires, et dans notre cas 1’éthanol a 70%.
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Nos résultats, sont eégalement semblables a ceux trouvés par BENHAMMOU et al
(2008). En effet ces derniers ont obtenu 1’absence totale de zone d’inhibition vis-a-vis
d’Escherichia coli, d’un extrait éthanolique de feuilles de lentisque, séchées a 1’ombre a
température ambiante. La préparation différe de la nétre par 1’utilisation de I’éthanol a 96%,
une macération durant 15 jours et d’une filtration suivie de I’évaporation de la solution

éthanolique sous pression a 70°C par un rotavapeur.

D’aprés ces mémes auteurs, 1’extrait éthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus sont
connues pour étre riches en composés phénoliques. Leur analyse par chromatographie sur
couche mince (CCM) couplée a I’UV (ultra-violets) a permis 1’identification de flavonoides,
d’acides phénoliques, des flavones, d’ anthocyanines, d'acide gallique et d'acide para-
coumarique. Par corrélation avec les résultats de BENHAMMOU et al (2008), on pourrait

suggérer qu’E.coli présente une résistance a ces métabolites secondaires.

Cependant OUARAB et SEHIL (2012) ont obtenu vis-a-vis d’Escherichia coli, des
diametres de zones d’inhibition variant de 14 a 20 mm avec des extraits éthanoliques de
feuilles de Pistacia lentiscus, de concentrations respectives 0.378 g/ml et 0.551g/ml. Il est
important de noter qu’il s’agit d’une extraction éthanolique a 100% suivi d’une filtration,
d’un traitement par rotavapeur et qu’ensuite 1’extrait végétal, exempt d’éthanol, a subi une

microfiltration (0.2um de diametre) pour enfin avoir été conservé au congélateur a -18°C.

Si I’on confronte les résultats trouvés par BENHAMMOU et al (2008) avec ceux
d’OUARAB et SEHIL (2012), on note que les solvants d’éthanol utilisés sont respectivement
de 96% et de 100%, soit une différence de 4% qui n’est probablement pas a ’origine de la

dissemblance des deux résultats, de méme pour les notres.

On suppose donc que le seul parametre d’extraction ayant influencé sur la résistance
d’Escherichia coli se trouve étre la conservation de I’extrait éthanolique a — 18°C. Par
analogie a la lyophilisation, ce mode de conservation pourrait avoir maintenu un niveau plus
élevé en composés phénoliques (DAI et MUMPER, 2010), que ceux ne 1’ayant pas subi, en
1I’occurrence notre extraction. Cette hypothése est étayée par les travaux d’lAUK et al (1996)
qui ont obtenu une sensibilité vis-a-vis d’Escherichia coli appréciable par une CMI de
0.0025g/mL  avec un extrait éthanolique de feuilles séchées de Pistacia lentiscus
préalablement lyophilisé. Leur protocole d’extraction est selon les régles de la pharmacopée

officielle.

38



Résultats et discussion

Effets de I’extrait aqueux et de I’extrait aqueux assisté par sonication :

Nos résultats concordent avec ceux de BAMMOU et al 2015 qui ont trouvé une
résistance d’E coli vis-a vis du décocté prépare selon la méthode de SQALLI et al 2007, soit
10 g de poudre d’extrait de feuilles du lentisque mélangé dans 100 ml d’eau bouillante porté
a ébullition pendant 15 mn .Notons quelques différences dans la préparation de notre décocté,

soient 25g de poudre d’extrait dans 100ml d’eau portée a ébullition pendant 30 mn.

L’extrait aqueux assisté par sonication correspond a une macération proprement dite,
suivie d’un traitement par ultrasons, il semblerait que cette extraction ne s’est pas démarquée

des précédentes vis-a-vis de notre souche.

IAUCK et al (1996) ont cependant trouvés une sensibilité d’E.coli avec des CMI de
312 mg/ml et 1250 mg/ml respectivement pour les extraits de décoction et de macération. Ce

qui atteste de I’importance de la lyophilisation.

e Effet des extraits sur Citrobacter freundii :

Figure 16 : Antibiogramme de Citrobacter freundii

Aucune zone d’inhibition n’a été trouvée vis-a-vis de  Citrobacter freundii par les

trois extraits.

Aucune étude n’a été retrouvée dans la bibliographie concernant  1’activité

antibactérienne de P. lentiscus vis-a-vis de cette souche, nous confronterons alors nos
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résultats a I’activité d’une autre plante, Rhus coriaria, communément appelée Sumac, de la

famille des Anacardiacées.

