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Résumé :

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable et diversifiée en
métabolites secondaires, qui ont plusieurs applications : pharmaceutique, médicales,
agroalimentaire, agronomique et biotechnologiques. Dans cette optique que nous nous
sommes intéressés a deux plantes médicinales (Olea europaea, Pistacia lentiscus) .de la
région de Hadjadj (Mostaganem. Algérie), les extraits éthanolique foliaires sont utilisées
pour tester I’activité antibactérienne. Par la méthode de la diffusion en milieu solide, contre
deux souches Bactériennes a Gram positif (Staphylococcus aureus), et Gram négatif
(Pseudomonas aeroginosa). Ces composeés se sont réveles trés actifs contre I’ensemble des
bactéries testé. Cependant Une forte activité de 1’extrait des feuilles Pistacia lentiscus vis-
a-vis S. aureus (diamétre d’inhibition 43 mm) est en enregistrés. L’activité antibactérienne
de cet extrait est confirmée par la méthode de microdilution (Concentration Minimale
Inhibitrice : CMI).pour I’extrait foliaire de /’Olea europaea (d’olivier) sont douée d’un effet
antibactérienne modéré. La plus grande zone d’inhibition (38 :00 mm) est enregistrée par la
souche (Pseudomonas aeroginosa) avec une CMI (1/2) .ce qui nous ameéne a dire que les
extraits foliaires de Olea europaea et Pistacia lentiscus sont douée d’activité biologique :
antibactérienne. Les résultats obtenus sont trés encourageants et ouvrent une voie
prometteuse pour utiliser des feuilles d’Olea europaea et Pistacia lentiscus de nombreux

application dans divers domaines. A savoir en médecine, pharmacologie.....).

Mots clés : Olea europaea, Pistacia lentiscus, extrait éthanolique foliaires, activités

antibactérienne, Concentration Minimale Inhibitrice CMI.



Abstract:

Medicinal plants are an inexhaustible and diversified source of secondary
metabolites, which have several applications: pharmaceutical, medical, agri-food,
agronomic and biotechnological. With this in mind, we looked at two medicinal
plants (Olea europaea, Pistacia lentiscus). In the Hadjadj region (Mostaganem.
Algeria), foliar ethanolic extracts are used to test antibacterial activity. By the method
of diffusion in solid medium, against two strains Gram-positive bacteria
(Staphylococcus aureus), and Gram negative (Pseudomonas aeroginosa). These
compounds have been shown to be very active against all the bacteria tested.
However A strong activity of the extract of the leaves Pistacia lentiscus vis-a-vis
S.aureus (inhibition diameter 43:00 mm) is recorded. The antibacterial activity of
this extract is confirmed by the microdilution method (Minimum Inhibitory
Concentration: MIC). For the leaf extract of Olea europaea (olive) are endowed with
a moderate antibacterial effect. The largest inhibition zone (38:00 mm) is recorded
by the strain (Pseudomonas aeroginosa) with a MIC (1/2). This leads us to say that
the foliar extracts of Olea europaea and Pistacia lentiscus are endowed with
biological activity: antibacterial. The results obtained are very encouraging and open
a promising way to use leaves of Olea europaea and Pistacia lentiscus many

applications in various fields. Namely in medicine, pharmacology, etc.).

Keywords: Olea europaea, Pistacia lentiscus, foliar ethanolic extract, antibacterial

activities, Minimal Inhibitory Concentration MIC.
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Introduction :

Depuis longtemps, les plantes ont été prisees pour leur soulagement de la
douleur et capacités de guérison, et aujourd’hui nous comptons encore sur les
propriétés curatives des plantes dans environ 75% de nos médicaments (Andrew,
2016).

Actuellement, la médecine conventionnelle est devenue une source d’anxiété
pour I’homme, en raison des effets secondaires résultant des médicaments (Iserin,
2001). En effet, I’apparition des antibiotiques était une consolation pour I’humanité
Puisqu’ils ont contribué¢ a réduire considérablement la propagation des infections
bactériennes. Cependant, les bactéries s’adaptent progressivement a ces médicaments
et deviennent plus résistants a eux (Ben et al, 2016).

Face a I’insatisfaction constatée des traitements modernes, les remeédes a base
de plantes sont de retour a la proéminence (Andrew, 2016)

Les plantes médicinales ou plus particulierement les extraits bruts de plantes
commencent a susciter un intérét généralisé en tant que source potentielle de
molécules bioactives naturelles. Des recherches sont en cours pour leur utilisation
potentielle comme alternative pour traiter les maladies infectieuses et protéger les
aliments de 1’oxydation (Yakhlef, 2010).

En Algérie, beaucoup de plantes sont traditionnellement utilisées pour traiter
les maladies cardiovasculaires, inflammatoires, en particulier le rhumatisme, le
diabete et les maladies gastro-intestinales, etc. (Addab et al, 2020).

Parmi ces plantes, nous nous sommes intéressées a deux especes, la premiere
est Olea europaea (I’olivier) qui est une plante de la famille des Oleacaea.C’est une
espéce largement cultivée dans le bassin méditerranéen depuis la plus haute antiquité.
L'utilisation la plus connue de l'olivier et sans nul doute la production de I'huile
d'olive utilisée a des fins alimentaires, cosmétiques et thérapeutiques. Par ailleurs, les
propriétés médicinales de I'olivier sont également attribuées a ses feuilles qui font
aujourd'hui l'objet de nombreuses recherches scientifique (Djenane et al, 2012). La
seconde est représenté par Pistacia lentiscus(le lentisque) qui est un arbuste
appartenant a la famille des Anacardiacés.il est tres largement représenté dans le
pourtour méditerranéen. C’est une espece trés connue et employée par la population
locale pour ses nombreuses vertus thérapeutiques notamment antiulcéreuses, anti-

inflammatoires et antibactériennes (Aiche-lratni, 2016).
1



Introduction

L’objectif de notre travail est la préparation des extraits foliaires éthanoliques
de Pistacia lentiscus et Olea europaea et 1’évaluation de 1’activité antibactérienne
des extraits préparés vis-a-vis de deux souches bactériennes.

Nos travaux sont présentés en deux parties :

= La partie | est une synthése bibliographique comprend deux chapitres, le
premier chapitre entame des généralités sur les deux espéces étudiées. Bien que
le deuxiéme aborde les métabolites secondaires.

= La partie Il est une étude expérimentale englobe les différents matériel et
méthodes utilisées au cours de la réalisation de ce travail, suivi par les résultats
obtenus et leurs discussions .Le manuscrit se termine par une conclusion général

qui résume 1’ensemble des résultats obtenus.



PARTIE THEORIQUE :
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Chapitre 1 : Généralité sur Pistacia lentiscus et Olea europaea

I. Pistacia Lentiscus :

1.1 Description botanique :

Le pistachier lentisque (Fig.1) est un arbrisseau résineux de 1 a 3 m de haut poussant
spontanément dans tout le Tell. Il a des tiges ramifiées et des feuilles persistantes,
composées, a 4 ou 5 paires de folioles entiéres, et courtement pétiolées, des fleurs
rougeatres en grappes denses, et des fruits trés petits, de couleur rouge, non comestibles.
L’ensemble dégage une forte odeur résineuse (Baba, 1999).1a floraison a lieu entre avril

et mai et la fructification entre octobre et novembre (Coste, 1937).

