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Introduction :

De nos jours I'étre humain veut retourner a ses origines naturelles et explorer les
bienfaits de la nature mais dans un cadre scientifique a I'aide d'une base végétal , Parmi c’est
végetaux les plantes médicinales, qui sont utilisées pour leurs propriétés particuliéres
bénéfiques pour la santé humaine, voire animale. Avant des années, I’utilisation des plantes
médicinales fut le principal recours pour Guérir I'hnomme. Cette utilisation est généralement
adaptée aux pathologies légéres, en visant un traitement symptomatique. . (GILLES W., 1976,
ISERIN P., 2001)

I1 y’a environ 500 000 plantes sur terre, 100 000 d’entre elles, possédent des propriétés
médicinales contribuées a leurs principes actifs qui agissent directement sur I’organisme. On
les utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie, elles présentent en Effet des
avantages dont les médicaments conventionnels sont souvent dépourvus. (Gilles, 1976,
ISERIN, 2001)

En effet, I’'usage de plantes médicinales peut apporter directement des réponses a
certains Problémes de santé; mais avant de pouvoir recommander 1’ usage de telle ou telle espéce
Pour une maladie, il est nécessaire de valider 1’'usage traditionnel qui en est fait. En D’autres
termes, il convient d’évaluer scientifiquement 1’activité pharmacologique (antibactérienne,

anti-oxydante ...) de la Plante médicinale retenue.

Parmi ces plantes nous avons le pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.) ;
elbetoum, botma, qui est utilisé pour des vertus thérapeutiques (71.4%); dont la majorité des
remedes est préparée sous forme de décoction (35,7%), les feuilles et la résine étant les parties
les plus utilisées (28,6%). (Daoudi et al ;2013).

Cette plante peut étre attaquée par des parasites (nématode, champignon...) on
provoquant des gonflements a la surface de feuilles (des galles). Ces galles qui se présentent
sous une multitude de formes sont phyto-chimiquement distinctes des tissus vegétaux normaux.
Pour contrer les facteurs de stress, sous la forme des protéines effectrices des envahisseurs, les
plantes hotes élaborent un large répertoire de métabolites, qu'elles ne produisent normalement
pas, (GERCHMAN 2011). C’est dans ce contexte que NOUS NOUS sommes intéresses dans ce
travail a I’optimisation des méthodes d’extraction des biomolécules et I'évaluation de leurs

activités antibactériennes contre deux bacteries E-coli et staphylococcus aureus.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Sant%C3%A9_humaine

Le présent meémoire se partage en quatre chapitres :

= Le premier concerne une synthese Bibliographique sur le pistachier de I’atlas,
= Le second correspond a la phytothérapie et les métabolites secondaires,
» Ja présentation du matériel et des méthodes utilisés a fait I’objet du troisiéme chapitre

et le dernier chapitre aborde les resultats et discussion .
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Geéneralités sur le Pistachier
de I’Atlas



Chapitre 0] s Généralités sur le Pistachier de 1’ Atlas
1. Généralités
1.1. Généralités sur le genre Pistacia

Le genre pistacia appartient a la famille des anacardiacées, une famille assez hombreuse
comportant 55 genres et environ 500 especes. répartie dans sa grande majorité en méditerrané,
au sud-ouest et a I’est centrale de 1’ Asie et a I’Amérique (Maberly, 1987 in Anjum, 2010).

Les espéces relevant du genre Pistacia se répartissent dans le bassin méditerranéen et au
moyen orient, (Ben Douissa et al., 2005) . Si 1’on se référe a la bibliographie, le nombre
absolu d’espéces demeure non encore défini. Selon Tutin et al. (1968 inTsokou et al., 2007),
Farhoosh et al. (2008), Mohsen Hosseini et al. (2007), Shanjani et al., (2008), Mohannad Ghazi
AL-Saghir (2005) et isfendiyar oglu et al. (2009) ce genre recense onze espéces. Par ailleurs,
lin et al., (1984 in Alvarez et al., 2008) relévent dix espéces dans ce genre. Taran et al (2009,
2010) révelent la présence de quinze especes relatives a ce genre. d’aprés Ahmadi Afzadi
et al., 2007; Al Saghir et al., 2010) , ce genres est le plus important dans le regne végétal de point de
vue horticulture, économique et commercial.

Les especes de ce genre sont des arbres et arbustes dioiques, caractérisés par des feuilles
caduques et composeées, des fruits sous formes de drupes. Quatre espéces sont les plus connus : le

pistachier de 1’atlas, le pistachier lentisque, le pistachier térébinthe et le pistachier vrai.

1.2.Généralité sur le pistachier de I’atlas

Le pistachier de I’Atlas ou “Betoum” (Pistacia atlantica Desf, Anacardiaceae,
Sapindales, Magnoliopsida) est nommé aussi “Betm” (Fennane et al ; 2007). C’est un arbre
puissant pouvant atteindre 20 m de hauteur, a tronc bien individualisé et a feuilles caduques.
(Yaaqobi, 2009)

Le pistachier de I’ Atlas peut étre classé en quatre sous-especes, a savoir mutica, cabulica,
kurdica et atlantica ; cette derniére est présente en Afrique du Nord (Benhssaini et Belkhodja,
2004).

