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Résumé

Le but de cette étude est de mettre en évidence la présence de certains métabolites
secondaires des galles du pistachier de 1’ Atlas, on utilisant les méthodes d’extractions puis
I’évaluation de leurs I’activité antibactérienne contre Escherichia coli et Staphylococcus
aureus antifongique contre la souche fongique « Fusarium oxysporum ». Les rendements
obtenues par la préparation des différents extraits (méthanolique, éthanolique, et aqueux)
démontrent que les extraits alcooliques présentent des rendements plus élevés que 1’extrait
agueux. L’effet antibactérien a été testé selon la méthode de diffusion sur disque. L’effet
antibactérien a été testé sur deux souches Gram ~et Gram® « E.coli et Staphylococcus
aureus ».L’évaluation de I’activité antibactérienne démontre la présence d’une activité
bactéricides pour quelques extraits. L’évaluation de I’activité antifongique démontre que
la souche fongique Fusarium oxysporum présente une certaine sensibilité aux extraits

aqueux et éthanolique de cette espece.

Mots clés : pistachier de 1’atlas, extrait méthanolique, extrait éthanolique, extrait aqueux,

activité antibactérienne, activité antifongique.
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Abstract

The aim of this study is to highlight the presence of some secondary metabolites of the
galls of the Atlas pistachio tree, using extraction methods and then evaluating their
antibacterial activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus antifungal against
the fungal strain « Fusarium oxysporum ». The yields obtained by the preparation of the
different extracts (methanolic, ethanolic, and aqueous) show that the alcoholic extracts
present higher yields than the aqueous extract. The antibacterial effect was tested according
to the disk diffusion method. The antibacterial effect was tested on two Gram —and Gram+
strains « E.coli and Staphylococcus aureus ».The evaluation of the antibacterial activity

shows the presence of a bactericidal activity for some extracts.

The evaluation of the antifungal activity shows that the fungal strain Fusarium oxysporum

presents a certain sensitivity to aqueous and ethanolic extracts of this species

Keywords: The Atlas pistachio, methanolic extracts, ethanolic extracts, the antimicrobial

efficacy, the antifungal activity
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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales constituent depuis toujours une alternative idéale a travers
leurs emplois dans plusieurs secteurs y compris le domaine médical et pharmaceutique.
Ce sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au moins une
partie possede des propriétés medicamenteuses. C’est-a-dire qu’elles sont présentées pour
leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines ou animales
(Moreau, 2003, in Ghabrier, 2010). Ces plantes médicinales peuvent également avoir des
usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques. Elles renferment un ou plusieurs
molécules capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Cette diversité de

composés chimiques pourrait justifier leurs utilisations traditionnelles.

Selon les estimations de I’OMS (Organisation Mondiale de la Sant¢), 80 % de la
population des pays en voie de développement ont recourt a la médecine traditionnelle
pour leur besoins de santé, le plus souvent en raison du colt élevé des médicaments
d’importation et de I’inaccessibilité géographique des médicaments. Ces plantes utilisées
en médecine traditionnelle dont au moins une partie posséde des propriétés
médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites
primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents
(Sanogo, 2006).

Elles sont une source potentielle de molécules bioactives a savoir les polyphénols,
les alcaloides, les terpenes, les coumarines, les flavonoides, les saponosides, les tanins,
les triterpenes et les stéroides, qui sont a 1’origine de plusieurs activités biologiques tels
que I’activité anti-inflammatoire, antimicrobienne, antiseptique, diurétique et
antioxydante (Haddouchi et al ; 2014, Ahmad and Beg, 2001)

L’ Algérie de part sa situation géographique, constitue un cadre naturel original
offrant une gamme compléte de bioclimats méditerranéens et sahariens favorisant une

potentialité importante en matiére de plantes aromatiques et médicinales, Les extraits de
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Introduction
plantes étaient déja connus et utilisés par les égyptiens, les perses et les grecs pour leurs

propriétés aromatisants et médicinales.

C’est dans cette optique, que nous avons choisi Pistacia atlantica desf de la
famille des Anacardiacées , une plantes médicinales qui est moins fréquemment
employé¢ dans notre pays a cause de I’ignorance de sa valeur nutritionnelle et médicale,
Notre travail s’inscrit dans le cadre d’une contribution a une meilleure connaissance de
cette plante médicinale de la région du Rechaiga-« TIARET » et I’étude de certaines

activités biologiques des extraits ses feuilles.

Le présent mémoire se partage en quatre chapitres. Le premier concerne une
synthése Bibliographique sur le pistachier de I’atlas , le second correspond a la
phytothérapie et les métabolites secondaire ,la présentation du mateériel et des
méthodes utilisés a fait I’objet du troisieme chapitre et le dernier chapitre aborde les

résultats et discussion .
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Chapitre | Connaissance du pistachier de I’Atlas

I. Le pistachier de I’Atlas

Le pistachier de 1’Atlas appartient a la famille des Anacardiaceae, le genre Pistacia est
représenté par quatre especes en Algerie, a savoir le lentisque, le térébinthe, le pistachier
vrai et le pistachier de I’ Atlas. Ce dernier est un arbre dioique, les fleurs males et femelles
se trouvent sur des pieds différents. En automne, le pistachier de I’ Atlas commence a perdre
ses feuilles pour se retrouver nu en hiver. Les feuilles commencent & réapparaitre au
printemps apres 1’apparition des fleurs Sur le plan géographique, Pistacia atlantica occupe
une aire disloquée. Cet arbre se rencontre depuis les Atlantide jusqu’a la Syrie en passant
par les pays d’Afrique du Nord (Monjauze, 1968), a savoir le Maroc, 1’ Algérie, la Tunisie
et la Libye. Son aire naturelle de distribution se trouve en Afrique de Nord, aux lles
Canaries, en Cyrénaique (Libye), a Chypre et au Proche Orient (Quézel et Médail, 2003)

1. Description morphologique

Le genre Pistacia de la famille des Anacardiacées, comprend de nombreuses

especes tres répandues dans la région Méditerranéenne et Moyen-Orientale (Tutin et
al ; 1968). Le pistachier de I’ Atlas (Pistacia atlantica Desf.), communément appelé El
Betoum, Botma en langue arabe ; est une espéce ligneuse et spontanée pouvant
atteindre 10 m de haut. L arbre possede un tronc individualisé et a frondaison
hémisphérique (Quézel et Santa, 1963). Ses feuilles composées sont constituées de
sept a neuf folioles, les fleurs sont en grappes laches, les fruits, gros comme un pois,
sont des drupes (Ozenda, 1983).

I. 2.1- Les feuille :

Elles sont composees, stipulées, a rachis finement ailé et a folioles lancéolées
obtuses au sommet (Fennane et al. 2007). Les feuilles sont caduques et chutent en
automne, elles sont de couleur vert pale et sont imparipennées, glabres et sessiles
(Yaaqobi et al. 2009).

Les feuilles sont composeées, alternées, pennées, les Folioles sont en nombre impaire et

ovales lancéolées, Glabres et avec un rachis finement ailé

(Lagha, 1993 et Baba Aissa, 2011).
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Les rachis des feuilles sont parfois élargis et aplatis pour former une expansion
ressemblant a une ailé (Belhadj, 2007).Elles sont caduques En période ou les

températures sont les plus basses (Alyafi, 1979, Seigue ,1985).