Figure 1 : Arbuste de Pistacia lentiscus
https://www.promessedefleurs.com/arbustes/arbustes-de-a-a-z/pistacia-lentiscus-

lentisquepistachier.html

Le lentisque est caractérisé par :

- Feuilles : persistantes, paripennées, a 4-10 folioles elliptiques-obtuses, mucronulées,
coriaces, luisantes en dessus, mates et pales en dessous, pétiole étroitement ailé.

- Fleurs : en grappes spiciformes denses, naissant 1 ou 2 a 1’aisselle d’une feuille et
¢galant au plus la longueur d’une foliole, pédicelles tres courts (Coste, 1937). La plante
est dioique : fleur femelle a un calice comportant 3 ou 4 lobes et un 1 ovaire de 3
carpelles concrescents et 3 stigmates arqués en dehors ; fleur male a un calice
comportant 5 sépales au fond duquel sont insérées 5 étamines, a filets courts soudés a

la base et antheres rouges, tétragones (Somson, 1987).

- Fruit : petit, subglobuleux, apiculé, rouge, puis noir a la maturité.


https://www.promessedefleurs.com/arbustes/arbustes-de-a-a-z/pistacia-lentiscus-lentisque-pistachier.html
https://www.promessedefleurs.com/arbustes/arbustes-de-a-a-z/pistacia-lentiscus-lentisque-pistachier.html
https://www.promessedefleurs.com/arbustes/arbustes-de-a-a-z/pistacia-lentiscus-lentisque-pistachier.html
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- Branches : pressées et tortueuses, forment une masse serrée.
- Ecorce : rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps.

- Mastic : appelée également résine, I’incision du tronc de cet arbuste fait écouler un

suc résineux nommé mastic qui une fois distillé, fournit une essence employée en
parfumerie (Fig.2) (More et white, 2005).

Figure 2 : Partie aérienne (feuilles, fruits et fleurs) +tronc et résine de P. lentiscus
(Ben Douissa, 2005 ; Bammou et al., 2015)

1.2 Classification :

Le lentisque est un arbrisseau du genre Pistacia appartenant a la famille des
Anacardiaceae qui comprend environ 70 genres et plus de 600 espéces (Bozorgi et al,
2013).

Les trois especes les plus représentatives de la région méditerranéenne (Moyen-
Orient et Europe) sont : P. vera L, P. terebinthus, P. lentiscus L (Milia et al, 2021).

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre espéces ; P. lentiscus, P.
terbinthus, P. vera et P. atlantica (Ghalem et Benhassaini, 2007).

D’aprés Quézel et Santa (1963), la position des lentisques dans la systématique
du régne végétal est donnée par I’arbre phylogénique représenté dans (Tab.1).

Tableau 1 : Taxonomie de Pistacia lentiscus (Quézel et Santa, 1963)
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Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédone
Sous classe Dialypétales
Série Diacifores
Ordre Sapindales
Famille Anacardiacées
Genre Pistacia
Espéce Lentiscus

1.3 Nomenclature :
Le pistachier lentisque se dénomme en dialecte local dans la région de Jijel

(Algérie) : tro ou troo ; et dans la région la kabylie (Algérie) : amadagh, et le fruit se

dénomme tidekt (Benmehdi, 2012). L’appellation de P. Lentiscus se differe selon les

pays (Tab.2).
Tableau 2 : Noms vernaculaires de Pistacia lentiscus (Torkelson, 1996)
Anglass Chios mastic tree
Allemand Mastixbaum
Francais Arbre du mastic, lentisque
I Espagnol | Lentisco
Afrique du nord Derw, darw (arabe)

1.4 Répartition géographique :
1.4.1 Dans le monde :

Le lentisque est originaire du bassin meéditerraneen, il est particuliérement
représentative des milieux les plus chauds du climat méditerranéen.

On le trouve couramment dans les milieux arides de régions méditerranéen de

I’Europe, de I’Asie, de I’Afrique jusqu’aux canaries.il pousse a I’état sauvage dans les
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garrigues et les maquis, sur tout type de sol (Coste, 1937 ; Iserin, 2001 ; Smail-Saadoun,

2002) (Fig.3).

- Pistacia lentiscus

Figure 3 : Aire de répartition de P.lentiscus dans le monde (Quézel et Santa, 1963)

1.4.2 En Algérie :

P. Lentiscus se trouve dans les zones forestieres sur le long du nord algérien (More
et White, 2005). On le retrouve sur tout type de sol, dans I’ Algérie subhumide et semi-aride
(Smail-Saadoun, 2005), plus précisément dans le bassin de la Soummam en association

avec le pin d’Alep, le chéne vert et le chéne liege (Belhadj, 2001) (Fig.4).

N Mer Méditerranéen
w-{f‘y)— E A1

v,
= i 7 =ls
I act B WV 2

Figure 4 : Répartition de P. lentiscus en Algérie (Quézel et Santa, 1963)

1.5 Etude chimique :
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L’analyse phytochimique des extraits de P. lentiscus a révéleé que les parties aériennes
sont atteintes dans sa composition chimique comme 1’huile essentielle, alcaloides, produits
pheénoliques, tannins et saponines (Elgubbi et al,. 2017).

Des études précédentes ont montré que 1’extrait éthanoique des feuilles est une source riche
de flavonoides, acides phénoliques et tannins avec une forte concentration de composes
phénoliques (Aziba et al., 2019).

Les feuilles de P. lentiscus sont également riches de composés de polyphénols (7/5%
du poids sec des feuilles) en particulier le galloyl des dérivés comme 1’acide mono, di et tri-
O-galloylquinique et monogalloyl glucose. 1, 2, 3, 4, 6-Pentagalloyl glucose. Des dérivés de
la myricétine ont été déterminés comme 20% de la quantité totale de polyphénols de feuilles
de P. lentiscus (Bozorgi et al., 2013). L’huile essentielle de feuilles contient de la B-
caryophylline (31,38%) du germaeréne (12,05%) et du y-cadinnéne
(6,48%). Et I’huile hydrodistillée a été analysée par GC-MS et contient de 1’ -pinéne, du -

terpéne et du terpéne-4-ol (Elgubbi et al., 2017).
I.5.1 Activité biologique (antibactérienne) et effet thérapeutique :

De nombreuses études pharmacologiques ont rapporté que les molécules contenues
dans les parties aériennes de pistachier lentisque ont de multiples activités biologiques a
savoir : anti-oxydante, antimicrobienne, antifongique, anti-inflammatoire, anticancéreuse,
etc...

Une activité inhibitrice remarquable de différents extraits et huile essentielle de
feuilles de P.lentiscus a été observée contre Salmonella typhimurium, en outre, I’huile
essentielle a montré effets inhibiteurs importants contre Salmonella enteritidis et
Staphylococcus aureus (Ben Douissa et al ., 2005 ; Hayder et al ., 2005)

P. lentiscus est une plante connue pour ses propriété médicinales depuis 1’antiquité ;
en effet, les médecines traditionnelles pratiquées de part et d’autre des rives de la
méditerranée, attribuent au lentisque des vertus dans le traitement des ulceres,
I’hypertension, la toux, les maux de gorge, I’eczéma, des calculs rénaux et la jaunisse
(Gardeli et al., 2008).

