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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de I’huile essentielle de feuilles et
rameaux fraiches du pistachier lentisque (Pistacia lentiscus L.), récoltés dans le parc national

de Theniet EI Had wilaya de Tissemsilt en évaluant leur activité antimicrobienne.

L’extraction d’huile essentielle de Pistacia lentiscus L. a été réalisée par

hydrodistillation et qui a donné un rendement de 0,39 %.

L’¢tude de [Dactivit¢ antimicrobienne de cette huile par la méthode de
I’aromatogramme a révélé une sensibilité pour Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus aureus et Salmonella enterica, des valeurs de diamétre de zones
d’inhibition (15; 24 ; 19; et 26 mm) et des valeurs de CMI (0,5; 0,25; 0,25 et 0,25 %)
respectivement. Cependant, Proteus mirabilis et Bacillus cereus ont présentés une résistance
avec des valeurs de diamétre de zone d’inhibition de 7 mm, et des valeurs de CMI (0,125 et

0,25 %) respectivement.

Mots clés : Pistacia lentiscus L., huile essentielle, activité antimicrobienne.



Abstract

This work is part of the valuation of essential oil of fresh leaves and twigs of Pistacia
lentiscus L. harvested in the national parc of Theniet EI Had wilaya of Tissemsilt by

evaluation of its antimicrobial activity.

The extraction of essential oil from Pistacia lentiscus L. was carried out by

hydrodistillation and gave a yield of 0.39%.

The study of the antimicrobial activity of this oil by the aromatogram method revealed
sensitivity for Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus
and Salmonella enterica, inhibition zone diameter values (15; 24; 19; and 26 mm) and MIC
values (0.5; 0.25; 0.25 and 0.25%) respectively. However, Proteus mirabilis and Bacillus
cereus showed resistance with inhibition zone diameter values of 7 mm, and MIC values
(0.125 and 0.25%) respectively.

Keywords: Pistacia lentiscus L., essential oil, antimicrobial activity.
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Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité des
populations en Afrique et représentent le principal moyen par lequel les individus se soignent
(Badiaga, 2011). Malgré les progres de la pharmacologie, 1’usage thérapeutique des plantes
médicinales est trés présent dans certains pays du monde (Tabuti et al., 2003).

Une huile essentielle peut étre un ensemble de molécules pour un chimiste, un arome
pour un parfumeur ou encore la quintessence ou 1’esprit d’un végétal pour un alchimiste !
Dans la réalité, une huile essentielle est I’ensemble de tout cela, car il s’agit d’un produit
volatil, composé de molécules sécrétées par certains arbres et certaines plantes qui lui
conférent un pouvoir thérapeutique (Moro Buronzo, 2013).

Des études visent a trouver des agents thérapeutiques de plus en plus efficaces avec
des effets secondaires minimaux, et des alternatives potentielles ont été trouvées dans ces
huiles essentielles pour résoudre divers problemes, en particulier la résistance microbienne
aux antibiotiques, notamment les bactéries qui provoquent des intoxications alimentaires
(Hanberger et al., 1999 ; Sieradzki et al., 1999).

Le lentisque (Pistacia lentiscus L.), appelé aussi pistachier lentisque, arbre a mastic,
“Derou”, est un arbuste qui appartient & la famille des Anacardiacées (lauk et al., 1996). Il
pousse a I’état sauvage, sur tout type de sol dans 1’Algérie subhumide et semi-aride.
Généralement, il se trouve dans les lieux arides de la région méditerranéenne (Djerou, 2011).

Les qualités thérapeutiques de cette espeéce sont connues depuis ’antiquité, ou les
anciens égyptiens ont utilisé le mastic du Pistacia lentiscus L. pour I’embaumement (De
Pooter et al., 1991). Le lentisque constitue une source principale de la production
d’oléorésine (Delazar et al., 2004). Cette résine est utilisée comme antiseptique du systéme
respiratoire (Baytop 1999 ; Durua et al. 2003). Le pistachier est utilisé également dans le
traitement des ulcéres, I’hypertension, la toux, les maux de gorge, ’eczéma et les calculs
rénaux (Gardeli et al., 2008 ; Djerou, 2011).