De nombreux auteurs ont postulé la survenue de variations des feuilles sous différentes
conditions écologiques et que les facteurs environnementaux peuvent induire des variations
structurelles, provoquant une xeromorphie. Les caractéristiques anatomiques peuvent aussi
étre efficacement utilisées comme indicateur de la tolérance a la sécheresse (Martins et al ;
2003).Dans la sous-espece atlantica, la nervure centrale se trouve couverte de poils ciliées,

tandis que les nervures sont rarement ciliées (Belhadj et al ; 2007).

Figure 1 Feuillage du pistachier de I’Atlas (Rechaiga 2022)

1.1.3. L’inflorescence:

Le pistachier de 1’Atlas a une inflorescence en grappe rameuse. La floraison qui
apparait juste avant la feuillaison débute la mi-mars (Yaaqobi et al ; 2009).

L’espéce Bétoum est dioique, les fleurs sont petites en panicules axillaires et sont
apétales. Ce sont des fleurs réguliéres avec une tendance a la zygomorphie (Yaaqobi et
al ; 2009). Elles sont apétales et rougeatres en grappes terminales pour les males
axillaires pour les femelles, de 5 a 10 cm de haut (Lapie et Maige, 1924 ; Créte, 1965),
elles sont réunies en grappes sur des pieds différents, unisexuées, dioiques (Ozenda,
1983).
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o Lesfleurs males sont disposées en grappes terminales composées de
450 a 500 fleurs apétales. Chaque fleur posséde un calice de 3a 5
sépales, un androcée composé de 5 a 8 etamines opposées (Pesson
et Louveaux, 1984).

o Les fleurs femelles sont réunies en grappes composées de 190 a 260

fleurs.

Chaque fleur présente un tres petit calice composé de 3 a 5 sépales entourant le gynécée

formé de 3 carpelles soudés, et qui est surmonté de 3 styles libres et pourpres. L ovule est

unique (Benhassaini, 1998).

Figure 2 Fleurs males en chatons de Pistacia atlantica Desf. (YAHIA, 2011).

21



Chapitre | Connaissance du pistachier de I’Atlas

1.1.4. Les racines

Le pistachier de 1’ Atlas est une espéce xérophile, ses racines peuvent atteindre jusqu’a 5 a

6 m de profondeur, le pistachier de 1’ Atlas arrive a végéter sous une tranche pluviométrique

Tres faible, sa résistance aux conditions climatiques trés difficiles peut étre attribuée a la
vigueur de son systeme racinaire (Ait Radi ,1979 in Kaourad, 1987).

Avec 1’age, ce pivot disparait et laisse les racines secondaires s’organiser selon la texture
du sol. Si celui-ci est Sableux, donc potentiellement moins humide et moins compact,
quelques racines s’enfoncent vers des profondeurs plus humides et d’autres, se ramifient
en surface pour exploiter les opportunités hydrominérales. S’il est limoneux, donc
potentiellement plus humide et plus compact, ces racines tendent a développer un réseau
horizontal peu profond. Avec I’age, chez les plus vieux adultes, méme en sol limoneux
peuvent s’enfoncer des racines puissantes vers les profondeurs a la recherche d’humidité

et d’ancrage (Belharet et Rekkeb, 2004).

1.1.5. Les graine

La graine de Pistacia Atlantica est riche en nutriments et en sels minéraux (Larouci-
Rouibat, 1987). Les graines sont séchées, moulues et mélangées avec de 1’eau sucrée pour
en fabriquer de petites galettes. Les graines sont aussi consommeées séchées comme des «

amendons » puisqu’elles sont aromatisées (Belhadj, 2001)

Les graines trouvent un milieu favorable pour germer et croitre dans les fissures (Kadik,
1983). La maturité de graine coincide avec la fin d’été (c’est-a-dire aolt-septembre).
(Khaldi et Khouja, 1995).

1.1.6. Le fruit

Le fruit est une drupe, dont le nom vernaculaire est “Khodiri ™. Il est consommé par les
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habitants (Belhadj et al. 2008). La fructification débute vers la fin du mois de mars et les

fruits atteignent leur maturité au mois de septembre (Yaaqobi et al ; 2009).

Figure 3 Fruits du pistachier de ’Atlas (Rechaiga 2022)

2. Systématique du Pistachier de I’Atlas

La plus récente phylogénie du Pistacia atlantica Desf. Subsp. Atlantica selon (APG I,
2003 ; Thorne et Reveal, 2007) est présentée ci-dessous (Tableau 1) :
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Tableau 1 Classification botanique de Pistacia atlantica Desf. (Yaaqobi et al ; 2009)

Regne Plantae
Embranchement Tracheobionta
Super-division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia

Espéece Pistacia atlantica

1.3. Ecologie et aire de répartition

D’aprés Zohary (1952,1987) et Quézel et Médail (2003), cette espéce est commune de deux
régions ; méditerranéenne et irano-touranienne. Cependant, Manjauze (1980) et Ozenda
(1983) la qualifie d’endémique de 1I’Afrique du nord (Belhadj et al ; 2008). Elle est
tolérante pour plusieurs types du sol incluant les alcalines. Elle se contente d’une faible

pluviométrie de I’ordre de 150 mm et parfois moins (Benhssaini et Belkhodja, 2004).
1.3.1. Caractéres écologiques :

Le pistachier de I’ Atlas (Pistacia atlantica) est une espéce ligneuse et spontanée endémique
d’Afrique du nord ,spontanée, rustique et tres répandue dans le sud algérien présente une
plasticité écologique tres large allant des régions sub-humi des jusqu'au Sahara Central
Algérien, 1l peut vivre plusieurs siécles en s’adaptant parfaitement aux conditions

édaphiques et climatiques contraignantes de son habitats :
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1.3.2. Edaphique

Selon les spécialistes, le pistachier de 1’ Atlas est particulierement résistant a la sécheresse
et a la salinité des sols. C’est une espece endémique des régions arides et semi-arides et
peut méme survivre en montagne et dans certaines terres dites marginales, sa résistance a
la sécheresse, au froid et a la salinité de sol et sa résistance au calcaire mettent sa grande
faculté d'adaptation aux régions séches, C’est un arbre qui pousse dans tous types de sol, il

supporte la sécheresse et le froid hivernal (oukara.al)
1.3.3. Température

Le pistachier de 1’Atlas (Pistacia atlantica) est une espéce héliophile qui présente une
grande amplitude bioclimatique thermique allant d’une température trés basse de 1’ordre
de 5°C a-12°C Jusqu’a a une température trés élevée de 49°C a52°C. (Pesson et Louveaux
,1984)

1.3.4. Pluviométrie

Le pistachier de 1’ Atlas est un arbre d’une grande plasticité vis-a-vis de la Sécheresse, -
Son adaptation reste exceptionnelle pour des grandes variations climatiques : Hiver froid,

été sec et chaud

D’apreés Morsli (1992), Pistacia atlantica Desf. Bénéficie d’une pluviométrie Maximale
de I’ordre de 1000mm au niveau de sa limite septentrionale a I’ouest d’Alger, et 70mm

dans la région de Ghardaia (Sahli, 1997).

1.4. Répartition :

1.4.1. Répartition au monde

Le pistachier de 1’ Atlas apparait comme une espece dont I’aire de répartition est limitée a
la partie Sud du bassin méditerranéen avec une petite partie au niveau des lles Canaris ; il
est largement répartie au sud de la méditerranée et au moyen orient, Pistacia atlantica est
présent dans la partie sud de la Grece, la partie ouest et sud de la Turquie. il est signalé

également en Palestine, Jordanie, Syrie Tunisie, Lybie et égypt. (alyafi, 1979)
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Le pistachier de I’atlas est associé dans le proche onent a Quercus ithaburensis, en

Afrigue du nord a Zizyphus lotus (Seigle 1985)

Somon (1987), note que le pistachier de 1’ Atlas est un arbre originaire du Nord de I’ Afrique.
Certains auteurs sont unanimes sur le fait que le Betoum est un élément endémique du

Nord- algérien et marocain (Quezel et Santa, 1963 ; Ozenda, 1991).