Les feuilles de lentisque sont largement utilisées pour le traitement de I’eczéma, la

diarrhée et elle est un puissant agent antiulcéreux (Khiari et al., 2018).
Olea europaea :

.1 Description botanique :



Chapitre 1 : Généralité sur Pistacia lentiscus et Olea europaea

L’olivier est un arbre typiquement méditerranéen (Breton et al., 2006). De 6 a
8m de hauteur a tronc tortueux a écore grisatre, crevassée (Ghedira, 2008). Peut
atteindre 15m de haut (Hans et Kothe, 2007). Sa longévité multiséculaire est
légendaire, la T° demeure a plusieurs jours a 16°C I’isotherme -12°C correspondrait a
la limite de son air de culture. Facilement identifiable & son port de feuilles blanches a
4 pétales soudé en tube a la base (Claude et Francoise, 2007) (Fig.5).

Figure 5 : Arbres d’olivier (Olea europaea) (Aouidi, 2012)

L’olivier est caractérisé par :

- Tronc : jaunatre puis passe a la brune tres claire. Il est tres dur, compact, courte, trapue
(jusqu’a 2m de diamétre) et porte des Larache assez grosses, trotteuses et lisse (Beck
et Dansk, 1983).

- Feuilles : persistants, opposé, coriace, ovale oblongues, a entieres et un peu enroulé.
Elles sont portées par un court pétiole (vert grisatres a vert sombre dessus blanchatre
et & une seule nervure dessus, tres souvent).

Elles conditionnent des matiéres grasses, des cires, des chlorophylles, des acides

(gallique et malique), des gommes et des fibres végétales (Amourtti, 1985).

- Fleurs : groupées en inflorescences comportant un nombre de feuilles, variable d’un
cultivar a un autre de 10 a plus de 40 par groupe en moyenne. Les fleurs individuelle
peuvent étre hermaphrodites ou staminées (Loussert et Brouss, 1978).

- Fruit : drupe charnues, ovoide, vert puis devient noire a maturité complete (Terral et

al., 1996). De diametre variable selon les variétés (Saad, 2009) (Fig.6).
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Figure 6 : Partie aérienne d’olivier (feuilles, fleurs, fruits) d’Olea europaea (Aouidi, 2012)

1.2 Classification :

L’espéce Olea europaea L a été nommée par Linné en raison de son aire
géographique. C’est I’unique espéce du bassin méditerranéen représentative du genre
Olea. On distingue deux sous espéces, 1’olivier cultivé ou olivier commun (Olea
europaea sativa) et l’olivier sauvage ou oléastre (Olea europaea sylvestris)
(Guignard et Dupont, 2004 ; Tourte et Bordonean, 2005).

Selon Cronquist (1981) la classification de I’arbre d’olivier (Olea europaea L)
se fait comme suit :

Regne : Plantae
Sous-régne : Tracheolionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Scrophylariales
Famille : Oléaceae
Genre : Olea

Espéce : Europaea
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Figure 7 : Taxonomie de genre Olea (Green, 2002) simplifier, d’aprés (Breton et al.,

2006) et répartition géographique des taxons

11.3 Nomenclature :
Selon Lucienne (2010), plusieurs noms d’O. europaea ont été utilisés a savoir :
» Nom commun : arbre éternel, bouteillon, Mouraou.
> Nom vernaculaire : Pour la variété cultivée : Amourga, Zitoun, Zaitar,

Azemmour, ZZir, Tessetta, Tahatimt, Amil.

1.4 Répartition géographique :
11.4.1Dans le monde :

L’olivier est cultivé dans des aires géographiques ou les chutes de pluie annuelles
sont en moyenne de 350 a 400 mm et les températures estivales 40°C ce qui correspond a la
zone températures entre 30 et 45°C parallele Nord sud.

La superficie oléicole dans le monde est estimée en 2007 a 10 492 000 hectares
correspondant a plus de 800 millions d’arbres avec une augmentation annuelle de 150 000
hectares pour la période allant de 2001 a 2005 cet arbre typiquement méditerranéen, compte
environ 840 millions d’olivier qui sont implantés en Méditerranée, et 90 millions dans le
reste du monde (Emberger, 1960).

Les oliveraies sont de I’ordre de 10 millions d’hectares, sont une densit¢ moyenne de 80

oliviers par hectare (anonyme, 2014), les variations observer dans les densités de plantations

10
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sont liées aux conditions climatiques et topographiques et aux objectifs de production
recherches.

Sur ’ensemble des superficies olé€icoles, 53% reviennent aux pays de 1’'union européenne,
27% aux pays du Maghreb, 18% pour les pays du moyen Orient et 2% pour les pays du
continent américain (Bouras, 2015) (Fig.8).

CGIINY A, T
/“\\\ L\f(\x r?'»,@# M/()}L/

Qs ¢ <J
ST ), o
NP SR TSR Ny NCpppp—— g - - 380
.\.; \ .D. 4 t'\ &“ -;Iﬁ‘.‘
2 . \w\ % " 29
£ — = < o 13

Y SO

Figure 8 : Aires de répartition des oliviers (Olea europaea) au monde (Bouras, 2015)

11.4.2 En Algérie :

L’Algérie fait partie des principaux pays méditerranéens dont le climat est plus
favorable a la culture de 1’olivier ou les constitue I’une des principales essences fruitieres a
I’échelle nationale (Benderradji et al., 2007 ; Babouch et Kellouche, 2012).

L’oléiculture algérienne est constituée d’environ 32 millions d’arbres
(Bensemmane, 2009) répartie sur une superficie d’environ 328 884 hectares (Faostat, 2013)
soit 34,09% du verger arboricole nationale.

L’olivier s’étend sur tout le territoire national. D’apres (Sekour, 2012), il concentre
notamment dans trois principales régions : la région du Centre (54%), la région de I’Est
(29%) et la région de I’Ouest (17%).

Pour de cette zone 95% est occupé par les wilayas de Bejaia et Tizi-Ouzou ou et

Bouira les wilayas de Guelma, Stif, Jijel et Skikda détiennent 68% du verger oléicole de la

11
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région d’Est et enfin, la région Ouest représente 71% du verger est occupé par les wilayas

de Mascara, Sidi Bel Abbés, Mostaganem et Tlemcen (Fig.9).
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Figure 9 : Répartition de la culture d’olivier en Algérie (Itaf, 2008)

11.5 Etude chimique :

Olea europaea est une espece qui synthétise un large éventail de substances chimique
de structures variées (Hopkins, 2003).

Les feuilles d’olivier contiennent des quantités variables d’oligo-éléments dont la
concentration est en fonction de plusieurs facteurs : la physiologie de la plante, les conditions
environnementales (principalement les ¢léments disponible dans le sol) et I’age de la feuille
(Bouabdallah, 2014).

Les différents composés chimiques globaux de la feuille sont regroupés dans le
tableau ci-dessous :

Tableau 3 : Composition chimique globale des feuilles d’olivier (exprimé en g/100g de

matiére fraiche) selon plusieurs auteurs

12
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Composition en ARCIA- MARTIN- BOUDHRIOUA ERBAY ¢t
Yo GOMEZ ctal, | GARCIA ctal., ct al., 2009 ICIER., 2009
2003 2006
Eau nd 414 462 ~-497a 498 a
Protéines nd nd S0-76a 70b
Lipides 62b 320 10-13a 65a
Mineraux 2660 1620 28~-44a 3606
Glucides nd nd 37.1-425a 275a
Fibres brutes nd nd nd 70a
Cellulose 1903 b nd nd Nd
Hémicellulose 2540 nd nd Nd
Lignine Jo4b nd nd Nd
Polyphénols nd 250 13-23b Nd
tolaux
Tannins nd nd nd Nd
solubles
Tannins nd 08Sb nd Nd
condensés

(a) Correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse fraiche des feuilles d’olivier.
(b) : correspond aux valeurs exprimées par rapport a la masse seche des feuilles d’olivier.
(Nd) : valeur non déterminée.