L’extraction éthanolique a 97% des fruits mirs et non mirs de Rhus coriaria réalisee
par RAYNE et MAZZA (2007), a revélé une sensibilité de Citrobacter freundii appréciable
par une CMI de 0.001g/mL. De plus il apparait que les fruits mdrs ont une meilleure activité

antibactérienne.

Une activité vis-a vis Citrobacter freundii a aussi déterminée par une extraction

aqueuse (1h a 25°C suivie d’une ébullition pendant 2 mn) des fruits séchés de Rhus coriaria.

Il apparait que dans I’extrait aqueux les fruits mars et non mdrs ont une efficacité
antibactérienne similaire contrairement a I’extraction ¢éthanolique, cette différence est
d’ailleurs rencontrée dans plusieurs groupes bactériens. Par ailleurs, ABBAS et al 2007 ont
trouvé que les extraits aqueux des fruits de Rhus coriaria sont moins actif vis-a vis des Gram

négatifs

o [Effet des extraits sur Klebsiella pneumoniae :

Figure 17 : Antibiogramme de Klebsiella pneumoniae

Il apparait que Klebsiella pneumoniae ne présente aucune sensibilité pour les trois

types d’extrait des feuilles du lentisque.
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L’activité de I’extrait éthanolique, riche en composés phénoliques, des feuilles
séchées de BENHAMMOU et al (2008) n’a eu aucun effet sur Klebsiella pneumoniae, de
méme pour I’extrait méthanolique de BAMMOU et al(2015).

BENDIFALLAH et al (2014) ont réalisé une extraction méthanolique des polyphénols
des feuilles du lentisque (30g dans 100 ml de méthanol) ainsi qu’une extraction des tannins
par de I’acétone .Ces deux extraits se sont révélés inefficaces sur Klebsiella pneumoniae avec

des zones d’inhibition de 2.0 +£0.58 et 0 respectivement pour les polyphénols et les tannins.

En ce qui concerne I’effet de notre extrait aqueux sur cette souche, des résultats
similaires ont été observes chez BAMMOU et al (2015) pour son décocté réalisé selon la
méthode de SQALLI et al (2007).

On suppose donc que cette souche ne présente aucune sensibilité envers les composés

solubles dans les solvants polaires a savoir les polyphénols et les tannins.

e Effet des extraits sur Pseudomonas aeruginosa :

Figure 18 : Antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est la seule bactérie Gram négative a avoir montré une
sensibilité vis-a-vis des trois extraits. Avec la méthode de diffusion par disque, les valeurs
des zones d’inhibition sont de 18.666+ 1.154, 1740 et 12.333+0.577 mm respectivement pour
les extraits EA, ES et EE.
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Cependant ’analyse statistique atteste qu’il n’y a pas de différence significative de
I’effet inhibiteur des trois extraits sur Pseudomonas aeruginosa, ce qui pourrait étre due a des

teneurs tres proches en composés phénoliques de ces trois extraits.

La zone d’inhibition de I’extrait EE se rapproche de celle de BENHAMMOU et al
(2008) portant sur 1’activité antibactérienne in vitro d’un extrait éthanolique (10ul) avec une

zone d’inhibition de 14.5 mm.

Les résultats de ’activité antibactérienne in vitro de BOUHARB et al (2014) ont
révélé que les extraits aqueux sont plus actifs que les extraits éthanoliques. Les souches
pigmentées (pyocyanine) sont plus résistantes aux extraits que les souches non pigmenteées.

De plus, I’cau a été le meilleur solvant dans la concentration des principes actifs des plantes.

Cependant seule une activité de I’extrait éthanolique a été trouvée (12.66+0.477 mm),
cette valeur étant proche de la nétre (12.333+0.577 mm).L’absence totale d’activité de leur
extrait aqueux pourrait étre due a I’extraction de la poudre végétale par chaleur a reflux
pendant 2heures dans 1’eau. En effet I’ouverture du vase a réaction, empéchant la surpression,

pourrait étre a 1’origine de pertes des composés phytochimiques antimicrobiens.

Par ailleurs, I’extrait aqueux d’Eucalyptus gomphocephala s’est avéré le plus actif sur
toutes les souches étudiées, avec des zones d’inhibition entre 16 et18.5 mm, et des valeurs de
CMl entre 6.25 et 12.5mg/mL.