2
— 2/ Aire géographique du
»" Pistachier de I'Atlas

70 250 5000
Kilometres

Figure 4 Distribution géographique de pistacia atlantica dans le monde (Yahia 2011)
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1.4.2. En Algérie :

Cet arbre parait présenter une grande aire de répartition géographique, il se rencontre en
petit peuplement dans les hauts plateaux au niveau des dayas, il existe aussi dans le sud
algérien au niveau des régions arides et semi- arides et dans les régions présahariennes et

sahariennes (Ozenda ,1991)
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Figure 5 Répartition du pistachier de I’Atlas en Algérie d’aprés Monjauze (1980)
modifié par (Kebci, 2008).

27



Chapitre | Connaissance du pistachier de I’Atlas

1.5. Importance socio-economique et utilisations

Plusieurs auteurs (Daget et Godron, 1974 ; Monjauze, 1980 ; Belhadj, 2001;
Benhassaini, 2003; EI Oualidi et al ; 2004) qualifient Pistacia atlantica Desf., comme

espece précieuse, en raison de ses diverses utilisations.
1.5.1. L’importance économique

Sur le plan économique, le pistachier de 1’ Atlas présente des qualités trés appréciées par
les populations locales :
v Le systéme racinaire du pistachier de 1'Atlas est trés vigoureux. C’est pour cette

raison qu’il constitue un excellent porte-greffe pour le Pistachier vrai (Pistaci avera).

v Le bois est utilisé pour produire du charbon et les cendres sont utilisées pour
fabriquer du savon (savon de Taza). Le bois du Bétoum sert comme mats de tentes
et de charrues. Il est, aussi, utilisé pour le chauffage dans les zones reculées.

v Les feuilles et leurs galles sont utilisées pour le tannage ;

v’ Le suc desséché, retiré du tronc, est utilisé comme encre ("Smagh").

1.5.2. L’importance alimentaire

Les produits et sous-produits du pistachier de 1’ Atlas connaissent diverses utilisations
alimentaires :

v Le fruit, écrasé et mélange aux dattes, est comestible. 1l fut énormément consommé
dans les périodes de disette, dans le passé ;

v L'huile, extraite des amandes, est utilisée en cuisine. Elle est souvent mélangée aux
dattes écrasées et consommeée, a toute heure de la journée, avec du petit lait. Cette
huile, tres appréciée dans la région, posséde un go(t comparable a celui du beurre ;

v’ Les graines sont utilisées, comme aliment, par la population locale. Séchées,
écrasées ou moulues, les graines sont consommees en boulettes avec de I'eau sucrée

ou bien séchées et croquées, telles qu’elles, comme les cacahuetes.
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v" Selon I'étude menée par Benhassaini (2007), les graines du Pistacia Atlantica Desf.

Présentent un taux considérable de protéines et de glucides. De plus, elles

fournissent une excellente huile alimentaire ; avec un taux de I'ordre de 40%

1.5.3. L’importance en médecine traditionnelle

L’utilisation médicale de différentes parties de 1’espéce Pistacia atlantica, provenant

de différentes régions. Le tableau ci-dessous résume ces utilisations.

Tableau 2 utilisation médicinales du pistachier de [’Atlas a travers le monde.

Pays

Utilisation

Algérie

Fruits : Maux d'estomac, la toux, le stress,
tonique, et anti-diarrhéique (Yousfietal ;
2002; Mecherara-Idjeri et al ; 2008)

Grece

Fruits Ardme de bouche, bronzage, et

comme fourrage (Tzakou et al ; 2007)

Iran

Résine, écorce : Douleurs articulaires, maux
de dents, la cicatrisation des plaies
(Mosaddegh et al ; 2012)

Jordanie

Fruits Maux d'estomac ~ (Lev et Amar,
2002)

Feuilles Antidiabétique ~ (Hamdan et
Afifi, 2004)

Maroc

Feuilles Infection des yeux  (El-Hilaly et
al ; 2003)

Reésine Renfort le tissu, le souffle,
désodorisant, toux, froid, et les maladies de

I'estomac (Barrero et al ; 2005)

Turquie
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I1. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I'organisme de la plante.

IIs sont synthétisés par la plante en réaction a des stimuli extérieurs et ont souvent une
fonction régulatrice dans le cadre d'une série de réactions physiologiques et métaboliques
en cascade a la suite d'un stress environnemental ou d'une attaque par des ravageurs. Les
produits du métabolisme secondaire qui sont émis en trés faible quantité, sont d'une
grande variété structurale (plus de 200000 structures définies). Ces composés marquent
de manieére originale, un genre, une famille ou une espéce de plante et permettent parfois
d'établir une taxonomie chimique (Brandt et Colt, 2001; Charles, 2005).

Les métabolites secondaires se trouvent dans toutes les parties des plantes mais ils sont
distribués selon leurs roles défensifs. Cette distribution varie d'une plante a l'autre
(Merghem, 2009).

Ils peuvent étre divisés principalement en trois grandes familles : les terpénes, les
composés phénoliques et les composes azotés.

1. Fonction des métabolites secondaire
Beaucoup de composes secondaires sont toxiques, ils sont alors stockés dans des
vésicules spécifiques ou dans la vacuole. On trouve des métabolites secondaires dans
toutes les parties des plantes, mais ils sont distribués difféeremment selon leurs réle
défensif, cette distribution varie d'une plante a l'autre.

» lls ont des fonctions trés différentes qu'on peut résumer dans les points suivants
» Protections de I'attaque des pathogenes. Ils inhibent les attaques des bactéries et
des champignons ou des herbivores (menthe par exemple) (action anti-
herbivores).
Attraction des pollinisateurs.

IIs peuvent se comporter comme des réducteurs de la digestibilité.

Ils interviennent dans la structure des plantes (lignines et tannins).

YV V VYV V

IIs sont des molécules tres utiles pour I'hnomme comme colorant, arémes,

antibiotiques, herbicides, drogues etc.

Ils participent a des réponses allopathiques (compétition entre les plantes pour la
germination et croissance) (Raven et al ; 2007).
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2. Types et origines des métabolites secondaires
On peut identifier trois grandes familles des métabolites secondaires

v’ Les Terpénes
v' Les Alcaloides

v’ Les composés phénoliques

a. Lesterpenes
Définition
Les terpenes sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d'une entité
simple a cing atomes de carbone (Hopkins, 2003).

Caractérisation
Elaborés a partir des mémes précurseurs, les terpénoides et les stéroides constituent sans
doute le plus vaste ensemble connu de métabolites secondaires des végétaux, la tres
grande majorité des terpenes sont spécifiques du régne végétale mais on peut les
rencontrer chez les animaux (Bruneton, 1993). Les terpénes peuvent étre considéres
comme des dériveés de l'isopréne : ce sont des isoprénoides (Guignard, 2000).
La famille des terpénes comprend des hormones (gibbérellines et acide abscissique), des
pigments caroténoides (caroténe et xanthophylle) des stérols (ergostérol, cholestérol), des
dérivés de stérols (par exemple des hétérosides digitaliques), le latex (qui est a la base du
caoutchouc naturel), ainsi qu'une grande partie des huiles essentielles qui conférent aux

plantes leur parfum ou leur godt (Hopkins, 2003).