Pistacia atlantica est, de par sa dioicie, et ses fleurs nues, un genre particulier
des Anacardiacées (Gaussen et al, 1982). Le pistachier de 1’ Atlasest un arbre a la fois protecteur
et productif.(Monjauze, 1967 in Kadi-bennane et al., 2005)

C'est l'une des rares espéces arborescentes encore présente dans les régions semi-arides
et arides, voir méme sahariennes. Sa limite extréme se trouve en plein cceur du Hoggar ou il

existe a I'etat de relique (Monjauze, 1980). Autrefois tres abondant, cette essence ne cesse de

-3-
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régresser d’année en année suite a des actions anthropiques. (Mokhfi , 2012).

En Algérie, Pistacia atlantica Desf.e st un arbre par excellence des milieux steppiques.
Cependant il peut pénétrer profondément jusqu’aux régions sahariennes (Kadi-bennane et al.,
2005).
1.3.Systématique

Embranchemement : Phanérogames

Sous-embranchemement : Angiospermes

Classe : Diacotyiédones

Sous-Classe : Dialypétales ou Rosideae (Classification récente)
Série :Disciflores

Sous série :Diplostémones

Ordre : Térébentales ou Sapindales (A.P.G ,2003)
Famille :Térébenthacées , Anacardiacées ou Pistaciacées
Sous-Famille :Anacardiées ou Pistacioideae (Gadek,1996)
Genre : Pistacia

Section : Eu-Térébenthus (1996)

Espece : Pistacia atlantica Desf

Sous-espece : Atlantica

(kaddour,2008)

1.4.Habitat

En Algérie, Pistacia atlantica Desf. ssp. est un arbre par excellence des milieux
steppiques. Cependant il peut pénétrer profondément jusqu’aux régions sahariennes.
Les stomates sont les seuls dispositifs que I’évolution a conservés pour affronter le pouvoir

évaporant du milieu aérien (Laffray et Louguet, 1991).
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Figure 01 :Répartition des espéces du genre Pistacia dans le monde (Tingshuang et
al.,2008)

1.5.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 1’Atlas (Pistacia atlantica Desf.), communément appelé EI Betoum, Botma en
langue arabe ; est une espéce ligneuse et spontanée pouvant atteindre 10 m de haut. L arbre
posséde un tronc individualisé et a frondaison hémisphérique (Quézel et Santa, 1963). Ses
feuilles composeées sont constituées de sept a neuf folioles, les fleurs sont en grappes laches, les

fruits, gros comme un pois, sont des drupes (Ozenda, 1983)
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1.5.1. Les feuilles

Elles sont composées, 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 (YYaaqobi et al., 2009).

Figure 02 : feuilles du pistachier de 1’ Atlas

1.5.2. Les fleurs

L’inflorescence : Le pistachier de I’Atlas a une inflorescence en grappe rameuse. La

floraison qui apparait juste avant la feuillaison débute la mi-mars (Yaaqobi et al. 2009).

Les fleurs méles et femelles sont portées par des pieds différents. Mais quelques pieds
monoiques ont été observés dont les fleurs méales et femelles sont portées par des rameaux
différents. Aucun hermaphrodisme n’a été observé. 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).

1.5.2.1. La fleur male

Le calice posséde quatre sépales. A D’aisselle du calice, il se trouve une bractée
glabrescente, allongée, de grande taille par rapport aux fleurs et de couleur jaune pale. A
I’aisselle de chaque bractée, 5 étamines se développent, de couleur rouge pourpre, et avec des



Chapitre 0] s Généralités sur le Pistachier de 1’ Atlas

filets courts et soudés a la base. Aprés la libération des grains de pollen au mois de mars, les

fleurs males s’épanouissent et les étamines prennent une structure pétaloide (Yaaqobi et al.,
2009).

1.5.2.2. La fleur femelle

Le calice a neuf sépales enchevétrés entre eux et soudés a la base. Les sépales sont de
taille variable selon les provenances. A ’aisselle du calice, il se trouve une bractée semblable
a celle de la fleur méle. Le gynécée présente trois carpelles concrescents avec une seule loge
ovarienne fertile et un seul ovule pendant. Le style porte trois stigmates rugueux facilitant la

fixation des grains de pollen (Yaaqobi et al., 2009) ;
1.5.3. Le fruit

Le fruit est une drupe, dont le nom vernaculaire est “Khodiri ”. Il est consommé par les
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 03 : Fruit du pistachier d I’ Atlas
1.5.4. Racine

Le systéeme racinaire est trés puissant. En germant la graine émet un tres long pivot, il
atteint parfois a une profondeur de 7m et un systéme racinaire latérale atteindre la longueur de

5-10 m du collet de I’arbre. Le systéme racinaire permet au pistachier de supporter les périodes
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séches en cherchant I’humidité dans le sol et se développer dans les zones arides et sols
médiocre.(Boutbol ,1986 et Lemaistre ,2000)

1.6. Ecologie et aire de répartition

D’apres 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 I’ Afrique du nord. Elle est tolérante pour plusieurs types du
sol incluant les alcalines. Elle se contente d’une faible pluviométrie de 1’ordre de 150 mm et

parfois moins (Benhssaini et Belkhodja, 2004).