DERWICH et al (2010) ont obtenu une modeste zone d’inhibition (10mm) avec
I’huile essentielle des feuilles du lentisque. Ils considérerent qu’elle présente une faible
sensibilité vis-a-vis de cette huile riche en monoterpenes, comparée a Escherichia coli
(34mm) et Staphylococcus aureus (14mm) et Enterococcus faecalis (23mm). Ces auteurs
considérent que les monoterpenes, les terpénes paraissent avoir des propriétés
antibactériennes de forte a modéré .Cela s’explique par leur capacité a former des liaisons
hydrogenes avec les sites actifs des enzymes cibles par les groupes hydroxyles des phénols et

a travers le Cyoet le Cys des terpénes a noyau aromatique.
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o [Effet des extraits sur Enterococcus faecalis :

Figure 19 : Antibiogramme d’Enterococcus faecalis

Il apparait qu’Enterococcus faecalis ne présente aucune sensibilité pour les trois

types d’extrait des feuilles du lentisque.

ABID (2009) ont montré que 1’extraction méthanolique a 70 % (ou extrait brut)
des flavonoides et des polyphénols totaux, des feuilles de Pistacia vera n’ont pas d’activité

antibactérienne a 1’égard d’Enterococcus faecalis.

DERWICH et al (2010) ont montré que I’huile essentielle de Pistacia lentiscus
présentait une activité antibactérienne intéressante vis-a-vis d’Enterococcus faecalis avec une
zone d’inhibition de 23mm de diamétre et une CMI de 0.0006g /mL. Ces auteurs considerent
que D’activité antibactérienne de I’huile essentielle des feuilles du lentisque est due aux

terpénes notamment les a-pinéne et les B-pinéne.
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e Effet des extraits sur Bacillus cereus :

Figure 20: Antibiogramme de Bacillus cereus

Bacillus cereus a montré une sensibilité avec des zones d’inhibition de
18, 666+1.154, 17.333+£0.577 et 13.333£0.577 mm respectivement pour les extraits EA, ES
et EE.

Il s’avére que les extractions par 1I’eau (EA et ES) sont plus efficaces que I’extraction
éthanolique, cela peut étre expliqué par la différence de polarité entre 1’eau et 1’éthanol.
L’eau étant plus polaire, elle conduit donc a une meilleure extraction des composés

phénoliques responsables de 1’activité antibactérienne.

Par ailleurs RAYNE et MAZZA (2007) ont attribué¢ 1’activité antibactérienne des
fruits de Rhus coriaria (Anacardiaceae) vis-a-vis de Bacillus cereus aux tannins, solubles

dans les solvants polaires.

Ces mémes auteurs ont trouvé une activité antibactérienne, de I’extrait éthanolique a

97% des fruits de Rhus coriaria, appréciable par une CMI de 0.0005g/mL.
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e Effet des extraits sur Staphylococcus aureus :

Figure 21 : Antibiogramme de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus a montré une sensibilité avec des zones d’inhibition de
20,333%6,350, 17,666+1,527 et 16+1,527 mm respectivement pour les extraits EE, EA et ES.
Notons le fait que cette souche soit la seule qui présente une nette résistance a la pénicilline

G avec un halo d’inhibition de 13 £1mm.

Nos résultats concordent avec ceux d’IAUCK et al (1996) qui ont obtenu une
sensibilité des différents extraits (éthanolique, décoction et macération) de feuilles séchées de
Pistacia lentiscus préalablement lyophilisés. Leur protocole d’extraction est selon les régles
de la pharmacopée officielle. La sensibilité trouvée pour Staphylococcus aureus est
appréciable par des valeurs de CMI de 0.0003, 0.0012 et 0.0025 g/mL respectivement pour la

décoction, macération et éthanolique.

BENHAMMOU et al (2008) ont trouvé une zone d’inhibition de 21.5 mm (10ul)

par I’extrait éthanolique des feuilles séchées de P. lentiscus.

BENDIFALLAH et al (2014) ont trouvé que I’extraction méthanolique (des
polyphénols) des feuilles du lentisque, présente une activité antibactérienne vis-a-vis de
S.aureus avec une zone d’inhibition de 17+£3.54 mm, cette zone est trés proche de celle

trouvée par I’extrait EA (17,666+1,527 mm).Notre extrait éthanolique a donné une meilleure
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zone d’inhibition de 20,333+6,350 mm, cela pourrait étre due a la différence d’indice de

polarité des deux solvants, 5.1 et 5.2 respectivement pour le méthanol et 1’éthanol.