Classifications des terpénoides

IIs sont distingués dans différentes classes selon le nombre d'unités isopréniques qu’ils
contiennent.

Tableau 3 liste des principales classes de terpénoides, (Hopkins ,2003).

Nombre de carbone Classe Exemple
5 Hemiterpenoide Acide sialique
(geranium)
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10 Monoterpenoide Géraniol (pelargonium)

10 Monoterpenoide cyclique Menthol (essence de
Menthe)

15 Sesquiterpenoide Farnésol (trés répandu)

20 Diterpenoide Phytol (chlorophylle)

30 Triterpenoide Squaléne (précurseur de
stéroide)

30 Triterpenoide Stigmastérol

40 Tetraterpenoide B_caroténe

2.2.1.4. La Biosynthese des terpenes

Malgré leur diversité, tous les terpénes ainsi que leurs dérivés, possedent en
commun une voie de biosynthése appelée de par l'intervention d'un intermédiaire clé,
voie de l'acide mévalonique. Les composes et les dérivés terpéniques peuvent étre
considérés en tant que polymeéres du 5carbone 2 -méthyle-1 ,3butadiéne ou isoprene.

CH2=C2H3-CH=CH2

Par conséquent les composés terpéniques sont souvent désignés par le terme de composés
isopréniques. En fait les unités qui constituent les composés terpéniques ne sont
cependant pas de vrais isoprenes, mais deux dérivés phosphoryles appelés : isopentenyl-
diphosphate ou « isopréne actif» et sont isomere : diméthyl-allyl-diphosphate

La biosynthése des composés terpéniques débute a I'acétyl-coenzymeA (acétyleCOA).

Un intermédiaire du catabolisme respiratoire des glucides et des acides gras. Trois
molécules d'acétyle-COA se condensent lors d'une réaction en deux temps pour fonner
le : 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-COA (HMG-GOA), qui est par la suite transformé en
acide mévalonique (MVA).

De nombreux composeés et dérivés terpéniques peuvent étre considérés comme
métabolites primaires. Des hormones ; I’acide abscissique et les gibbérellines, les
pigments caroténoides et chlorophylliens, ainsi que le stérol joue tout un rdle important
dans la croissance et le développement des plantes. Cependant la grande majorité des
composeés terpéniques sont des métabolites secondaires et semblent agir comme toxines

ou comme agents de dissuasion vis-a-vis des insectes herbivores (Hopkins, 2003).
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b. Les alcaloides
Définition
Les alcaloides forment une grande famille tres hétérogéne de métabolites secondaires qui

présentent un intérét de par leurs propriétés pharmacologiques et leurs applications en
médecine.

Caractérisation

Les alcaloides sont solubles dans 1'eau. Caractérisés par la présence d’au moins un

atome d'azote activité qui accepte souvent un proton ce qui leur confére un caractere
Iégerement basique en solution. Dans leur grande majorité, les alcaloides sont
hétérocycliques, bien que quelques composés azotés aliphatiques comme la mescaline et
la colchicine soient parfois classées dans les alcaloides, globalement il est recensé
quelque 10.000 alcaloides dans a peu prés de 20% des plantes a fleurs essentiellement des
dicotylédones herbacées.

Le réle biologique des alcaloides est essentiellement celui de phogodéterrants : leur

amertume et leur toxicité repoussent les herbivores (Guignard, 2000).

Classification des alcaloides

Les principles classes d’alcaloides sont cité dans le tableau 4.
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Tableau 4 les principales classes d’alcaloides, (Hopkins ,2003)

Classe d'alcaloides Exemple Autre composes
Quinoléine Quinine
Isoquinoléine Papavérine Morphine, codéine, berbérine
Indol Vindoline Vinbalastine, réseprine,
strychnine
Purrolizidine Sénécionine Rétrosine
Quinolizidine Lapirine Cytizine

La biosynthése des alcaloides

Le précurseur pour les alcaloides vrais est un acide aminé : ornithine, lysine
phénylalanine, tyrosine, tryptophane, histidine, acide anthranilique. La formation du
systeme hétérocyclique passe généralement par un processus inter-ou intramoléculaire
simple: formation d'une base de Schiffer ou, fréquemment réaction de Mannich, on
remarquera que la formation de l'alcaloide peut nécessiter I’intervention d'une seule
molécule d’acide aminé (hygrine, cathine) du méme acide aminé (quinolizidines,
benzylisoquinoléines), plus rarement de deux acides aminés différents (tubulosine) ou de
plusieurs molécules identiques (spartéine). Quand la molécule comporte des carbones
supplémentaires, ils sont apportés par des éléments largement impliqués dans d’autres
métabolismes ; acétate (tropane), dimethylallylpyrophosphate (ergolines
furoquinoléines), ou plus spécifique a un groupe particulier de végétaux comme le
sécologanoside (alcaloides, indolo-monoterpénique). Oxydation allylique, couplages
oxydatifs, oxydation des noyaux aromatiques, estérification, étherification,...etc, justifient
I'existence des nombreuses variations structurales, dans le cas particulier des alcaloides
terpéniques, les précurseurs ont une origine strictement terpinique et

I'amination de la molécule est tardive (Bruneton, 1993)

c. Lescomposes phénoliques
Définition
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Les composes phénoliques sont des substances presentes dans tous les vegétaux et dans
tous les organes de la plante, ils possédent un noyau aromatique portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles (Naczk et Shahidi, 2003 ; Barboni, 2006 ; Sun et al ; 2011).
Leur présence dans les tissus animaux est généralement due a I'ingestion d'aliments
d'origine végeétale (Naczk et Shahidi, 2003).

Les composés phenoliques jouent un role essentiel dans la structure et la protection des
plantes (Naczk et Shahidi, 2003 ; Stalikas, 2007). lls offrent également, pour la santé
humaine, une protection contre certaines maladies impliquant un stress oxydatif, comme
les cancers et les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives (Sun et al. 2011).
Ces composeés contiennent exclusivement du carbone, de I'hydrogene et de I'oxygeéne, il
en dérive de nombreux composés souvent trés différents par leur configuration et leur
propriété (Gerhard, 1993).

Les propriétés pharmacologiques des polyphénols

Les composés phénoliques en genérale et les flavonoides en particulier sont trés
poussées en raison de leurs diverses propriétés biologiques comme les activités anti-
oxydante, antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, Antifongique, hépato
protective,

antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardio protective et
vasodilatoire (Middleton et al ; 2000 ; Ksouri et al ; 2007).

Biosynthese des composés phénoliques

Les composés phénoliques des végétaux sont biosynthetisés par trois voies
différentes (Thayumanavan et Sadasivam, 2003) : voie Shikimique, voie Acétate-
Malonate ou voie des polycétides et voie acétate Mevalonate.

-Voie de I'acide shikimique
La biosynthése de nombreuses molécules phénoliques débute au niveau des acides
aminés aromatiques, phénylalanine, tyrosine et tryptophane, ces acides aminés
aromatiques sont quant a eux synthétisés a partir du phosphoénolpyruvate et de
I'érythrose-4-phosphate au cours d'une succession de réactions appelée: voie de l'acide
shikimique. Cette voie est commune aux champignons et aux plantes, mais est absente

chez les animaux. La phénylalanine et le tryptophane font donc partie des dix acides
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aminés qui sont considérés comme étant des composés aromatiques (Voet et Voet, 1990
cité par Hopkins, 2003)
- Voie acétate

Il existe deux voies :

- Voie acétate-malonate

Les systémes aromatiques sont aussi formée par condensation répétée d'unité acétate
I'nypothése initiale de la voie acétate a surtout été confirmée chez les micro-organismes ;
elle est l'origine d'un large éventail de composés aromatique I’autre dénomination «voie
acétate-malonate » rappelle que ¢’est la malonyl-CoA qui fournit, par décarbm.”)" ..