11.6 Activité biologique (antibactérienne) et effet thérapeutique :

Les effets antimicrobiens des polyphénols issus de la feuille d’Olivier ont été le sujet
de différentes recherches qui confirment 1’effet antimicrobien des polyphénols, Les anciens
égyptiens momifiaient les pharaons avec des feuilles d’oliviers pressées pour lutter contre
I’attaque des bactéries, des champignons et des parasites

De plus, les feuilles d’olivier sont connues pour leurs résistances naturelles a 1’attaque
de différents insectes et microorganismes. De nombreuses études in-vitro ont été effectuées
pour démontrer que les extraits de feuilles d’olivier empéchent ou retardent le taux de
croissance de certaines bactéries et de microchampignons.

La feuille d’olivier a des activités contre certaines souches bactériennes. Les souches

Salmonella typhim, Vibrion parahaemolyticus, Staphylococcus aureus (y compris les

13
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souches résistantes a la pénicilline), Klebsiella pneumonie et Escherichia coli (agents causals
d’infections du systéme gastro — intestinal ou des voies respiratoires chez ’homme), mises
en présence d’extraits de feuilles n’ont pas pu se développer sur les milieux de culture.
(Caturla et al., 2005).

Les feuilles de 1’olivier ont ét¢ largement répandues dans la médecine folklorique
pour plusieurs années dans les iles méditerranéennes et les pays européens. Historiquement,
cette matiére végetale a été utilisée comme remede de la fievre au cours du dix-neuvieme
siecle les anglais y avaient recours pour traiter les maladies tropicales, telle la malaria (Lee
et al, 2009). Dans I’antique Egypte ont servait de la feuille d’olivier pour momifier les
pharaons. Elles sont utilisées pour faciliter les fonctions d’élimination urinaire et digestives
(Bruneton, 2009).

Plusieurs rapports ont montré que ’extrait de feuille d’olivier avait la capacité
d’abaisser la tension artérielle chez les animaux (Samuelsson, 1951) et d’augmenter le débit
sanguin dans les arteres coronaires (Zarzuelo, 1991). De soulager les arythmies et de

prévenir les spasmes musculaires intestinaux (Garcia, 2000).
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Définition des métabolites secondaires :
Une de particularités des végétaux est de former de nombreux composés dans le réle
au niveau de la plante n’est pas encore parfaitement élucide.

Le fait que beaucoup de ces composés ne se rencontrent chez toutes les especes montre
qu’ils n’entrent pas dans le métabolisme général : ce sont des métabolites secondaires, qui
n’exercent aucune fonction directe aux niveaux des activités fondamentales de 1’organisme
végeétal (croissance, développement, reproduction...) mais peuvent jouer différents roles pour

la survie du végétal lui-méme, rdle de défense ou de résistance (Merghem, 2009).

I11.1 Classification des métabolites secondaires :

On peut classer les métabolites secondaires en trois grands groupes ; les composés
phénoliques, les terpenes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande
diversité de composés qui possédent une trés large gamme d’activités en biologie humaine
(Krief, 2003).

111.1.1 Composeés phénoliques :

111.1.1.1 Polyphénols :

L e s composés phénoliques ou polyphénols forment une grande famille de composés
chimiques trés divers depuis les simples acides des phénoliques jusqu’aux grands
polymeres complexes que sont par exemples, les tanins et la lignine. lls participent a la
pigmentation des fleurs, des légumes et de quelques fruits (raisins, agrumes, etc...),
certains d’entre eux sont responsables d’amertume et d’astringence. La structure de base

est le phénol(Fig.10) un cycle aromatique hydroxylé (Hopkins, 2003).

OH

Figure 10 : Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)
= Classification :
Les composés phénoliques peuvent étre classés en fonction de longueur de la chaine

aliphatique liée au noyau benzénique en :

-Les dériveés en c6-cl

15



-Les dérivés en C6-C3

Chapitre 2 : Les métabolites secondaires

-Les composés en C3-C3-C6 qui sont les plus importants (Tab.4).

Tableau 4 : Les principales classes de composes phénoliques (Machiex et al., 2005)

Squclett Chasse Excemple Formule Origine
<
_carboné ——
Ce e Bussorale
Phénols simple Hydroquinone HO & y oM |
NS
Coe-Cha o Epicos,
Acides Acide HO fraise
hydroxybenzorue - hyvdroxybenzosque ) T— O
Ce-Ca Pomme de
Acides Acide pcoumangue ot it . e,
hydroxyoinamigues "‘ﬁ pomme
Clitrus
e Carotes,
Coumarines Ombelliférone [ II l conandre
HO" = s
4
Coe-Ca 31 Noix
Juglone Naphtoguinone [ I ]
i n
3 - —
CoaeC 2 Ooe Raisins
‘e Sulbénordes trans-resvérmrol bt - |
-
Co-Car- G
Ce Flavonoides Quercétine A _om Oagnon
f
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o= O
4
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Emdéraodiol O Bacténes
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(Cis) m

111.1.1.2 Les flavonoides :

procyanidol

intestinales

| Bois, noyau

de fruits

Raisin

| rouge. kaki

Les flavonoides sont I'une des classes de polyphénols les plus importants avec une

abondance assez marqué dans les fruits, les Iégumes, les graines, les boissons tels le thé et
autres dérivés des plantes (Tsimogiannis et Oreopoulou, 2006). Ces molécules sont
présentes dans toutes les cellules végétales vertes participant au processus photosynthétique
et jouent ainsi un role dans la régulation de I’expression des genes, le métabolisme et la
croissance (Mukohata et al, 1978 ; Havsteen, 2002).

A T’heure actuelle, environ 4000 structures flavonoidiques ont été élucidées (Edenharder
et Grinhage, 2003) présentant un méme squelette de base carboné C6-C3 et dérivant d’un

composé parent, le 2-phényl chromane (Yao et al, 2004) (Fig.11).
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Figure 11 : Squelette de base des flavonoides (Kumar et Pandey, 2013)

= Classification :

Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes(Fig.12), qui sont
déterminées par I’état d’oxydation de 1’unité de liaison(C), et la position du noyau
benzénique (B) (Bruneton, 1993 ; Narayana et al, 2001), tandis que les composés de la
méme classe sont déterminés par le point d’hydroxylation, ou d’autre substitution du noyau

A ou B (OH, OCH3 et/ou glycosyl) (Verpoorte et Alfermann, 2000 ; Havsteen, 2002).
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Figure 12 : Les différentes classes des flavonoides (Gamet-Payrastre, 1999)
111.1.1.3 Tannins :

le mot tannin est un terme provenant d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de
plantes pour tanner les peaux d’animaux (Hopkins, 2003).les tannins naturels sont des
molécules polyphénoliques hydrosolubles, de masse moléculaire comprise entre 500 et 300
et, qui outre les réactions habituelles des phénols, provoquent la précipitation des protéines

(ou autres polymeres) (Merghem, 2009).les tannins sont trouvés dans toutes les différentes
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parties de la plante :1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines (Scalbert et
Williamson, 2000).

= Classification :

L es tannins se divisent en deux groupes qui se different de leur structure et de leur origine
biologique.

- Tannins hydrolysables :

Ce sont des hétéro-polymeéres dont I’hydrolyse chimique ou enzymatique libére outre
la molécule de glucose, de I’acide gallique dans le cas de gallotannins ou ses formes
dimériques : acide m-digallique, acide ellagique dans le cas des ellagitannins (Fig.13)
(Merghem, 2009).