L’extraction par I’acétone des tannins galliques par BENDIFALLAH et al (2014), a
révélé une zone d’inhibition de 9+1.15 mm. On pourrait expliquer cette différence de
sensibilité vis-a-vis des deux extractions, par une plus grande sensibilité de Staphylococcus

aureus aux composés phénoliques qu’aux tannins galliques.

L’effet des différents extraits sur les souches testées met en évidence 1’influence de
la nature du solvant d’extraction sur 1’activité antibactérienne. Les différents extraits bruts
testés, obtenus par extraction a I’ecau et a 1’éthanol (solvants de polarité trés proche), se

traduisent chez S. aureus par I’absence de différence significative de leurs effets inhibiteurs.

Cependant, des variations des effets inhibiteurs de ces mémes extraits sont
rencontrées chez P. aeruginosa et Bacillus cereus suggérant qu’une meilleure teneur en

principes actifs est extractible par 1’eau que par I’éthanol.

Avec la méthode de diffusion par disque, les extraits se sont révélés étre efficaces
uniquement contre la gram-négative Pseudomonas aeruginosa et contre les gram-positives

Bacillus cereus et Staphylococcus aureus (Tableau VIII)

La concentration minimale inhibitrice (CMI), est définie comme étant la plus faible
concentration de 1’extrait dans laquelle il y a absence de développement bactérien (Tableau
IX). Les trois extraits ont donnée des valeurs de CMI de 0.005 et 0.001g/mL respectivement
pour Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. En ce qui concerne Bacillus cereus
une CMI de 0.02g/mL est enregistrée pour les extraits EE et EA et une CMI de 0.01 g/mL
pour I’extrait ES. C’est ainsi que ’analyse statistique a conclue a I’absence de différence

significative entre les extraits sur leurs effets inhibiteurs.

Dans cette présente étude les gram-négatifs tels que Escherichia coli, Citrobacter
freundii, et Klebsiella pneumoniae se sont montrés résistantes aux extraits de Pistacia
lentiscus a I’exception de Pseudomonas aeruginosa qui a montré des zones d’inhibitions de
18,666+1,154, 17 £0 and 12,333+0,577 mm respectivement pour les extraits EA, ES et EE.

Cependant, a 1’exception d’Enterococcus faecalis qui n’a montré aucune sensibilité,
P q

les extraits des feuilles de Pistacia lentiscus se sont avérés plus actifs vis-a-vis des gram-
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positifs tels que Bacillus cereus et Staphylococcus aureus avec des zones maximales
d’inhibition de 18.666+1.154, 20,333+6,350 mm, respectivement.

Cette différence de sensibilité entre Gram+ et Gram- est probablement associée a
leurs structures membranaires. Les bactéries a Gram négatifs sont généralement plus
résistantes a cause de la réduction de la perméabilité de leur membrane externe entourant la
paroi cellulaire. En effet cette membrane externe de nature polysaccharidique favorise la
résistance aux agents antimicrobiens hydrophobes (SHAN et al., 2007).

Par contre les bactéries a Gram positifs, dépourvues de la membrane externe, se
laissent facilement traversées par les agents antimicrobiens qui peuvent atteindre ainsi leurs
sites d’action. La sensibilit¢ de nos bactéries Gram + vis-a-vis des extraits pourrait étre
expliquée par I’action destructrice des polyphénols de la membrane plasmique. Leur activité
est probablement due a leur capacité se complexer avec des protéines. L’association de ces
composés résulte d’une part d’interactions hydrophobes entre les noyaux aromatiques des
composés phénoliques et les acides aminés hydrophobes du peptidoglycane. D’autre part ils
peuvent établir des liaisons hydrogénes entre leurs groupements hydroxyles et les
groupements polaires des protéines (DE REYNAL, 2009).De plus ces agents peuvent induire
une coagulation et une fuite du contenu cellulaire via la détérioration de la force motrice des

protons et du mouvement des électrons (SHAN et al., 2007) .

Les composés phytochimiques, responsables des activités antibactériennes
rencontrées sont principalement des polyphénols en 1’occurrence les tannins, les phénols et les

flavonoides.

L'activité antimicrobienne des tannins serait due a leur capacité a se complexer aux
protéines de transport (STERN et al., 1996).