Pistacia atlantica Desf. se régénére et se développe dans les endroits les plus arides ou
peu d’especes d’arbres peuvent s’établir et persister. Sa croissance est trés lente. En Algérie, on
le trouve en association avec ziziphus lotus qui protége les jeunes pousses contre les animaux

et les vents violents (Belhadj et al., 2008).

I1 occupe une aire trés vaste englobant le Maroc, 1’ Algérie, la Tunisie, la Libye, la Syrie,
la Jordanie, Palestine, 1’Iran et 1’ Afghanistan (Kaska et al., 1996 ; Khaldi et Khouja, 1996 ;
Sheibani, 1996).

1.7. Utilisation de I'arbre
Il existe plusieurs utilisations de cet arbre :

- utilisation médicinales : elle est utile comme antiseptique, antifongique et dans quelques

maladie comme abdominale (Baba Aissa, 2000).

Utilisation comestibles :Ses graines contient environ 55 % d’huile, ¢a donne une excellente

huile de table ( Daneshard et al .,1980)

- Utilisation locale : les fruits de cet arbre utilisé & des fins culinaire et médicinales, ils sont
riches en huile danse trés énergétique, 1l est souvent aux dattes écrasées il peut &tre consommé
avec du petit lait. Il est utilisé également pour la tannerie de peaux. L’ arbre fournit un bois et
d'artisanat et toutes les especes des pistachiers constituant un apport en fourrage considérable
pour l'alimentation du bétail sur automne (Belhadj, 2003).lls existent d'autres utilisations tel

que : Gomme, Encre, Résine, bois ...
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1.8. Ennemis du pistachier de I’Atlas

Pour [I’ennemi principal Les pucerons provoquent des galles sur les feuilles du

pistachier de 1’ Atlas cite parmi les genres: Geoica (Geoica mimeuri, Geoica swirskii), Slavum

(Slavum wertheimae), Forda (Fordaric cobonii), Fordini (Fordini sp.A), Smynthurodes
(Smynthurodes betae) ( Remaudierp et al ., 2004; Inbar et al., 2004 ; Inbar et kark, 2007 ; Inbar,
2008).

Figure 04 : galles sur les feuilles du pistachier d 1’ Atlas
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2.1. Phytothérapie

La phytothérapie est I’ensemble des méthodes curatives faisant directement appel aux
plantes (entiéres ou non séches ou fraiches en Extrait, etc.) Ou a des substances d’origine
végetale, On peut utiliser les plantes entiéres ou seulement leurs feuilles, leurs racines, leurs
inflorescences ou leurs fruits. Les modes de préparation sont aussi variables selon la richesse
de la plante en principes actifs d’entrainement. Seule méthode thérapeutique pendant de
nombreux siecles (et encore prépondérante dans certaines régions du globe),la phytothérapie
connait de nos jour un regain d’intérét tant dans le domaine des maladie internes qu’en
dermatologie et en cosmétologie(savons ,eaux ,déodorants-shampoings-et bains,
compresses).ce fait est en relation étroite avec les récentes découverts dans le domaine de la
biochimie, la pharmacognosie et la physiologie des substances isolées a partir de la plantes
réputées pour leurs vertus médicinales. Utilisée sa bon escient .les plantes donnent bien souvent
des résultats remarquables avec peu d’effets nocifs .On peut rattacher a la phytothérapie

I’aromathérapie (utilisation d’extrais de bourgeons).(Marouf et Reynaud ,2007 )

Selon Bruneton (1999) La phytothérapie est le traitement par les plantes, c¢’est une
discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou
certains états pathologiques au moyen de végétaux, de parties de végétaux ou de préparations a
base de végétaux, qu’elles soient consommeées ou utilisées en voie externe (Wichtl et Anton,

2003).
2.2. La phytothérapie en Algérie

En Algérie les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle,
qui elle-méme est largement employée dans divers domaines de la santé. Dans les dernieres
anneées, la phytothérapie est trés répandue, des herboristes sont partout et sans aucune formation
spécialisé ou connaissance scientifique sue la phytothérapie, Ils prescrivent des plantes et des
plantes et des mélanges pour toutes les maladies : diabéte ,rhumatisme, minceur et méme es
maladies incurables (Mahmoud ,1992)Des chiffres recueillis auprés du centre national du
registre de commerce, montrent qu’a la fin 2009, I’ Algérie comptait 1926 vendeurs spécialisés

dans la vente d’herbes médicinales ,dont 1393 sédentaires et 533 ambulants (Anonyme ,2013).
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2.3. Les avantages de la phytothérapie

La phytothérapie offre de multiple avantages, n’oublions pas que de tout temps a
I’exception de ces 100 dernicres années les hommes n’ont en que les plantes pour se soigner
qu’il s’agisse de maladies bénignes, rhume ,toux ou plus sérieuses telle que la tuberculose ou

le paludisme (malaria).(Bounakala, 2007).

La phytothérapie se pratique sous différentes formes et uniquement dans le cas de
maladies « bénignes ». Bien slr, bon nombre de symptémes nécessitent des antibiotiques ou
autres traitements lourds. Dans d’autres cas, se soigner par les plantes représente une alternative

reconnue par la médecine et dénuée de tout effet toxique pour I’organisme (Berlencourt, 2008-

2017).