- Tanins condensés :

Les tanins condensés sont chimiquement définis comme étant des oligomeéres ou des
polyméres d’unités flavonoides. Les monomeres précurseurs de ces molécules sont les
flavan-3-ols (catéchine) et/ou les flavan-3,4-diols (leucoanthocyanidines), liés entre eux par
des liaisons C-C trés résistantes a 1’hydrolyse. Les tannins condensés sont appelés
proanthocyanidines parce que leur oxydation en milieu alcool-acide entraine la formation de
pigments anthocyanidiques tels que les cyanidines (a partir de procyanidines) et les
delphinidines (Fig.13) (Khababaee et Ree, 2001).

b 7 -

- ( oty - Ellagitannins
Ceonllovtannins |

Condensed tannins
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Figure 13 : Les différentes classes des tannins (Khababaee et Ree, 2001)

111.1.1.4 Propriétés biologiques des polyphénols :

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoides
en particulier sont repousses en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme
les activités antiallergiques, anti-artherogeniques, anti-inflammatoires, hepatoprotectives,
antimicrobiennes, antivirales, antibactériennes, anti-carcinogéniques, anti-thrombotiques,
cardioprotectives et vasodilatoires (Middleton et al, 2000 ; Ksouri et al, 2007).

En phytothérapie les propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées
aux flavonoides qu’aux autres polyphénols, donc chaque classe chimique est utilisee pour
les bénéfices spécifiques (Hennebelle et al, 2004). Les composés des flavonoides ont le
pouvoir d’empécher les dommages oxydatifs soit par capture des radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Hodek, 2002), soit par chélation des métaux (fer et
cuivre), ou bien par I’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux
libres (Benavente-Garcia et al, 1997 ; Van Acker et al, 1998).

En ce qui concerne les tannins, le pouvoir antioxydant est une propriété tres remarquable
due a leur noyaux phénols et la présence des groupes di ou trihydroxyles sur le cycle B et
les groupes méta 5, 7 dihydroxyles sur le cycle A. les tannins catéchiqueschélatent les ions
Cu2+ qui catalysent 1’oxydation des lipoprotéines dans les macrophages in vitro (Yoshida

et al, 1999).

111.1.2 Les alcaloides :

Un alcaloide est un composé d’origine naturelle (le plus souvent végétale), azote,
plus ou moins basique, de distribution restreinte. L’appartenance aux alcaloides est
confirmée par les réactions communes de précipitation avec les réactifs généraux des
alcaloides (Merghem, 2009).
= Classification :

Les pseudo-alcaloides : ne possédent pas 1’azote intra cyclique et I’incorporation de I’azote

dans la structure se fait en phase finale : exemple la coniine (Fig.14) (Merghem, 2009).

c
N Sen,~ hsen,

Figure 14 : Structure de Coniine (Vetter, 2004)
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- Les proto-alcaloides : I’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique. Ils sont
¢laborés a partir d’acides aminés, exemples : mescaline, hordénine, éphédrine,
colchicine (Merghem, 2009).

- Les alcaloides vrais : que 1’on classe suivant la nature de leur cycle. L’atome d’azote
est inclus dans un hétérocycle ; biosynthétiquement formés a partir d’acides aminés
(Merghem, 2009).

11.1.2.1  Activité biologique des alcaloides :

Les alcaloides provoquent chez ’homme diverses réponses physiologiques par ce
qu’ils interférent avec les neurotransmetteurs. A forts dose la plupart des alcaloides sont tres
toxique par contre a faible dose ils peuvent avoir une valeur thérapeutique. De la préhistoire
jusqu’a nos jours, les alcaloides ou des extraits qui en renferment ont été utilisés comme
médicaments relaxants musculaires, analgésique et tranquillisants (Hopkins, 2003).

111.1.3 Terpenoides :

Avec les polyphénols, les terpénoides sont classés aussi parmi les substances
secondaires importantes du métabolisme chez les végétaux. Les terpenes peuvent étre
considérés comme étant des dérivés de I’isopréne d’ou le nom d’isoprénoides sous lequel ils
sont parfois désignés (Merghem, 2009).
= Classification :

Les composés terpenoides constituent un groupe de molécules trés différentes tant
d’un point de vue structurel que fonctionnel. Avec prés de 15000 structures moléculaires
connues, ils constituent probablement la classe la plus vaste et plus diversifiée de composés
organiques végétaux (Hopkins, 2003).

La classification des terpénoides sa concerne le nombre d’unités isopréniques qui les
constituent (Fig.15).

20



Chapitre 2 : Les métabolites secondaires
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Figure 15 : Exemple de différentes classes de terpénoides (Abdallah et Quax, 2017)
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Chapitre 1V : Matériels et méthodes

IV. Mateériel et méthodes :
AU cours de cette étude nous nous sommes intéressés aux effets bénéfiques que 1’on
peut trouver en exploitant des composés naturels.
L’ensemble des manipulations ont été réalisés dans laboratoire de biologie (SNV) du

centre universitaire Abdelhamid Ibn Baisse Mostaganem.

IV.1 Matériel végétal :
Les feuilles d’Olea europaea et de Pistacia lentiscus (Fig.16) utilisées dans cette
étude ont été récoltées au mois de Mai 2022 de la région de Hadjadj (Fig. 17), wilaya de

Mostaganem.

Figure 16 : a- Arbre + Feuilles d’Olea europaea b- Arbuste + Feuilles de Pistacia

lentiscus
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Figure 17 : Carte géographique de la zone d’étude (Google map)

IV.1.1 Préparation du matériel végétal :

Deux opérations de prétraitement de matériel végétal ont été effectués (séchage
et broyage), pour faciliter I’extraction.
» Séchage :
Apreés la récolte les feuilles des deux especes (Pistacia lentiscus, Olea Europaea),
ont été nettoyées pour I’élimination de la poussiére et les autres particules
indésirables, puis séchées a température ambiante dans un endroit aéré, durant
environ deux semaines en moyenne, jusqu’a ce que I’humidité disparaisse
complétement > Broyage :
Les feuilles sont broyées a ’aide d’un broyeur électrique jusqu’a 1’obtention d’une
poudre fine. La poudre est ensuite tamisée et conservée dans un endroit sec et a T°

ambiante jusqu’a I’utilisation (Alsulaymani et al., 2021).

IVV.2 Les souches bactériennes testées :

Les deux souches bactériennes destinées aux tests antibactériens sont Staphylococcus

aureus et Pseudomonas aeroginosa, qui ont été obtenu aupres du laboratoire d’hygiéne de

Mostaganem.

Staphylococcus aureus : est une coccobactérie Gram positif, catalase positive
appartenant a la famille des Staphylococcaceae (Murray et al. 2003 ; Becker et al.,
2004). 1l a un diamétre d’environ 0,5 a 1,5 m, est immobile, asporulé et facultativement

anaérobique (sauf S.aureus anaerobius) ; il est habituellement disposé en grappes. S.
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aureus fait partie de la flore humaine et est surtout présent dans le nez et sur la peau
(Kluytmans et al., 1997).

= Pseudomonas aeruginosa : bactérie mobile aérobies Gram négatif, de 2 a 4 m de
longueur, en forme de batonnets renflés, avec un flagelle polaire qui joue un rdle
important dans la pathogénicité (Kayser et al., 2001 ; Willcox, 2007). C’est une
bactérie asporulée et peuvent produire des pigments, tels que la pyocyanine (vert-bleu)
et la pyorubrine (jaune-vert) fluorescentes (Enoch et al., 2004). Elle peut sécréter un
vaste éventail de toxines extracellulaires, notamment [’exotoxine A et des

entérotoxines.