Les unités en C2 pour allonger le complexe acyl- CoA, comme dans la synthese des
acides gras, et ceci en trois étape successives.

L’acide polycétonique forme se referme en un cycle portant une chaine latérale. Le cycle
A de la structure flavane est construit sur ce principe; il est ensuite complété, a I’aide de
dérivés de ’acide cinnamique, par un hétérocycle centrale, puis par un second cycle
aromatique.

Ainsi, les deux voies responsables de la biosynthese des composés phénoliques se
rejoignent, formant un nceud important dans le réseau du métabolisme secondaire des
plantes supérieures (Gerhard, 1993).

v" Voie acétate-mévalonate

La troisieme voie possible, « la voie acétate-mévalonate» nous est déja familiere de par la
synthése des monoterpenes cycliques. Ces derniers acquiérent un caractére aromatique
par déshydrogenation. Dans r ensemble, cette voie est peu utilisée chez les plantes
supérieures (Gerhard, 1993).

Classification

Il existe environ 8000 composés phénoliques, Selon le nombre d’unités phénoliques
présents, on les appelle indifféeremment composés phénoliques ou polyphénols, qui
comprennent essentiellement les phénols simples, les acides phénoliques, les stilbenes,
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les flavonoides, les tanins hydrolysables et condensés, les coumarines, les lignanes, les
lignines et les xanthones (Hennebelle et al ; 2004). Les composés phénoliques peuvent
étre classeés selon :

v Le nombre de carbones qui le constitués

v La structure de base du phénol (Hurtado-Fernandez et al ; 2010) (Figure01).

, N
Acides phénolique R S e o
Flavones )

Anthocyanidine

Flavonol

Figure 6 Principales Classes des polyphénols (Boros et al ; 2010).

Les principales classes de ces composés sont représentéees dans le tableau 5

Tableau 5 Les principales classes de composés phénoliques dans les plantes
(Thayumanavan et Sadasivam, 2003)

squelette de base

examples
de carbone P

Les classes n de carbones
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le catechol,
1- phénols simples 6 C6 I'nydroquinone
phloroglucinol
4-
2- acétophénones hydroxyacétophénone
Phénylacétique 8 C6-C2 p-
hydroxyphénylacétate
caféique, férulique
3- _ C6-C4 C6- umbellllf_erone
hydroxycinnamates 999 c3 aesculétine
Isocoumarines bergénine
C6-C3 .
Chromons eugenin
4-hydroxybenzoates | 7 C6-C1 salicylique, gallique
5-Naphtoquinones 10 C6-C3 juglone, plumbagine
6-xanthones 13 C6-C1-C6 mangiférine
7-stilbénes 14 C6- C2--C6 resvératrol
anthraquinones 14 C6- C2--C6 émodine
8-flavonoides 15 C6-C3- C6 cyanidin
isoflavonoides 15 C6- C3-C6 génistéine
9-lignanes 18 (C6-C 3)2 pinorésinol
10-bioflavonoides 30 (C6-C 3- C6)2 amentoflavone
11-11-hydrolysable n (C6-C 1)n: GLc | gallotannins
tanins
12-tanins condensés | n (C6-C 3- C6)n les P oly meres de
catéchine
13-lignines n (C6-C 3)n lignines guaiacyle
14- mélanines
catéchol (Co)n

2.2.3.4.1.Les stilbénes

Les membres de cette famille possédent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides,

ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a l'attaque par les

microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des

stilbenes sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al ;2006).
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R3=R5=R4’=0H, R3’=H Trans resvératrol R"
R3=R5=0H, R3’=R4’=H Pinosylvine Rs N
R3=R5=R3’=R4’=0OH Picéatannol ‘

R!

Figure 7 Structure chimique des stilbénes (Parage, 2013)

2.2.3.4.2. Les tanins

Les tanins sont des polyphénols constituants d’organes végétaux tels que les écorces
d’arbre et les fruits. Ils sont caractérisés par leurs poids moléculaires élevé, leurs capacités
a

s’associer aux glucides, aux protéines, et aux enzymes digestives des complexes insolubles
réduisant ainsi la digestibilité des aliments (Remesy et al ; 1996 ; Bruneton, 1999).

* Les tanins hydrolysables

Ce sont des esters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’'un nombre variable de
molécules d’acide phénol. Le sucre est tres généralement le glucose et 1’acide phénolique
est

soit I’acide gallique dans le cas des tanins galliques soit 1’acide hexahydroxy- diphénique
(HHDP) et ses dérivés d’oxydation (déhydro-hexahydroxydiphénique = DHHDP) ; acide
chébulique...) dans le cas des tanins classiquement (mais improprement) dénommés tanins
ellagiques (Bruneton., 1993)
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Figure 8 Structure chimique des tanins hydrolysables
(Peronny, 2005).

* Tanins condensés

Les tanins condensés ou proanthocyanidols sont des polyméres flavaniques. Ils sont
constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone le
plus

souvent4—=8 ou 4—-6.

Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux,
Gymnospermes et Fougéres compris (Bruneton, 1993).

Figure 9 Structure chimique de tanins condensés (Schofield et al. 2001).

2.2.3.4.2. Les coumarines

Les coumarines sont issues du métabolisme de la phénylalanine via I’acide

shikimique par estérification et cyclisation, se formant par une substitution sur un cycle
aromatique analogue a celle des dérivés de 1’acide cinnamique. Presque toutes les
coumarines sont substituées par un hydroxyle en position C7 (kumar et al ; 2015).
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R1=R3=H, R2=0H ombelliférone Ry

\‘x
R1=R3=H, R2=0OCH3 herniarine
R1=R2= OH, R3=H esculétol

R1=0CH3, R2=0H, R3=H

scopolétol Ry

R1=0CH3, R2=0H=R3 fraxeto Figure 10 Structure de base des coumarines
(Marouf et Reynaud ,2007)

2.2.3.4.3. Les lignines

La lignine est formée par la polymérisation d’unités phényl-propane (C6-C3) dont les
trois plus importants sont les alcools coumarylique, coniférylique et sinapylique. La
nature de la lignine varie avec I’espéce botanique, et pour une méme espéce avec 1’age du
végétal et le lieu ou il s’est développé.

CHy

CH;

Figure 11 Structure chimique des lignines (Jost et Jost-Tse, 2016)

2.2.3.4.4 Les flavonoides

Les flavonoides désignent une trés large gamme de composés naturels appartenant aux
polyphénols, environ 4000 flavonoides ont été décrits (Bennick, 2002).

Leur dénomination vient du latin « flavus » qui désigne la couleur jaune, ce groupe trés
important et trés étendu comprend des composés de couleur jaune, mais aussi de couleurs
variées ou méme incolores (Cooray et al ; 2004)
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Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des veégétaux supérieurs : racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois. Certains flavonoides sont plus
spécifiques de certains tissus (Bruneton, 1993)

L’origine biosynthétique des flavonoides est I’enchainement 2-phénylchromane qui est
aussi 1’¢élément structural de base de tous les flavonoides (Bruneton, 1993 ; Nacoulma,
1996)

Les flavonoides représentent un groupe de polyphénols complexes dont leurs structures
présentent un squelette de 15 atomes de carbone, la structure de base est sous forme de
C6- C3-C6, (Milane, 2004) constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont
reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'nétérocycle (C) (Erdman et al.,
2007).