Compte tenu de l'importance de cette plante et des nombreux probléemes liés a
I'utilisation des agents synthetiques, la recherche de ressources naturelles est plus importante
aujourd'hui. La présente recherche vise a approfondir et élargir nos connaissances sur Pistacia
lentiscus L. en évaluant leur activité antibactérienne.

Notre travail se divise en deux parties. La premiére partie est consacrée a une synthése
bibliographique qui met l'accent sur deux chapitres. Le premier chapitre traite des
informations sur les huiles essentielles, et le deuxiéme chapitre est consacré a la description

botanique de d I’espéce végétale étudiée. La partie expérimentale est divisée en deux
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chapitres, le premier chapitre (quatrieme chapitre) montre les matériels et méthodes utilisés
pour accomplir cette tache, selon :

- Extraction des huiles essentielles du lentisque par hydrodistillation ;

- Etude de Dactivité antimicrobienne des huiles essenticlles par la méthode de

I’aromatogramme.

Le second (cinquieme chapitre) aborde la présentation et a la discussion des résultats obtenus.
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CHAPITRE 1
LES HUILES ESSENTIELLES
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I.1. Les huiles essentielles

L’huile essentielle se définit comme un mélange de substances parfumées volatiles,

sécrete par certains arbres et certaines plantes aromatiques (Rakotomalala, 2004).

Selon la norme AFNOR NF’T 75-006, « I’huile essentielle désigne le produit obtenu a
partir d’une matiére premicre d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe, soit par distillation « séche ». Elle est ensuite séparée

de la phase aqueuse par des procédés physiques » (AFNOR, 2000).

1.2. La localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles se trouvent dans toutes les parties vivantes de la plante et se
forment dans le protoplasme de différentes cellules sécrétrices selon 1’organe végétal considéré.
Elles s’accumulent par la suite dans des cellules glandulaires spécialisées recouvertes d’une
cuticule. Puis, elles sont stockées dans des structures histologiques spécialisées, a savoir, des
cellules a huiles essentielles (Lauraceae et Zingiberaceae), des poils glandulaires épidermiques
qui produisent les essences dites superficielles (Labiaceae, Geraniaceae et Rutaceae), des
poches sécrétrices (Myrtaceae, Auranthiaceae, Rutaceae) ou encore des canaux Secréteurs
(Apiaceae, Ombelliferaceae et Asteraceae) (Bruneton, 1999 ; Boz et al., 2009).

L’extraction des essences se fait de divers organes de la plante : les fleurs (bergamotier),
les feuilles (menthe poivrée), mais aussi dans des écorces (cannelier de Ceylan), des bois
(santal), des racines (angélique), des rhizomes (gingembre), des fruits (badiane), ou encore des
graines (muscade) (Deschepper, 2017).

1.3. Les propriétés biologiques majeures des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont utilisées depuis 1’antiquité pour traiter et prévenir les
maladies. De nombreuses études ont montrés que 1’activité biologique d’une huile essentielle
est liée a ses constituants chimiques ainsi qu’au groupe fonctionnel majeur (figure n° 01)
(Lahlou, 2004).
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Figure n°01 : schéma des principales fonctions des huiles essentielles connues
(Festy, 2014).

1.4. Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

- Elles sont généralement liquides a température ambiante, certaines sont visqueuses (HE de myrrhe,
de houblon).

- Elles sont volatiles, inflammables, odorantes et entrainable a la vapeur d’eau.

- Elles sont généralement incolores ou jaune péle.

- Leur densité est généralement inférieure a 1 sauf exception (HE de sassafras, de girofle, ou de
cannelle).

- Indice de réfraction souvent élevé et sont douées de pouvoir rotatoire.

- Peu solubles dans 1’eau, elles sont solubles dans les alcools élevés, solubles dans les huiles fixes et la
plupart des solvants organiques apolaires (Bruneton, 1999; Charpentier et al., 2008 ; Desmares et
al., 2008).

- Elles peuvent parfois sembler grasses ou huileuses, mais ce ne sont pas des corps gras. Contrairement
aux huiles fixes (huile d'olive, de tournesol, etc.) qui ne sont pas volatiles et laissent une trace grasse

durable sur le papier (Bernadet, 2000).
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1.5. Composition chimique des huiles essentielles

Les études des constituants chimiques des huiles essentielles ont montré qu'il s'agit de mélanges
complexes et variés de constituants qui se répartissent en deux groupes aux caractéristiques biogéniques
distinctes : les terpénoides et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Teisseire, 1991 ;
Boutayeb, 2013).