V. Meéthodes :

V.1 Préparation de ’extrait Ethanolique :

> Meéthode de Soxhlet :

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter

infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu’a I’épuisement complet du soluté
dans la matiére premicre. La séparation du solvant de 1’extrait se fait a I’aide d’un rotavapeur
(Penchev, 2010).
10 g de matériel végétale est disposé dans une cartouche cellulosique, puis la cartouche est
introduite dans I’extracteur soxhlet équipé a sa base d’un ballon contenant 100 ml d’éthanol.
Aprés 10+1 cycles, le solvant d’extraction est éliminé par I’évaporation sous pression réduite
dans un rotavapeur pendant 2h.

L’extrait brut obtenu doit étre conservé a 7 °C jusqu’a I’utilisation (Alsulaymani, 2021).

V.1.1 Calcul du rendement d’extrait :
Le rendement désigne la masse d’extrait déterminé apres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage (%) par rapport a la masse initiale de la plante soumise a

RT(%) = (P1-P2/P3) X100 I’extraction. Le rendement
exprimé en % est calculé par la méthode suivant :

P1 : poids de ballon aprés évaporation P>
: poids de ballon avant évaporation

P3 : poids de la matiéere végétale de départ.
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Figure 18 : Dispositif expérimental adopté pour ce présent travail
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Figure 19 : Les étapes d’extraction des feuilles de P. lentiscus et O. europaea V.1.2

Préparation de I’extrait testé :
L’extrait éthanolique foliaire est solubilis¢ dans I’eau distillée stérile selon la
méthode suivant : (10mg/1ml a 50mg/ml)

-TO:0mg/1ml
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-T1:10mg/ 1 ml
-T2:20mg/1ml
-T3:30mg/1ml
-T4:40mg/ 1 ml
-T5:50mg/1ml

N.B : nous avons augmenté le volume a 5 ml.

V.2 [Evaluation de P’activité antibactérienne :

L’activité antimicrobienne des extraits et déterminé par la méthode de diffusion sur
milieu solide, des boites de pétri contenant 15 ml du milieu MH. Sont solidifiées a séchées
a Une température de 25°C pendant 30min. Par la suite ils sont ensemencés uniformément
a I’aide d’un écouvillon trempé dans la solution standardisée de 1’inoculum (108 UFC/ml).
Solon les recommandations du comité de I’antibiogramme de la société francaise de
microbiologie (CA_SFM, 2017). Au bout de 5min, des disques stérile de 6mm de diameétre
préparé a partir du papier Wattman sont imbibés avec 10ul de chaque extrait et sont déposés

sur le milieu de la culture.

V.2.1 Préparation de ’inoculum :

Afin d’obtenir une culture jeune, les souches microbiennes sont ensemencées dans
la gélose nutritive et incubées a 37°C pendant 24h. Apres I’incubation, 4 a 5 colonies bien
isolées ont été raclées a 1’aide d’une anse de platine et déchargées dans 1’eau physiologie
(Annexe 1), la suspension bactérienne est bien homogénéisée, son opacité doit étre
¢quivalente a 0.5 Mc Ferland a une DO de 0.8 4 0.1 a 625 nm. L’inoculum peut étre ajusté
en ajoutant, soit de la culture s’il est faiblement chargé, ou bien de 1’eau physiologique stérile

s’il est trop chargé (Bammou et al., 2015).

V.2.2 Meéthode de diffusion sur disque (aromatogramme) :

Pour déterminer ’efficacité antibactérienne des extraits des feuilles a 1’égard des
souches ciblés nous avons adopté : La méthode de diffusion sur disque, appelée aussi
méthode de Vincent ou technique de 1’aromatogramme mise au point par Schroeder et
Messing en 1949.cet examen se fait de la méme maniére qu’un antibiogramme ou les
antibiotiques sont remplacés par des essences aromatiques, préalablement sélectionnees et

reconnues (Bachiri et al., 2016).
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Dans notre travail, I’évaluation de ’activité antibactérienne des extrait de Pistacia
lentiscus et Olea europaea est réalisée par la méthode d’aromatogramme cité par (Bouharb
etal., 2014).

V.2.3 Ensemencement :

La suspension préalablement ajustée a 0.08-0.1 de DO est ensemencée par
écouvillonnage dans les boites de pétri contenant le milieu MH gélosé (Annexe 2), on a
trempé un écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface entiere de la gélose MH a
trois reprises, en tournant la boite a environ 60° apres chaque application dont le but d’avoir
une distribution égale de I’inoculum. L’ensemencement est terminé en passant I’écouvillon
partout autour du bord de la surface de la gélose.

V.2.4 Dépbt de disques :

Des disques de papier wattman N°1 de 6 mm de diametre, stérilisés auparavant, ont
été déposés a I’aide d’une pince sur la surface des boites ensemencées précédament. Puis on
dépose sur chaque disque 10 ul des concentrations croissantes d’extraits. Des disques de
contrdle négatif sont imprégnés d’eau distillée stérile (témoin négatif). Les boites de pétri
sont incubées a 37°C pendant 24 h. Les résultats sont exprimés en diameétre des zones
d’inhibition produites autour des disques.

V.2.5 Lecture des résultats
L’activité antibactérienne est appréciée par la mesure des diameétres des zones Claire (en
millimeétres) qui se forment autour des disques. Le diamétre de ces zones d’inhibition inclue

le diamétre du disque.
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Figure 20 : Les principales étapes de I’évaluation de 1’activité antibactérienne des extraits

éthanoliques de P.lentiscus et O.europaea
V.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice :
Pour déterminé la CMI on a utilisé la méthode de dilution en milieu liquide

(microplaque).
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» Préparation de la suspension bactérienne : on a suivi le méme protocole cité

précédament. Puis, on a dilué la suspension (4,5 ml MHB + 500 de suspension

bactérien) pour obtient une concentration 10’

Une solution mere a été préparée a la concentration de 50mg/ml dans 1’eau

distillée. 100 | de milieu MHB a été dépose dans chaque puits de la microplaque (de puit

2210).200 | de la solution mére a été déposee dans le 1* puit, et 100 de la méme solution

ont été diposés dans le 2°™ puit. Aprés homogénéisation par aspiration-refoulement a

I’aide d’une micropipette on obtient 200 d’une solution d’extrait a S0mg/ml. 100 de

cette nouvelle solution ont été prélevés et mélangés au milieu MHB contenu dans le 3™

puit et ainsi de suite jusqu’au 10°™ puit dont on jette les 100. 90 de MHB a été déposé

dans chaque puit. Enfin 10 de la suspension bactérien est ajouté dans les puits (1 a 10).les

11%™e et 12°M¢ puits ont été respectivement le témoin positive et le témoin négatif (200

eau distillée stérile ; 200 inoculum), la microplaque a été incubé a 37°C pendant 24h
(Boukhatem et al., 2018).

La lecture est effectué a I’ceil nu ou avec 1’ajout d’un colorant TTC (Annexe 3).