Les phénols simples et les acides phénoliques possédent des activités antibactérienne
(BRANTNER et al., 1996) dont le mécanisme d'action n'est pas bien connu, mais, il pourrait
inclure une inhibition enzymatique, probablement a travers une réaction avec les groupes
sulfhydriles ou des interactions non-spécifiques avec les protéines. De plus, le nombre et la
position des groupements hydroxyles sur le noyau aromatique pourraient étre en relation avec
leur toxicité relative sur les microorganismes (Cowan, 1999). Une rapide oxydation le rend
brun et peut facilement générer des nouveaux produits qui forment un complexe avec les

protéines et inhibe I’activité enzymatique des bactéries. (CROTEAU et al 2000).
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Etant donné que les flavonoides sont synthétisés par les plantes suite a une infection
microbienne, il n'est donc pas surprenant qu'ils possedent des propriétés antimicrobiennes
(COWAN, 1999). Leur activité est probablement due a leur capacité de se complexer aux
protéines extracellulaires et solubles. Mais, les flavonoides a caractére lipophile peuvent
détruire les membranes microbiennes en augmentant la fluidité des lipides membranaires
(PRASAD et al., 2004).
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Conclusion et perspectives

Ce présent travail a eu pour principal but 1’évaluation in vitro de Dactivité
antibactérienne des feuilles séchées de Pistacia lentiscus, récoltées vers fin février dans la
région de Timizart-Loghbar de la wilaya de Tizi-Ouzou.

Cette évaluation antibactérienne par trois types d’extraits bruts a montré une meilleure
sensibilité vis-a-vis des Gram positifs, a I’exception d’Enterococcus faecalis qui n’a montré
aucune zone d’inhibition. En effet les souches bactériennes a Gram positif représentées par
Bacillus cereus et Staphylococcus aureus se sont montré sensibles avec des zones d’inhibition
de 18.666+1.154 et 20.333+6.350 mm respectivement.

Par opposition les souches a Gram négatifs telles que Escherichia coli, Citrobacter
freundii et Klebsiella pneumoniae se sont caractérisées par une résistance avec 1’absence total
de zones d’inhibition. Cependant Pseudomonas aeruginosa s’est revelé sensible et a montré
des zones d’inhibitions allant de 18.666+1.154 a 12.333+£0.577 mm

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus se sont caractérisées par des
valeurs de CMI (identiques pour les 3 extraits) de 0.05 et 0.01g/mL respectivement. Bacillus
cereus a réveélé d’une part une CMI de 0.01 g/mL pour I’extrait ES et d’autre part une valeur

de CMI de 0.02 g/mL pour les extrait EA et EE.

Cependant I’analyse statistique a donné une p-value > a attestant qu’il n’y a pas de

différence significative de I’effet inhibiteur des trois types d’extrait.

Par ailleurs, ces valeurs different en général de celles citées dans la littérature et cela
pourrait s’expliquer par la divergence des méthodes d’extraction ainsi qu’a la pureté et au

mode de conservation des extraits.

En perspective et pour élargir le champ d’étude des effets biologiques de Pistacia

lentiscus il serait intéressant de :

€@ Optimiser les conditions s’extraction qui représente une étape trés importante dans
I’évaluation des effets biologiques de plantes médicinales. Pour atteindre cet objectif
on doit tester un plus grand éventail de solvants avec différents volumes en variant le

temps et la température de la macération ou de la décoction.
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¢ Optimiser les conditions de conservation des extraits afin de réduire les possibilités
de développement des réactions d’altérations par des procédés tels que la

lyophilisation, le traitement par rotavapeur.

& il serait intéressant, aprés avoir évalué in vitro I’activité antimicrobienne de la
plante, d’envisager d’extraire, d’isoler, de caractériser les principes actifs des
composés phytochimiques et de tester directement leurs effets sur divers micro-
organismes pathogénes pour une éventuelle application pharmacologique. En effet,
I’identification de 1’agent actif permet d’entreprendre des études structure-activité,
permettant une meilleurs application de 1’agent antimicrobien, une meilleure
formulation des dosages appropriés et peuvent aussi amener a une meilleure

compréhension des mécanismes de multi-résistances des germes en cause.

¢ étudier les autres parties de la plantes, car la plante entiére, appelée aussi « Totum »
s’avére plus efficace que la somme de ses composés pris séparément. Le lentisque
accumule nombre important de métabolites secondaire au niveau des graines et du

mastic, il serait judicieux de se pencher sur leurs effets biologiques.