2.4, Transformation des plantes médicinales

Le traitement et la transformation des plantes est nécessaire pour en tirer la substance
ayant une action spécifique ce qui assure l’action du médicament .Les transformations
effectuées dans ce but font partie d’une branche de la pharmacologie appelée “galénique”. Etant
donné la multiplicité des composants constituant les principes actifs de chaque plantes et la
spécificité d’action de chacun d’entre eux, il a été nécessaire d’élaborer des méthodologies
diverses qui permettent, selon le but recherche, leur extraction simple ou multiple. Certaines de
ces transformations sont uniquement du ressort pharmacien ou du laboratoire spécialisé car
elles sont particulierement délicates et ne peuvent étre réalisées couramment. D’autres, sont a
la portée de chacun grace a la simplicité du processus utilisé. Ces manipulation faciles sont au
nombre de quatre : la décoction, la macération, I’infusion et 1’extraction des sucs. Bien que
faciles, ces transformations sont pas moins efficaces que les transformations élaborées

nécessitant des procédés complexe. (Chiej, 1982).

2.5. Métabolites secondaires

Le terme metabolite secondaire est utilisé pour décrire une large gamme de composeés
chimiques dans les plantes (Amlan et jyotisna, 2010). Ils jouent un rdle important dans les
interactions de la plante avec son environnement tel que la protection contre les pathogenes,

herbivores, et le stress abiotique (Greathead, 2003).
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2.5.1. Classification des métabolites secondaires

Selon Hopkins (2003), on a plus de 45 000 composés qui sont définis comme métabolites
secondaires des plantes. lls peuvent étre répartis dans trois groupes, selon leur structure

chimique:

e Les composes phénoliques simples et la voie du shikimate ;
e Lesalcaloides;
e Les stéroides et les térpenoides .

2.5.1.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques, produits principalement a partir des acides amines
phénylamine et tyrosine, sont un groupe de nombreux composés carbonés cycliques dont la
structure ne contient pas d’azote. Les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides
simples et pro-anthocyanidins) forment le groupe des composés photochimiques le plus
important des plantes ; sont des molécules biologiquement actives .Dans la plupart des cas, Sont
présents dans toutes les parties des végétaux et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques, ils sont largement utilisés en thérapeutique, Anti-inflammatoire, inhibitrice
enzymatiques, antioxydants et antimicrobiens (Djemai, 2008).

a. Les acides phénoliques :

On trouve deux groupes, les acides hydroxy benzoiques, dérivés de I'acide benzoique,
ont une structure de base de type C6-C1 et les acides hydroxy cinnamiques dont la structure de

base (C6-C3) dérive de celle de I'acide cinnamique (Vermerris et al., 2006).
b. Les flavonoides :

Les molécules qui sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. (Djemai, 2008).Ils sont constitués d’un cycle benzoique présentant plusieurs
groupements hydroxyles et pour cette raison ils sont nommés polyphénols. Ces groupements
hydroxyles sont responsables de la fonction antioxydante des polyphénols (Collin et Crouzet,
2011).
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c. Les tanins
D’apres leurs structures et leurs propriétés ils sont dérivés on deux groupes :

Les tanins hydrolysables, qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’'un nombre
variable d’acide phénol. Le sucre est généralement le D-glucose et 1’acide phénol est soit I’acide

gallique dans le cas des gallo-tannins, ou ellagique (Cowan, 1999).

Tannins condensés, ils se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils
ne possédent pas de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des
flavonoides. Il s’agit des polymeéres flavoniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre
elles par des liaisons carbone-carbone (Bruneton, 1999).

d. Les coumarines

Sont des composés aromatiques naturels, distribués dans le regne végétal, elles sont

bénéfiques en cas d’affection cutanées (Gonzalez et al., 2008).

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de feve tonka
(Dipterix ordorata Wild.) d’ou elles furent isolées en 1982 (Bruneton, 1999). Présentes dans de
nombreux végétaux, les coumarines ont une structure de base (C6-C3). Elles sont produites en
grand guantité en réponse a une attaque biotique ou abiotique et semblent constituer un moyen
de défense de type phytoalexique. Ces composés sont connus pour leurs propriétés
anticoagulantes (Collin et crouzet, 2011).

e. Les anthocyanes

Ce sont des pigments colorés responsables de la pigmentation des fleurs, des fruits et
des grains (Samouelian et al.,2003). Les anthocyanes possédent une structure de base, le 2-
phényl-1benzopyrilium (cation flavylium) contient trois cycles aromatiques, responsable du
pouvoir absorbant (chromophore). Cette structure porte plusieurs fonctions hydroxyles dont
I’'une est glycosylée par des différents oses (glucose, galactose, rhamnose, arabinose),

oligosides ou hétérosides (Samouelian et al., 2009).
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Figure05 : les différents composés phénoliques.