OLE

PLE

| P.aeruginosa

| S.aureus

P.aeruginosa —

S.aureus —-l__ l : N

Dilution (1/2)

I\I\I\I\(\f\l\{\

' 10 pl de Pinoculum |

|

!
|

Al

Figure 21 : Méthode de détermination de la CMI d’OLE et PLE par microplaque
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Figure 22 : Microplaque avec la suspension bactérienne -composé- MHB avant incubation
a 37 ° C pendant 24 h

V.4 Determination de la concentration minimale bactéricide :
La concentration Minimale Bactéricide est la plus petite concentration qui peut tuer
ou éliminer les bactéries.
La valeur de CMB concordent d’une maniére générale avec celles des diameétres
d’inhibition, des résultats similaires ont été obtenu par (Biyiti et al, 2004) ou Les
extraits ayant induit une importante Zone présentent les plus petite CMB sur les
souches correspondant.
Pour déterminer la CMB, un échantillon de 10 de chaque puits non coloré (absence
de croissance) est transféré par ensemencement en strie dans des boites de pétri
contenant 20 ml de MH. Les boites sont incubées dans I’étuve a 37°C pendant 24h
(Eucast, 2003).
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VI. Reésultats et discussion
V1.1 Calcul de rendement d’extraction :
Le rendement des extraits éthanoliques de Pistacia lentiscus et Olea europaea présenté

comme suit (Fig.21) :
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Figure 22 : Rendement des extraits éthanoliques de P. lentiscus et O. europaea
D’apres nos résultats, le rendement le plus €élevé a été obtenu avec 1’extrait de O. europaea
soit 24.30% tandis que le rendement de I’extrait de P. lentiscus est de 22.37%.

Le rendement n’est que relatif et dépend de plusieurs facteurs tels que : 1’origine de la plante.
V1.2 Evaluation de P’activité antibactérienne :
L’étude de I’activité antimicrobienne des différentes extraits (Olea europaea et

Pistacia lentiscus) vis-a-vis des souches bactériennes testées a savoir Gram positif
(Staphylococcus aureus), et Gram négatif (Pseudomonas aeroginosa) se traduit par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque imprégné d’extraits des deux especes
(O.europaea et P.lentiscus). Cette derniére est appréciée par la mesure des diametres des
zones d’inhibition autour de chaque disque a I’aide d’une régle.

Les diamétres des zones d’inhibition obtenus avec les souches suscitée (Tab.5) varient
de 00 a 43mm selon la souche et I’extrait testé.

La sensibilit¢ des souches vis-a-vis les extraits éthanoliques foliaires étudiée est
exprimés par le diametre de la zone d’inhibition observé selon I’échelle décrite par

9< @< @<8mm:bactérie non sensible
15<0< etal., 2014) :

(Bouharb
. 14 mm : bactérie sensible
0>

19 mm : bactérie trés sensible
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20 mm : bactérie extrémement sensible

Tableau 5 : Diamétre de zones d’inhibitions des extraits éthanoliques de P.lentiscus et

O.europaea vis-a-vis de deux souches bactériennes (S.aureus et P. aeruginosa)

Le diamétre en mm
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 T
P_aqeruginosa - - 10 30 38 -
EEOL
S. aureus 10 32 32 14 10 -
P. geruginosa 34 32 < - 40 =
EEPL i
S. aureus 35 40 43 36 20 &
® Souche sensible @ Souche extrémement sensible

Selon les résultats obtenus, on peut remarquer que les extraits éthanoliques des deux
plantes étudiees (Pistacia et Olea) montrent une inhibition de croissance des souches cibles
par une variation des diamétres d’inhibition allant de 10 a 43 mm.

Une résistance est notée chez P. aeruginosa a la 1ére et la 2°™ concentration
d’EEOL. En revanche, il y a une sensibilité remarquable a les concentrations (0.15g/5ml,
0.2g/5ml et 0.25g/5ml) d’EEOL avec des zones de 10 mm /30 mm/ 38mm respectivement.

On a noté une sensibilité modérée et une sensibilité élevée chez S. aureus a ’EEOL ;
une sensibilité modérée avec des diametres de 10mm, 14mm et 10mm & concentration de
0.05g/ml, 0.2g/ml et 0.25g/ml successivement et une sensibilité élevée avec un diamétre
de 32mm a concentration de 0.1g/ml et 0.15g/ml.

L’EEPL a montré une activité inhibitrice importante vis-a-vis S.aureus a toutes les
concentrations avec des diametres varient entre 20mm a 43mm. 1l a également une activité
inhibitrice significative vis-a-vis P. aeruginosa a 0.05g/5ml, 0.1g/5ml et 0.25g/ml avec une
zone d’inhibition de 34mm, 32mm et 40mm respectivement. Il y a une absence d’activité
notée aux 3™ et 4°™ dilutions (0.15g/5ml et 0.2g/5ml).

On a remarqué que les extraits éthanoliques foliaires des deux plantes étudiées ont

une activité inhibitrice importante contre Staphylococcus aureus par rapport a leur

activité chez Pseudomonas aeruginosa.
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Figure 23 : Effet inhibitrice d’extrait éthanolique foliaire d’Olea europaea vis-a-vis P.

aeruginosa

staphe 1,5 olea

Figure 24 : Effet inhibitrice d’extrait éthanolique foliaire d’Olea europaea vis-a-Vis

S.aureus
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Figure 25 : Effet inhibitrice de P.lentiscus vis-a-vis P. aeruginosa

X

Figure 26 : Effet inhibitrice de P. lentiscus vis-a-vis S. aureus

Selon les résultats obtenus, on peut dire que 1’extrait éthanolique foliaire des deux
plantes (P.lentiscus et O.europaea) ont une activité antibactérienne qui varie d’une souche
a une autre, cette activité peut étre importante, modérée ou nulle selon la concentration de
I’échantillon, et selon le degré de sensibilité.

Bouharb et al (2014) ont démontrés que ’extrait éthanolique de de P.lentiscus de
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Bactéries testées (P. aeruginosa) les diamétres d’inhibition varient entre 12.66+ 0.477mm

massif du Zerhoun de Maroc, présente une activité assez bien definie sur la croissance des

et 12.83+ 0.54mm.

Les extraits de feuilles d’olive ont montré de bons effets inhibiteurs sur les bactéries
pathogenes (Aliabadi et al., 2012)

Les activités antimicrobiennes de ces extraits sont difficiles a corréler a un composé
specifique en raison de leur complexité et leur variabilité. Neanmoins, certains chercheurs
ont signalé qu’il existe une relation étroite entre la composition chimique en éléments
phénoliques et I’activité antimicrobienne (Djenane et al., 2012), y compris (Benhammou
et al., 2008) qui ont indiqués que les activités antimicrobiennes sont probablement en
relation avec la structure des composés phénoliques.

Selon Cowan (1999), les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens
des plantes possédants des modes d’activité inhibitrice et 1étales vis-a-vis d’un nombre
important de microorganismes ce qui explique la différence de sensibilité¢ d’une souche a
’autre.

L’efficacité optimal d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif principal,
mais a I’action combinée (synergie) de différents composés contenue dans cet extrait
(Essawi et al., 2000). Cela a été confirmé par Lee et al. (2010) qui ont indiqués que I’activité
antimicrobienne des phénols combinés a montré des effets meilleurs que les phénols
individuels utilisaient in vitro.

D’aprés Tepe et al. (2004), les bactéries & Gram négatif, sont généralement
résistantes aux agents antimicrobiens hydrophobes par la structure lipopolysaccharidique
peut favoriser la résistance a ces agents. Cet effet dépond de la composition en lipide et de
la charge extérieure nette des membranes microbiennes.