Figure 12 Structure de base des flavonoides (Krishna et al ; 2001)
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Chapitre 111 Matériels et méthodes

I. Matériel et méthodes

L’ensemble de ce travail a été effectué au laboratoire de I'université Ibn khaldoun —
Tiaret « laboratoire de microbiologie et laboratoire de biotechnologie »

3.1. Objectif

-Notre travail consiste a valoriser une espece endémique d 1’ Algérie par la détermination
du pouvoir antibiotique et antifongique de ses extraits végétaux, il s’agit du pistachier de
1’ Atlas, la récolte des feuilles s’est effectuée au niveau de la localité de Rechaiga: wilaya
de Tiaret durant le mois de mai 2022

Il. Présentation de la région de prélevement :

3.2.1 Emplacement géographique

La région ou nous avons effectué le prélevement se situe au niveau du foret domanial de

Rechaiga « canton Elhouassi » dans wilaya de Tiaret. Celle-ci se trouve a 300 km au sud-

ouest de la capitale Alger.

Figure 13 Emplacement géographique de la région de prélévement
(se situe a Rechaiga dans wilaya de Tiaret)
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3. 3. Matériel végétal

Les feuilles de pistachier d'Atlas sont récoltees selon un échantillonnage subjectif le mois
de mai 2022, dans la région de Rechaiga la wilaya de Tiaret. Nettoyer puis seché dans
I'aire libre et a une température ambiante pendant 10 jours une fois séchées sont
conserver dans des sacs en papier, elles ont été broye a I'aide d'un moulin jusqu'a
I'obtention d'une poudre tres fine.

3.4. Préparation des extraits secs

Cette opération est faite au niveau du laboratoire de biotechnologie de la faculté SNV de
I’universit¢ IBN KHALDOUN pour le but de préparer trois extraits : aqueux,
méthanoliques, éthanolique.

La méthode d’extraction suivi du notre étude est I’extraction par macération et décoction
effectué

selon le protocole de chiang et al ; (1994), avec quelque modification. Le principe de
cette méthode est basé sur I’extraction sélective liquide-solide des composés phénolique
et aqueux en utilisant 3 solvants : éthanol, méthanol, 1’eau distillé.

3.4.1. Extraits aqueux

30g de matériel végétal ont été portés a reflux pendant 30 minutes dans 300ml d’eau
distillée, apres refroidissement la solution a été filtré a I’aide du papier filtre. L opération
éteé repété deux fois. Le filtrat été mis dans une étuve a 60°C jusqu’a évaporation de I’eau.
L’extrait sec obtenu est caractérisé par un aspect solide ce dernier a été conservé a une
température de 4°C.
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3.4.3. Extrait méthanolique:

Une prise d'essai de 20 g de la matiere végétale (la poudre fine des feuilles du pistachier
de I’Atlas) a été mise a macérer dans 200ml de méthanol (140 ml méthanol/ 60 ml eau
distillée) avec agitation pendant 24H a temperature ambiante. Apreés filtration du
mélange, I’extrait a été¢ évaporé a sec (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

3.4.3. Extrait éthanolique :

Une prise d'essai de 20 g de la matiére végétale a été mise a macérer dans 200ml de

1’éthanol
(240 ml
. . ' . méthanol/
Figure 14 preparation d'extrait /1"
aqueux distillée)
[ 20 mg matiére végétale ]

b 4 U

[ 200 ml de ethanol J[ 200 ml de méthanol ] [ 200 ml de I'eau distillé ]

b 4 b

[ Macération a température ambiante pendant a 24 h ] { Décoction (porté a ébullition J
[ Filtration ] [ Filtration J

N 7

[ Evaporation a 40°C ]

avec agitation pendant 24H a température ambiante. Apres filtration du mélange, I’extrait
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a eté évapore a sec (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Les filtres sont recombines dans
un cristalisoire en verre et ont €té mise a sécher dans une étuve a60° ¢ Jusqu'a I’obtention
d'un extrait sec.

3.4.3. Détermination du rendement
Calcul des rendements des extractions : Le rendement est la quantité d’extrait obtenue a

partir d’une matiere végétale (Bssaibis et al. 2009 ; Dinzedi, 2015). Il est exprimé en
pourcentage par rapport a la matiére seche (poudre végétale). Il a été calculé selon la

formule :

[ E (%) =M1 x 100/MI0 ]

R : Rendement de I’extrait exprimé en pourcentage (%),
M1 : Masse de I’extrait (en g),
MO : Masse de poudre végétale (en g).

3.5. Etude de activité antibactérien

L’expérimentation est réalisée au sein du laboratoire de Faculté des Sciences de la Nature
et de la Vie I"université Ibn khaldoun —Tiaret L’activité antibactérienne des extraits a été
déterminée par la méthode de diffusion a partir d’un disque

3.5.1. Souches bactériennes :

Pour évaluer I’activité antibactérienne des extraits des feuilles de pistachier Atlantica on a
utilise deux souches :
.eStaphylococcus aureus

Figure 15 La méthode d’extraction et préparation des extraits.

eEscherichia coli

Ces souches nous ont été fournies par le laboratoire de microbiologie de la faculté
des Sciences de la Nature et de la Vie Université Ibn khaldoun —Tiaret
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Figure 16 Souches bactériennes : Staphlococcus aureus /Escherichia coli

3.5.2. Conservation des souches
3.5.2.1. Les milieux de culture

Les milieux de cultures utilisés dans 1’activité antibactérienne sont :

* La gélose nutritive pour préparer des cultures jeunes de 24 h.

* La gélose Muller Hinton pour les tests antibactérienne.

Figure 17 Les milieux de culture utilises

3.5.2.2. Préparation des cultures jeunes

Quelques colonies bien isolées des cultures pures est prélevée a I’aide d’une

pipette pasteur ont été mises dans 10ml d’eau physiologique stérile a 0,9% de (Na

Cl). La suspension bactérienne a été bien homogénéisée et standardisée, puis a partir de
cette

suspension nous avons ensemenceé les souches bactériennes sur des boites de pétrie
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coli par la gélose nutritive puis incubé a 37C° pendant 24 h afin d’avoir des
cultures jeunes.

3.5.2.3. Préparation des milieux de culture
Gélose Mueller Hinton(MH) : milieu de P’activité antibactérienne

La gélose de Mueller Hinton stérile préalablement fondue au bain marie & 50°C
puis refroidie, a été coulée et répartie uniformément dans des boites de pétrie
stériles. On les laisse solidifier pendant 20min a proximité du bec benzen

L=

Figure 18 Préparation des milieux de culture Gélose Mueller Hinton(MH)

3.5.2.4. Préparation des dilutions

Nous avons testé I’activité antibactérienne des extraits méthanoiques, éthanoiques, et
aqueux. Qu’on a préparés a partir des feuilles de notre plante.

Une gamme de concentration a été préparée a partir de 1’extrait méthanolique brut de
concentration de 0,1g/ml selon la méthode de dilution de deux en deux (1/2, 1/4, 1/6,)
dans les trois tubes a essai que nous avons nommé de 20% jusqu'a 60%,
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3.5.3. Evaluation de P’activité antibactérienne

Dans les boites de Mueller Hinton refroidies, nous avons ensemencé des boites

par la souche bactérienne Escherichia coli et d’autres boites par

Staphylococcus aureus, de fagcon a recouvrir toute la surface gélosée.