2.5.12. Les composés azotés (les alcaloides) :

Les alcaloides sont des produits d'origine végétale. Ce sont des molécules organiques

hétérocycliques azotées a caractére alcalin et pharmacologiquement actives. lls sont présents

chez beaucoup de plantes médicinales, (BRUNETON, 2009). On distingue trois classes

d’alcaloides :

e Alcaloides vrais : sont biomolécule formés a partir d’un acide aminé et comporte un

atome d’azote dans un systéeme hétérocyclique, exemple hyoscyamine.

e Pseudo-alcaloides : ne sont pas dérivés des acides aminés, et ils représentent toutes les

caractéristiques des alcaloides vrais.

e Proto-alcaloides : sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans le systeme

hétérocyclique (Bruneton, 1999).
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2.5.1.3. Les terpénoides (isoprénoides)

Sont des molécules de faible poids moléculaire, volatiles, dérivés de I’isopréne (C5HS),
et jouent un rble dans la composition des huiles essentielles (Yarnell, 2007). Selon Haffaf
(2013), les terpénes sont trés volatil et regroupent: les mono-terpénes (C10H16) et les
sesquiterpénes (C15H24). Les monoterpenes sont les plus répandu et ils peuvent étre acycliques
(myrcéne, ociméne), monocycliques (o et y-terpinene, p-cymeéne) ou bicycliques (pinene,
camphene, sabinene). Les variations structurales justifient I'existence de nombreuses
molécules: alcools (géraniol, borneol), phénols, esters; aldéhydes et autres (Bruneton, 2009).
Les sesquiterpenes sont les moins répandus et ils sont mono- ou polycycliques (p-

caryophyllene).
2.6. Extrait végétaux

Les extraits sont des préparations liquides (extraits fluides et teintures), de consistance
semi-solide(extraits mous ou fermes) ou solide (extraits secs), obtenues a partir de drogues
végétales ou de matiéres animales généralement a 1’état sec (Wichtlet Anton, 2003). Les extraits
titrés sont ajustés au moyen d’une substance inerte ou en mélangeant des lots d’extraits, avec
une tolérance acceptable a une teneur donnée en constituants ayant une activité thérapeutique
connue. Les extraits quantifiés sont ajustés a une fourchette définie de constituants en
mélangeant des lots extraits. Les autres extraits sont définis par leur procédé de production (état
de la drogue végétale, solvant, conditions d’extraction) et leurs spécifications. (Pharmacopée

européenne 6em édition).
2.6.1. Les extraits fluides

Les extraits fluides sont des préparations liquides dont, en général, une partie en masse
ou en volume correspond a une partie en masse de drogue végétale séchée. Ces préparations
peuvent étre modifiées, si nécessaire, de facon a répondre aux exigences de la teneur en

solvants, et, dans les cas appropriés, en constituants. (Pharmacopée européenne, 2007).
2.6.2. Les extraits mous ou fermes

Les extraits mous ou fermes sont des préparations semi-solides préparées a partir de
évaporation partielle du solvant ayant servi a leur extraction. Ils satisfont aux limites concernant

le résidu sec et a I’essai limite du solvant utilisé. (Pharmacopée européenne, 2007).

2.6.3. Les extraits secs
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Les extraits secs sont des préparations solides, obtenues par évaporation du solvant
ayant servi a leur production. Les extraits secs ont généralement une perte a la dessiccation ou

une teneur en eau qui est au maximum de 5 % m/m. (Pharmacopée européenne, 2007).
2.7. Méthode d’extraction
2.7..1.Enfleurage et Macération

C’est une technique, plus ancienne, trés coliteuse et peu employée aujourd'hui. On
I’utilise pour des fleurs sensibles, ne supportant pas un chauffage trop élevé, comme par
exemple le jasmin, la violette et la rose. Les fleurs sont mises a macérer dans des graisses ou
des huiles et chauffées (bain-marie ou soleil) et étalées sur des chassis en bois pendant plusieurs
jours. Une fois gorgés de parfum, les corps gras sont filtrés au travers de tissus de lin ou de

coton. Les huiles sont ensuite lavées a 1’alcool pur, filtrées et évaporées. (Mohammedi ,2006)
2.7.2. Expression

La technique simple ou les écorces des agrumes sont pressees a froid pour extraire leurs

huiles essentielles. (Mohammedi ,2006)
2.7..3. Distillation

Elle est la plus employée pour extraire les huiles essentielles. Les extraits végétaux sont
chauffés jusqu’a ébullition; I’huile essentielle s'évapore alors avec les vapeurs dégagées, puis

est condensée (elle redevient liquide lorsqu’on la refroidit) et séparée de

I’eau.(Mohammedi,2006)

2.7.4. L’entrainement a la vapeur seéche

On utilise cette technique Pour éviter certains phénomenes d'hydrolyse sur des
composants de I'huile essentielle ou des réactions chimiques pouvant altérer les résultats, le
procédé de I'entrainement a la vapeur séche a été mis au point. La masse vegétale repose sur
une grille vers laquelle la vapeur séche est pulsée. Les cellules se distendent et les particules
d’huile se liberent. Ces derniceres sont alors vaporisées et condensées dans un serpentin
réfrigéré. La récupération de I'huile essentielle est la méme que dans le cas de I'hydro-
distillation. (Mohammedi ,2006)
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2.7.5. L’extraction aux solvants volatils

Cette technique aussi utilisée avec des fleurs ne supportant pas la chaleur, la distillation
ne convient qu’aux végétaux dont le rendement en huile essentielle est suffisamment important,
les solvants tres volatils par exemple I'éther, et L'hexane qui s'évaporent rapidement sont
employées. Le solvant lave la matiére premiére qui subira aprés décantation et concentration,
une distillation partielle. Ce solvant volatil est alors séparé de la "concréte™ par filtrage, puis
glacage de —12°C & —15°C. La précieuse substance ainsi obtenue est a nouveau filtrée et

concentrée a faible pression. (Mohammedi ,2006)
2.7.6. L’extraction au CO2 supercritique