Il a été rapporté par Shan et al (2007) que la membrane des bactéries Gram positif
peut étre traversée facilement par les polyphénols qui peuvent atteindre leur site d’action.
En effet, il a eté démontré que les polyphénols detruisent la membrane plasmique,
détériorent la force motrice des protons et le mouvement des électrons active le transport des
contenus cellulaires.

Les bactéries a Gram positif sont généralement les plus sensibles aux effets de ces

extraits polyphénoliques, cela est di principalement aux peptidoglycanes constituant la
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paroi. En effet, les bactéries perdent leur rigidité et se lysent sous leur pression osmotique
interne qui rompt leur membrane cytoplasmique (Athamena et al., 2010).

V1.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice :

Figure 27 : Résultats de détermination de CMI en microplaque

Tableau 6 : Effet de différentes concentrations d’extrait éthanolique de Pistacia lentiscus et Olea

europaea sur la croissance de Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus

C
1 SM (12|14 1/8|1/16|1/32(1/64 | 1/128( 1/256 | 1/512| T- | T+
souches
S.aureus - e e B - - - - |+
EEOL
P.aeruginosa - + |+ |+ | + + | + - + + = =g
S.aureus - sl=1 = =]+ |+ - - T i T
EEPL
P.aeruginosa - AR T R - - + o
(+) : Présence de croissance (-) : Absence de croissance

D’aprés les résultats, la croissance de S.aureus et P. aeruginosa a été influencée par les
concentrations des extraits éthanoliques de P.lentiscus et O.europaea.

Les puits non colorés indiquent une inhibition totale de croissance bactérienne. En revanche les puits
colorés indiquent que les souches bactériennes ont une résistance significatif vis-a-vis I’EEOL et
I’EEPL a des concentrations déterminées.

Pour le lentisque, on a enregistré la méme valeur de CMI vis-a-vis P. aeruginosa et S.aureus (1/8)
L’olivier inhibe la croissance de S.aureus a concentration (1/2). Par ailleurs, il inhibe la croissance

de P. aeruginosa a une grande concentration (SM).
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Nos résultats indiquent que ’EEPL a un effet plus prononcé contre Pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus en termes de valeur de CMI qui correspond a 1/8. Ce qui signifie que les deux

souches bactériennes sont plus sensibles a ’EEPL qu’a I’EEOL.

Ces résultats se confirment les résultats précédents d’ Aromatogramme.

V1.4 Détermination de la concentration minimale bactéricide :

Figure 29 : Effet bactéricide d’EEPL vis-a-vis P. aeroginosa et S.aureus Tableau 7 :

Résultats de la concentration minimale bactéricide de I’olivier et Pistacia lentiscus

SM 1/2 1/4 1/8 1/16
EEOL P aeruginosa + + C o ! !
S.aureus + + / /
EEPL P.aeruginosa + + - - +
S.aureus + + + + T

(+) : Présence de croissance
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- La concentration Minimale Bactéricide (CMB). Correspond a la plus faible concentration en
I’extrait foliaire capable de tuer plus 99,9% de 1’inoculum microbien initial (soit moins de
0,1% de survivants), Ce dernier signifie que nous pouvons observer le résultat a I'ceil nu, en
observant I'absence complétement de croissance bactérienne.

- D’aprés nos résultats, on n’a pas pu arriver de déterminer la concentration minimale bactéricide.
En outre, on ne peut pas confirmer si les deux plantes ont un effet bactéricide vis-a-vis
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Ces résultats préliminaires peuvent étre complétés par d’autres études. Nous recommandant

d’élargir la valeur de concentration pour obtient des résultats mieux pour des études future.
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Conclusion :

De nos jours. Un grand nombre de plantes médicinales possede des propriétés
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacologie, cosmétologie, et I’agriculture. Ce
regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une
source inépuisable de substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires
induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs qui se retrouvent vers des soins
moins agressifs pour 1’organisme.

Les extraits naturels issus des plantes contiennent des métabolites secondaire

1’origine d’un effet inhibiteur envers les microorganismes.
Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés aux effets antimicrobiens des
extraits Ethanolique des feuilles d’Olea europaea L. Et de Pistacia lentiscus. Plantes
largement utilisés en médecine traditionnelle a travers le monde .des extraits
éthanolique foliaires d’olivier et Pistacia lentiscus sont préparé, 1’ effet antimicrobien
de ces composés est déterminé, par la Méthode de diffusion sur milieu solide vis-a-
vis de deux souches bactériennes Pseudomonas aeroginosa Gram négatif (-),
Staphylococcus aureus Gram positif (+). Ces composés se sont révélés actifs contre
I’ensemble des bactéries testées.

L’extrait éthanolique foliaires de Pistacia lentiscus ont montré une forte
activité vis-a-vis S. aureus avec des diametres de 35 mm, 40 mm et 43mm
respectivement, la souche Pseudomonas aeroginosa ont marquées des zones
inhibitions signifiantes avec des diameétres de 34 mm, 32 mm respectivement, en
revanche extrait éthanolique foliaires de Olivier marquée une activité vis-a-vis
S.aureus avec des diametres 10 mm, 32 mm et 14 mm respectivement. La souche
Pseudomonas aeroginosa marquées des zones d’inhibition Avec des diamétres de 10
mm, 30 mm et 38 mm respectivement.

La Concentration Minimal Inhibitrice (CMI) indiqué que I’extrait éthanolique
de Pistacia lentiscus sont les plus performants vis-a-vis les deux souches testées
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeroginosa).

L’ensemble de ces résultats a permis de mettre en évidence les effets
bénéfiques qui peuvent €tre mis a profit par 1’utilisation des plantes. Pour une
meilleure valorisation de ces ressources naturelles de nombreuses perspectives

peuvent étre envisagées.



Elargir ’éventail des espéces microbiennes testées et faire des associations
entre ces extraits pour voir d’éventuel effet synergique.

Approfondir I’investigation photochimique et molécules responsable des
activités observé, ce qui permettra d’élargir 1’arsenal. Thérapeutique des
médicaments a base de plantes.

Evaluer in vitro d’autres activités biologiques a savoir I’activité antiulcéreuse,

anticancéreux, anti-oxydante, antimitotique et procéder a des tests in vitro.
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ANNEXES :



Annexe 1 :

» Préparation d’eau physiologie stérile :

- Chlorure de Sodium (NaCl)................. Og
- Eaudistillée ... 1000ml
- pH=7

- Stérilisation a 120°C pendant 15min.

Annexe 2 :
» Préparation de Milieu MH :

- Extraitdeviande ...................oeenlll 3g

- Amidon.............iiie 158
- Hydrolysat acide de caséine...................... 17.5g
S AZAr. 18¢g
- pH=74

Ou bien on suspendre 38g de poudre déshydratée dans 1000 ml d’eau distillée.

» Le milieu est bouilli pendant quelques minutes et stériliser par autoclavage (121°)

pendant 15 min.

Annexe 3 :

Préparation de colorant TTC :

Le chlorure de Triphényl Tétrazolium est couramment utilisé comme indicateur du potentiel
redox mitochondrial de la mort cellulaire. 1l est particulierement utile pour les tests de

viabilité des semences et peut également étre utilisé pour détecter la croissance microbienne.
- On a préparé une solution a concentration a base de 0.4mg/ml ou on a augmenté le
volume a 10ml (4mg de TTC dans 10ml d’eau distillée stérile), puis on a déposé 10

de cette solution a chaque puit et on a incubé la microplaque dans I’étuve (37°)

pendant 30 min.