Aprés un temps de 20min nous avons disposé 03 disques stériles dans chaque boite sur
lesquels nous avons appliqué Sul de 1’extrait

méthanolique.

La méme procédure a été réalisée avec 1’extrait éthanolique, et aqueux.

Figure 20 les étapes de [’évaluation de [’activité antibactérienne

Les boites ont été incubées a une température 37°C pendant 24h.

La lecture des résultats se fait par la mesure de diameétre de la zone d’inhibition selon
(Ponce et al ; 2003). L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a I’aide
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d’une régle le diamétre de la zone d’inhibition, déterminé par les différents extraits autour
des disques.

P G )
Figure 21 effet des extraits des feuilles de Pistacia atlantica sur les deux souches bactériennes testées.
3.6. Etude de Pactivité antifongique

Cette opération est faite ou de laboratoire microbiologie a la faculté d’IBN KHALDOUN
Tiaret pour le but d’évaluer 1’effet antifongique des différents extraits sur la souche
Fusarium oxysporum

3.6. 1. Préparation du milieu de culture

Au début on a chauffé 1000 ml d’eau a I’aide d’une source de chaleur jusqu’a ébullition
pour dissoudre la quantité de 39 g de PDA (Potato Dextrose Agar), le mélange a été mis

/////

I’aide d’un autoclave pendant 15 min.

Les spores des jeunes cultures (la durée du germination est 3jours) de chague souche sont
récupérées par un lavage des boites de pétri et a partir de cette suspension meres, on
prépare les différentes dilutions dans des tubes a essai avec 9 ml d’eau physiologique
stérile.

Apreés agitation des tubes, pour homogénéiser les spores, on procéde a la standardisation
de la suspension des spores a 10’spores /ml par 1’évaluation de la densité optique (DO) a
I’aide d’un spectrophotometre a une longueur d’onde de 630 nm (DO=0,04).

3.6.2. Méthode des disques

Pour mettre en évidence 1’activité antifongique des extraits des feuilles du pistachier, la
méthode utilisée repose sur la diffusion des extraits a partir de disques sur un milieu
solide.
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Les résultats sont exprimées par 1’apparition d’une zone d’inhibition au tour des disques,

plus la zone est grande plus la sensibilité des souches est élevee.

Figure 22 standardisation de la solution des spores
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I. Résultats

Les objectifs de ce travail sont :

- P’optimisation des méthodes d’extraction des métabolites secondaire ;

- Evaluer in vitro le pouvoir antibactérienne et antifongiques des différents extraits des
feuilles du pistachier de 1’ Atlas.

- verifier si on peut utiliser ces deux activités biologiques comme facteurs de comparaison

entre les trois méthodes d’extraction utilisées.

Il1. Rendement en extrait

Le rendement en extrait sec obtenu aprés évaporation a été déterminé par rapport a 20g de

matiére végétale (poudre des galles des feuilles).
R= (Pe/Pp) X100

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du cristallisoir plein

apres évaporation et le poids du cristallisoir vide.

Les résultats de cette manipulation sont représentés dans le tableau 01.

Tableau 6 taux de rendement des trois extraits du pistachier de I’Atlas

Extrait Poids d’extrait sec Rendement
Extrait aqueux (décoction) | 2,54¢ 12,7%
Extrait méthanolique | 5,679 28,8%

(macération)
Extrait éthanolique | 4,049 20, 2%

(macération)

D’aprés ces résultats, on remarque le rendement en extraits hydro-alcooliques

(méthanolique et éthanolique) est plus élevé que le rendement en extrait aqueux.
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A partir des résultats obtenus il en ressort que la méthode de macération en utilisant le
méthanol est la méthode la plus efficaces avec un rendement égale a 28,8% suivi par la

macération par éthanol avec un rendement de 20, 2% (Figure 23)

28.80%
20,209
12.70%
' B Rendement

30.00%
25.00%
20.00%
15.00%

10.00%

TAUX DE RENDEMENT

5.00%

0.00%

extrait extrait extrait agueux
méthanolique éthanolique
EXTRAIT

Figure 23 les taux de rendement des trois méthodes d’extraction
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I11. Activité antibactérienne

Le pouvoir antibactérien des extraits a été estimé en termes de diamétre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de la bactérie

Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

1. Activité antibactérienne des extraits aqueux des feuilles du pistachier
de I’Atlas
A partir des résultats obtenus, il en ressort que la souche bactérienne Staphylococcus

aureus est plus sensibles au extraits aqueux du pistachier de 1’ Atlas que la souche
Escherichia coli. La figure 24 démontre que 1’extrait aqueux a une concentration de 20%
présente un effet bactériostatique contre la souche E.coli (le diamétre d la zone

d’inhibition égale a 10mm).

Les deux concentrations 20% et 40% de ’extrait aqueux démontrent une activité
bactériostatique contre la souche Staphylococcus aureus, alors que le méme extrait avec
une concentration élevée démontre une activité bactéricide contre la méme souche (un

diameétre de la zone d’inhibition moyen égal a 28,66mm.

30
25

20

15 W E.coli

uS.
10 S.aureus

Diamétre des zones d'inhibition en mm
(9]

20% 40% 60%

différentes concentrations des extrais aqueux

Figure 24 diamétre des zones d’inhibition des deux souches bactérienne en fonction des
concentrations de [’extrait aqueux.
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2. Activité antibactérienne des extraits méthanoliques des

feuilles du pistachier de I’ Atlas
Les résultats obtenus par I’application de 1’extrait méthanolique, démontre une activité

bactériostatique pour les trois concentrations utilisées contre la souche bactérienne E.coli,
la souche Staphylococcus aureus démontre une sensibilité trés importantes a 1’extrait

méthanolique a différentes concentration.

N
(%]

N
o

=
(%]

M E.coli

=
o

M S.aureus

(6]

Diamétre des zones d'inhibitions en mm

20% 40% 60%
différentes concentrations des extraits méthanoliques

Figure 25 diamétre des zones d’inhibition des deux souches bactérienne

en fonction des concentrations de [’extrait méthanolique.

3. Activité antibactérienne des extraits éthanoliques des

feuilles du pistachier de I’Atlas
Les résultats présentés dans la figure 26, démontrent que les trois concentrations de I’extrait

éthanolique ont un effet inhibiteur de la croissance bactérienne des deux souches.

A travers ces résultats, on remarque que le diamétre de la zone d’inhibition pour
Staphylococcus aureus est égal a 20,66 mm pour la concentration 20% ce qui démontre
une activité bactéricide. La souche E. coli parait étre plus sensible au trois concentrations,
avec un diametre de la zone d’inhibition de 14mm pour la concentration 20%, 22,6mm

pour la concentration 40% et 27,6mm a une concentration de 60%.
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30

25

20

15 mE.coli

10 B S.aureus
0

20% 40% 60%

Diametres des zones d'inhibition en mm
(05}

Différentes concentrations des extraits éthanoliques

Figure 26 diamétre des zones d’inhibition des deux souches bactérienne en fonction des
concentrations de [’extrait éthanolique.

IV. Activité Antifongique

L’effet antifongique des extraits a été estimé pour la méthode de diffusion sur disques en
termes de diameétre de la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits a
tester vis-a-vis Fusarium oxysporum.