¢ La complexité des extraits, nécessite des techniques de séparation efficaces en vue
d’identifier les différentes molécules d’intéréts et ce par des méthodes performantes
telles que I’HPLC, la GC, la CCC, la SFC. Les deux premiéres, couplées a différents
systemes de détection, devraient d’avantage étre employées pour 1’analyse

quantitative et/ou qualitative des différents constituants de la plante.

¢ Les facteurs environnementaux influent sur les voies de biosynthése des composés
chimiques et de leur pourcentage, conduisant a une variabilité des chemotypes. Des
investigations ultérieures devraient donc étre effectuées pour définir le génotype de

Pistacia lentiscus L.
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Annexe

Matériel de laboratoire utilisé :

Agitateur : Heidolph Rotamax 120 Germany
Agitateur magnétique : gerhargt Germany
Autoclave : Nuve Bruxelle

Bain marie : Nuve (bath) Bruxelle

Balance de précision : Kern PCB Germany
Cryotubes

Etuve bactériologique : Melag Germany

Etuve de séchage des extraits : Memmert Germany
Four Pasteur: Melag Germany

Microscope optique: Hand Wetzlar Germany
Moulin a café : Moulinex France

Papier Wattman N°1

Sonicateur: Bandelin Sonorex Germany
Spectrophotometre : Medline Unated Kingdom

Vortex : TechnoKartell Australie

Composition des différents milieux de cultures utilisés :

Eau physiologique :

=T 0] (0] 0T 5g
Extrait de VIande........oouoiiiii e 3g
32Tt 0t 10g

A AT AGAT. . 15g



Bau diStIllEe. . ..ottt 1000ml

pH 7
Milieu BEA
PP ONC. ..o e 17¢g
Peptone pepsique de viande...........ooiiiiiiiiii e 3g
EXtrait de LOVUIeC. ... e 5S¢
ESCUIINE. ..o e e e, g
(@315 1Tl e (S0 e L 11 s PR lg
Citrate de fer ammoniacal.......... ..ottt 0,5¢g
Bile de boeuf déshydratée..........o.eiiiinii i 10g
AZIde de SOAIUIM. . ... e e e e e 025¢g
Chlorure de SOQIUIML. . ... .t e 5¢g
N . ) N 13g
pH 7,1
Bouillon BHIB

PrOTEOSE PEPIONE. ... ettt et e e e 10g
Infusion de cervelle de VAU ...........oiininii 125¢g
Infusion de coeur de baeUT ... ..o 059
Chlorure de SOOIUML. ... e e 59
Phosphate diSOOIQUE. .......c.eieiiti e e 2,50
GIUCOSE. ..t 29
Eau distille. ... 1000 ml

pH final 7,4+0,2

Extrait de VIande. ... ...ooeiiiii i e S5¢g
PP oM. .o e 10g

Chlorure de SOAIUML. .......oinii e e S5g



pH 7,2
Milieu Chapman

EXTrait de VIANE. ..., 19
Peptone de caséine et de VIiande. ... ......oooieiriiiii 109
Chlorure de SOOIUML. .. ..o e e e, 5¢
D-MaANNITOl. ... 10g
0 - 159
ROUGE e PRENOL. ... ..o e 0,025g
BaU diStillEES. .. ...t 1000ml

pH final 7,4%0,2

Muller Hinton :

EXtrait de VIANAe. ... 03g
Hydrolysat acide de CaSEINE ...........oniirinit i e 17,59
AN, L 1,59
N - T 169
Bau distillée. ... 1000 ml

pH final 7,3

Infusion de VIande ..........oooiiiiii e 300g
Hydrolysat de Casine. ..........c.oiuiiniiiiii i 17,5¢g
ATNIAON. ..o e 1,5¢

pH=0,2



Rouge de phénol

ROUQGE 08 PhéNOL. ... .

Bau diStIIIEE. . . oo e ettt

Milieux de la galerie biochimique
Citrate simmons
Clarck et Lubs :

- A-naphtol
- NaOH

Eau peptonée exempte d’indole
Nitrate reductase

- Acide sulfanique
- A-naphtylamine

Mannitol mobilité
Triple Sugar Isron

Urée indole

Réactifs de la coloration de Gram
Alcool
Fuchsine
Lugol

Violet de Gentiane