Le procédé le plus récent d’extraction a froid des matiéres premieres végétales utilisant
le gaz carbonique : le CO2. Sous pression et a température supérieure a 31°C, le gaz carbonique
se trouve dans un état "supercritique”, la matiére végétale est chargée dans I'extracteur puis le
CO2 est introduit sous pression et réfrigéré. Le mélange est recueilli dans un vase d'expansion.
La pression y étant réduite, le CO2 reprend sa forme gazeuse et est completement éliminé.
L'extrait végétal est isolé, les matiéres premiéres ainsi obtenues sont proches du produit naturel
d'origine sans trace résiduelle de solvant.(Mohammedi ,2006)

-17 -



Chapitre 03
Matériel Et Méethodes



3. Matériel et Méthodes

3.1 Souches bactérienne
Les germes qui ont été testés pour déceler 1’activité antibactérienne des extraits préparées a

partir des galles issues des feuilles du pistachier de I’atlas sont les suivants :
«Staphylococcus aureus
*Escherichia 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 de Tiaret”
3.2. Matériel végétale
3.2.1. Récolte et séchage broyage

Les feuilles de pistachier d'Atlas touchées par les galles Sont récoltées selon un échantillonnage
subjectif le 11 avril 2021, dans la région de Rechaigua la wilaya de Tiaret (figure 6). Laver
puis séché dans l'aire libre et a une température ambiante pendant 10 jours une fois séchées
sont conserver dans des sacs en papier, elles ont été brouillé a I'aide d'un moulons jusqu'a

I'obtention d'une poudre tres fine.

Figure 6:récolte, séchage et broyage des galles



3.3. Préparation des extraits secs

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

3.3.1. Extraits aqueux

Dans un bécheur de 500 ml, on amet une quantité de 20 g de poudre végétale macérer
dans 200 ml de I’eau distillée, I’ensemble a ét¢ mis a ébullition, apres refroidissement la
solution a été filtré a 1’aide du papier filtre. L opération été répété deux fois. Le filtrat été mis

dans une étuve a 60°C jusqu’a évaporation de 1’eau.

L’extrait sec obtenu est caractérisé par un aspect solide (Figure7), ce dernier a été

conservé a une température de 4°C .

Figure 07 : préparation d'extrait aqueux

3.3.2. Extrait éthanolique

Une quantité de 20g de poudre végétale a été mise a macérer dans 200ml de mélange
éthanol / eau distillée (140ml/60ml) et sous agitation pendant 24heure. Le macérat est par la
suite filtrer a l'aide d'un papier filtre. L’opération a été répétée deux fois sur la base des résidus

obtenus par filtration.

Les filtres sont recombinés dans un cristallisoir en verre et ont été mise a sécher dans

une étuve a60° c. Jusqu'a I’obtention d'un extrait sec.



3.3.3. Extrait méthanolique

L’extrait méthanolique des galles issues des feuilles de pistachier de 1’atlas est préparer
par macération de 20 g poudre des galles dans 200 ml (140 ml méthanol/ 60 ml eau distillée)

sous une agitation de 24 heures.

Figure 08: préparation de I'extrait méthanoique et éthanolique

En suite le macérat a été filtré a I’aide d’un papier filtre. Le sédiment résiduels passe
par deux macération en respectant les mémes étapes ; L’extrait récupérer par filtration est met

dans une étuve a température de60° C jusqu’a I’obtention d’un extrait sec. (figure09)

Figure 09: les extraits secs

3.3.4. Solubilisation des extraits a testé

Les trois extraits secs (figure 09) sont solubilisés dans le DMSO, on a utilisé deux
concentrations, la premiére 5% qui contient 0.5 g d’extrait sec et 10 ml de DMSO et la

deuxieme 10 % qui contient une quantité¢ de 1 g d’extrait sec soluble dans 10 ml de DMSO.

(figurel0)



Figure 10: solubilisation des extraits

3.4. Etude de ’activité antibactérienne

Cette opération est faite ou de laboratoire microbiologie a la facult¢ d’IBN
KHALDOUN Tiaret pour le but de :

3.4.1. Préparation du milieu de culture

Au début on a chauffé 500 ml d’eau a 1’aide d’une source de chaleur jusqu’a ébullition
pour dissoudre la quantité de 19 g (La gélose Mueller Hinton), le mélange a été mis sous
agitation pendant 20 minutes jusqu'a I’homogénéisation de la solution , la solution a été

stérilisé a I’aide d’un autoclave pendant 15 min.
3.4.2. Préparation de I’inoculum bactérien

Des colonies bactériennes bien isolées sont mises en suspension dans de 1’eau
physiologique stérile, cette suspension est ajustée a une densité optique (DO) entre 0,08 20,1 a

625 nm, ce qui correspond a une suspension contenant environ 108 UFC/ ml.



3.4.3. Ensemencement
La suspension préalablement ajustée a 0,08 — 0,1 de DO est ensemencée par
écouvillonnage dans des boites de Pétri contenant MH.