1. Activité antifongique des extraits aqueux des feuilles du

pistacher de I’ Atlas
A partir des résultats obtenus, il en ressort que la souche Fusarium oxysporum est

sensible a I’extrait aqueux du pistachier .le diameétre moyen de la zone d’inhibition de
cette souche a une concentration de 40% st égal a 8mm, la concentration 60% démontre
une activité antifongique plus importante de I’extrait aqueux du pistachier de I’ Atlas

contre la méme souche.
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Différentes concentrations des extraits aqueux

Figure 27 diamétres des zones d’inhibitions vis-a-vis la souche fongique Fusarium
oxysporum en fonction des trois concentrations d’extrait aqueux.

2. Activité antifongique des extraits methanoliques des feuilles

d pistacher de I’Atlas
Les résultats obtenus par I’application de 1’extrait méthanolique ne démontre aucune

activité antifongique pour les trois concentrations utilisées contre Fusarium oxysporum.

3. Activité antifongique des extraits éthanoliques des feuilles

du pistacher de I’Atlas :
Les résultats présentés dans la figure 27, démontrent que la souche Fusarium oxysporum

est moyennement sensible a 1’extrait éthanolique a une concentration de 60% (présence
d’halos d’inhibition égale a 16 mm). A travers ces résultats, on remarque que les deux
autres concentrations n’ont aucun effet sur cette souche fongique (absence d’halos

d’inhibition)
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M Fusarium oxysporum

Diamétre des zones d'ihnibitions en mm
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20% 40% 60%

Différentes concentrations des extraits éthanoliques

Figure 28 diamétre des zones d’inhibition de la souche Fusarium oxysporum en fonction
des concentrations de [’extrait éthanolique

V. Discussion

Dans notre cas, le rendement en extrait le plus élevé a été obtenu par la méthode
d’extraction par macération suivie par la méthode d’extraction préconisée par la
médecine traditionnelle (décoction avec de I’eau bouillante).

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites
par I’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans la
matiére végétale. Il dépend de plusieurs parametres tels que: le solvant, le pH, la
température, le temps d'extraction et la composition de I'échantillon (Quy Diem Do et al ;
2014).

D’aprés (Quy Diem Do et al ; 2014), I’utilisation combinée de 1'eau et du solvant
organique peut faciliter I'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans I'eau
et / ou dans le solvant organique.

Dans ce contexte, Rhazi et al ; 2005 ont observé que le solvant le plus efficace pour
extraire les polyphénols a partir de la plante marocaine Acacia mollissima est le méthanol
aqueux (80%) suivie par 1'éthanol aqueux (80%) et enfin I’eau, ce qui concorde avec nos

résultats.
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Par ailleurs, 1’extrait sec ne renferme pas uniquement des polyphénols et des flavonoides,
il contient également d’autres substances naturelles (Békro et al ; 2007 ; Kebieche et al ;
2011).

Etant donné qu'aucun agent pathogéne bactérien spécifique de Pistacia atlantica n'est
connu, nous avons testé I'effet des extraits (aqueux, méthanolique et éthanolique) des
galles de feuilles sur des bactéries représentatives, notamment des agents pathogenes
connus (E .coli et Staphylococcus aureus).

Il apparait que S. aureus est la bactérie la plus sensible par comparaison a E. coli, ceci peut
étre attribué a la différence de la structure de la paroi entre les bactéries Gram positif et les
bactéries Gram négatif (Djemai-zoughlache, 2009).

La paroi cellulaire des bactéries Gram positif est constituée par une seule couche
composée de peptidoglycanes, a laquelle sont associés des polymeéres d'acides
teichoiques alors que celle des Gram négatif a une paroi plus complexe la couche de
peptidoglycane est plus fine que celle des Gram positif, et elle est entourée par une
membrane externe composée de lipopolysaccharides et de lipoprotéines. La partie lipo-
polysaccharidique de la paroi des Gram négatif comprend les molécules d'endotoxine
(lipide A) qui contribuent au pouvoir pathogene bactérien (Prescott et al ; 2003).

En revanche S. aureus est 1égérement moins sensible a I’extrait éthanolique des feuilles
de Pistacia atlantica. Malgré 1’existence des zones d’inhibition relativement faible, nos
résultats prouvent 1’existence d’activité antibactérienne vis-a-vis S. aureus qui est un
micro-organisme pathogene impligué dans les intoxications alimentaires.

L’étude faite par Gerchman (2011) démontre que les feuilles n’ont aucune activité
antifongique contre Fomitopis Pinicola , Aspergillus Sp et Pinecillium Sp.

La variation de I’activité antibactérienne et antifongique des extraits explique la variation
de leur composition chimique comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons
considéré qu’un extrait a une activité antibactérienne si son diamétre d’inhibition est

supérieur a 10 mm (Ponce et al., 2003).
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Conclusion

Un grand nombre des plantes médicinales contiennent des composés chimiques ayant des
propriétés antifongiques. Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les extraits
aqueux et éthanolique des plantes spontanées.

Notre travail s'est orienté sur 1'étude de 1’effet antibactérien et antifongique des extraits
aqueux et hydro alcooliques (éthanolique et méthanolique) du pistachier de I’atlas.

Quant aux rendements, on note que le rendement le rendement en extraits hydro-
alcooliques (méthanolique et éthanolique) est plus élevé que le rendement en extrait
aqueux. Cette variabilité de rendement peut étre justifiée par la méthode d’extraction et la
nature du solvant utilisé.

L’effet antibactérien a été testé selon la méthode de diffusion sur disque. L’effet
antibactérien a été testé sur deux souches Gram -~ et Gram™ « E.coli et Staphylococcus
aureus ».

L’activité antibactérienne des différents extraits du pistachier de I’Atlas différe selon la
méthode d’extraction et les concentrations (20%,40% et 60%) des extraits. Il est a signalé
que quelques extraits ont montrés des activités bactéricides.

L’évaluation de I’activité antifongique par la méthode de dilution sur milieu gélosé,
démontre que la souche fongique Fusarium oxysporum présente une certaine sensibilité
aux extraits aqueux et éthanoliques de cette espéce.

En perspective ; il serait souhaitable d’améliorer les méthodes d’extractions, et d’évaluer
d’autre activité biologique des extraits de ces plantes. L’étude de la composition
chimique de ces extraits est recommandée pour mieux évaluer leurs activités biologiques.
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ANNEXES

ANNEXE 01 : Matériels non biologique
Tableau 01 : Matériel non biologique utilisé au laboratoire

Verreries et le matériel utilisé Appareillage et dispositifs
-Tubes & essai - Balance électrique - Eau distillé
- Ballon a fond rond -Agitateur magnétique - Tode
- Béchers -Hotte -KOH
-Eprouvettes gradués -Hydro-distillateur -Acide chlorhydrique
-Entonnoir -Soxhlet -H2504
-Boites de pétrie - Bain marie -Ethanol
-Fioles -Réfrigérant bemel
-Spatules -Plaque chauffante -HCL
-Papiers filtres -Incubateur -Siansy
-Pince -Microscope optique
-Verre de montre -Loupe
-Portoir
-Erlenmeyer

ANNEXE 02 :

Tableau 02 : Composition du milieu de culture Mueller Hinton (Gélose)

Extrait 20g
Agar Mueller Hinton 10g
Eau distillée 1000ml

Autoclavage 120°c /20mn
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Figure 1: milieu de culture Mueller Hinton (Gélose)

Tableau 03 : Composition du milieu de culture (PDA)

Extrait du milieu PDA 429

Eau distillée 1000ml
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Figure 2: milieu de culture (PDA)
ANNEXE 03: Préparation des solutions

Figure 3: Préparation des solutions
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Figure 4: Préparation des solutions