Figure 11 : ensemencement par écouvillonnage

3.4.5. Application des disques

Des disques de 6 mm de diametre ont été imprégnés aves les différentes dilutions des
extraits (5% et 10%), et déposés a la surface de la boite de Pétri. Les diametres des zones
d’inhibitions ont ét¢ mesurés en mm. Trois répétitions ont été réalisées pour chaque zones
d’inhibition (Gulluce et al., 2007).



Figure 12: application des disques
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4. Resultats
Nous rappelons, que les objectifs de cette manipulation sont :
- ’optimisation des méthodes d’extraction de molécules actives ;
- Evaluer in vitro le pouvoir antibactérien des différents extraits des galles du pistachier de
I’ Atlas.
- vérifier si on peut utiliser ce pouvoir antibactérien comme un facteur de comparaison
Entre les trois méthodes d’extraction étudiées.

4.1. Rendement en extrait

Le rendement en extrait sec obtenu apres évaporation a été déterminé par rapport a

20g de matiere végetale (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 aprés évaporation et le poids du cristallisoir vide.
Les résultats de cette manipulation sont représentés dans le tableau 01.

Tableau 01 : taux de rendement des trois extraits du pistachier de 1’ Atlas

Extrait Poids d’extrait sec Rendement
Extrait aqueux (décoction) 2,349 11,7%
Extrait méthanolique | 5,389 26,92%

(macération)
Extrait éthanolique | 3,605g 18,02%

(macération)

D’apres ces résultats, on remarque le rendement en extraits alcooliques (méthanolique

et éthanolique) est plus élevé que le rendement en extrait aqueux.

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 26,92% suivi par la
macération par éthanol avec un rendement de 18,02%. (Figure 13)
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Figure 13 : les taux de rendement des trois méthodes d’extraction
4.2. Activité antibactérienne
Le pouvoir antibactérien des extraits a été estimé en termes de diametre de la zone
d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de la bactérie Escherichia

coli et Staphylococcus aureus.
4.2.1. Activité antibactérienne des extraits aqueux des galles d pistachier de I’ Atlas

A partir des résultats obtenus, il en ressort que les deux concentrations (5% et 10%) de
I’extrait aqueux des galles du pistachier de I’ Atlas ne manifestent aucun effet contre les deux

souches bactériennes étudiées (absence d’halos d’inhibition autour des disques).

4.2.2. Activité antibactérienne des extraits méthanoliques des galles du pistachier de
I’Atlas

Les résultats obtenus par 1’application de 1’extrait méthanolique, démontre une activité

bactériostatique pour les deux concentrations utilisées contre les deux souches bactériennes.

A travers la figure 13, il en ressort que les deux souches bactériennes sont
moyennement sensibles a I’extrait méthanolique (les deux concentrations); la souche
bactérienne Staphylococcus aureus est plus sensibles a I’extrait méthanoliques avec un diamétre
de zone d’inhibition moyen égale a 11mm pour la concentration 5% et 10,6 mm pour la

concentration 10% .
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Figure 14 : diameétre des zones d’inhibitions des deux souches bactériennes en fonction des

concentrations de 1’extrait méthanolique
4.2.3. Activité antibactérienne des extraits éthanoliques des galles d pistachier de I’Atlas

Les résultats présentés dans la figure 14, démontre que les deux 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 oscille entre 7mm et 11mm pour la concentration 10%, avec une
moyenne de 9, 33 mm, la concentration 5% démontre une activité plus importante avec un

diametre maximal égale a 13mm et une moyenne de 11,33 .

La souche E. coli parait étre moins sensible au deux concentrations, avec un diamétre

de la zone d’inhibition de 7mm pour la concentration 5% et 7,5mm pour la concentration

10% .
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Figure 15 : diamétre des zones d’inhibition des deux souches bactérienne en fonction des

concentrations de 1’extrait éthanolique
4.2.3. Comparaison entre I’effet Antibactérien des trois extraits

A partir des résultats présentés dans la figure 15, on remarque que contrairement aux
deux extraits alcooliques (méthanolique et éthanolique), I’extrait aqueux ne démontre aucune
activité antibactérienne. Les deux souches bactériennes sont moyennement sensibles aux deux
extraits alcooliques. La souche E. coli est moins sensible aux extraits que Staphylococcus

aureus, elle est plus sensible a I’extrait méthanolique qu’a I’extrait éthanolique.
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Figure 16 : diamétre des zones d’inhibition des deux souches bactérienne en fonction des

concentrations des trois extraits
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4.3. Discussion

Selon Patl et al ; 2018, Les galles sont des croissances anormales des plantes, induites
par des virus, des bactéries, des champignons, des nématodes, des arthropodes, voire d'autres
plantes, s'apparentent a des cancers de la faune. Ces derniers manipulent les caractéristiques
des plantes a leur propre avantage. Il a été démontré que les galles protegent leurs habitants des
ennemis naturels tels que les prédateurs et les parasitoides par divers moyens chimiques et
mécaniques (Gerchman 2011).

Les galles qui se présentent sous une multitude de formes sont phyto-chimiquement
distinctes des tissus végétaux normaux. Pour contrer les facteurs de stress, sous la forme des
protéines effectrices des envahisseurs, les plantes hotes élaborent un large répertoire de
métabolites, qu'elles ne produisent normalement pas. La perturbation de la voie de l'acide
jasmonique et la surexpression de l'auxine et de la cytokinine favorisent la prolifération
tissulaire et les galles qui en résultent. (Gerchman 2011).

Bien que les caractéristiques de la famille des plantes et les attaquants déterminent la
biochimie des galles, la plupart des galles sont riches en composés phytochimiques bioactifs
tels que les acides phénoliques, les anthocyanes, la purpuro-galline, les flavonoides, les tanins,
les stéroides, les triterpénes, les alcaloides, les composants lipophiles (tanshinone) etc. longue
trajectoire d'évolution, les humains ont appris a utiliser les galles comme thérapeutique, tout
comme d'autres parties de la plante. Dans diverses cultures, les preuves de I'usage folklorique
des galles abondent. Entre autres, les galles du genre végétal comme Rhus, Pistacia, Quercus,
Terminalia etc. sont populaires comme ethnomédecine. (Patel et al ; 2018), c’est dans ce
contexte qu’on a opté pour une optimisation d’extraction des métabolites secondaires des galles
issus des feuilles du pistachier de 1’atlas qui est une plantes endémique de notre région et qui
reste peu connu.

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 1’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 maticre
végétale. Il dépend de plusieurs parametres tels que: le solvant, le pH, la tempeérature, 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.
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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 1’eau, ce qui concorde avec nos
résultats.

Par ailleurs, I’extrait sec ne renferme pas uniquement des polyphénols et des
flavonoides, il contient également d’autres substances naturelles (Békro et al ; 2007 ; Kebiéche
etal ; 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 pathogénes connus (E .coli et
Staphylococcus aureus).

L’étude faite par Gerchman (2011) démontre que les deux les galles vertes et rouges
ont une activité antibactérienne contre les espéeces de Bacillus testées.
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 polymeres 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 lipo-
polysaccharides 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 légérement moins sensible a I’extrait éthanolique des feuilles
de Pistacia lentiscus. Malgré ’existence des zones d’inhibition relativement faible, nos
résultats prouvent I’existence d’activité antibactérienne vis-a-vis S. aureus qui est un micro-
organisme pathogene implique dans les intoxications alimentaires.

La variation de ’activité antibactérienne des extraits explique la variation de leur composition

chimique comme cela a été rapporté dans la littérature, (Ponce et al., 2003).
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Conclusion

Ce travail a porté sur I’optimisation des méthodes d’extraction des molécules bioactif,
et I’évaluation de leur effet antibactérien sur deux souches telles que « E-coli et Staphylococcus
aureus ». Il s’agit de 'utilisation de trois méthodes d’extractions des métabolites secondaires
des galles issus des feuilles du pistachier de I’atlas (macération par le méthanol, macération par

1’éthanol et décoction avec de 1’cau distillée).

Quant aux rendements, on note que le rendement le plus éleve a été enregistré pour
I’extrait méthanolique suivis par I’extrait éthanolique pus I’extrait aqueux, ce qui concorde avec
la littérature. Cette variabilité de rendement peut étre justifiée par la nature du solvant et la

durée d’extraction.

L’effet antibactérien a été testé sur deux souches Gram + et Gram - « E-coli et

Staphylococcus aureus ».

L’évaluation de I’activité¢ antibactérien d’extraits méthanoliques et éthanoliques du
pistachier de 1’Atlas a deux concentration (5% et 10%) démontre un effet bactériostatique de
cet extrait contre les deux souches bactériennes, il est a signalé que la souche staphylococcus

aureus est plus sensibles aux deux concentrations des deux extraits.

L’extrait aqueux ne démontre aucun effet antibactérien pour les deux souches

bactériennes.

En perspective ; il serait souhaitable d’améliorer les méthodes d’extractions, de les
tester sur d’autres souches bactériennes, et d’évaluer d’autre activité biologique des extrait des

galles.

L’¢tude de la composition chiques de ces extraits est recommandée pour mieux évaluer leurs

activités biologiques.
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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 optimisant les méthodes d’extractions puis
I’évaluation de leurs Dactivité antibactériennes contre deux souches bactériennes trés
fréquentés par I’Homme il s’agit d’Escherichia .coli et staphylococcus aureus. 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

aqueux.

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des différentes concentrations de ces extraits
par la méthode de diffusion sur disque, prouve un effet bactériostatique des extraits
méthanolique et éthanolique contre les deux souches. L’extrait aqueux ne montre aucune

activité antibactérienne contre les deux souches testées.

Mots clés : galles, pistachier de I’atlas, extrait méthanolique, extrait éthanolique, extrait

aqueux, activité antibactérienne.
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The aim of this study, is to highlight the presence of some secondary metabolites of the galls
of the Atlas pistachio tree, by optimizing the extraction methods and then evaluating their
antibacterial activity against two bacterial strains very frequented by humans, i.e. Escherichia
.coli and staphylococcusaureus. 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 evaluation of the antibacterial activity of the different concentrations of these extracts by
the disk diffusion method, proves a bacteriostatic effect of the methanolic and ethanolic
extracts against both strains. The aqueous extract showed no antibacterial activity against the

two strains tested.

Key words :galls ;pistachio of Atlas methanolic extracts; ethanolic extracts ; aqueous extract

; antibacterial activity.