La composition chimique de I'HE varie encore considérablement selon les conditions et les périodes
de vegétation. Il peut également étre modifié lors de I'extraction ou du stockage (Busta et Foegeding, 1980 ;
Jou et al., 1997).

L'huile essentielle peut contenir jusqu'a 300 composés différents (Bastien, 2008 ; Piochon, 2008). En
plus des terpenes, des hydrocarbures, des lactones, des aldéhydes, des alcools, des acides, des cétones, des

phénols, etc. (Teisseire, 1991).

1.6. Domaines d’utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont considérées comme des matiéres premiéres utilisées dans divers domaines
d'activité. Actuellement, 300 des 3 000 huiles essentielles connues sont commercialement importantes
(Bakkali et al., 2008).

Ceci s’explique par la composition chimique des HE qui leur accorde des propriétés aromatiques et

parfumantes ainsi que des propriétés antibactériennes (Grysole, 2005 ; Fillatre, 2011).

1.6.1. L’industrie alimentaire

Les huiles essentielles sont employées dans 1’industrie agro-alimentaire pour rehausser le godt des
aliments (Heath, 1981 ; Beniamino, 1957), et la conservation grace aux effets antimicrobiens et
antioxydants de certains de leurs constituants (Burt, 2004 ; Shan et al., 2005).

Ces substances naturelles reduisent ou remplacent les conservateurs chimiques ou synthétiques qui
ont des effets néfastes sur la santé (Viuda-Martos, 2009 ; Miguel, 2010). Elles sont utilisées aussi comme
arbmes et épices alimentaires pour les boissons gazeuses ou alcooliques, les produits laitiers, les produits
carnes, les produits de boulangerie et méme pour la nutrition animale (Bruneton, 1999).

Les huiles les plus utilisées sont celles de menthe, vanille, poivre, gingembre ...etc (Mapoli, 2003).
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1.6.2. Santé

En industrie pharmaceutique, selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), 80 % de la
population mondiale utilise des médicaments traditionnels pour répondre a leurs besoins de soins de santé
primaires (Namiki, 1990 ; Angharad Rees, 2011). Cet intérét est principalement di a la nature de la
médecine traditionnelle, qui est moins chére et plus accessible que les médicaments conventionnelle
importés, qui sont plus couteuses et difficiles a obtenir (Lengani et al., 2010).

Les huiles essentielles sont un outil thérapeutique trés puissant (Robard, 2004 ; Millet, 2010). L'HE a
de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, il a un effet antiseptique et est utilisé pour les
infections bactériennes. lls ont également des propriétés cytotoxiques, ce qui les rapproche des antiseptiques

en tant qu'agents antibactériens (EI Kalamouni, 2010).

1.6.3. Cosmétique et parfumerie

L’industrie des cosmétiques, savonneries et parfumerie sont les plus importants consommateurs
d'huiles essentielles (Shah et al., 2009).

Ce domaine se caractérise par une grande variété de produits, en faible quantité et souvent a des prix
élevés (Scientific Report).

Les HE sont utilisées comme matiére premiére de base dans la production de parfums et autres

produits cosmétiques (Fischetti, 2010 ; Muyima et al., 2002).
1.6.4. Agriculture

Les huiles essentielles présentent des activités insecticides (Unli et al., 2002 ; Ayvaz et al., 2010).
Elles sont également utilisées pour lutter biologiquement contre les ravageurs, donc elles présentent un
avantage par rapport aux produits phytosanitaires. Ces bio-pesticides sont caractérisés par leur faible
rémanence, leur faible toxicité pour ’homme et par leur mode d’action sur les ravageurs (Shahi et al.,

2009). Elles sont utilisées aussi pour I’amélioration de 1’équilibre biologique des sols (Jouhanneau, 1991).
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1.7. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits utilisables sans risque. Comme tous les produits naturels :
"Ce n'est pas parce que c'est naturel que c'est sans danger pour le corps”. Cet aspect des huiles essentielles
est d'autant plus important compte tenu de I'émergence de nouveaux traitements comme I'aromathérapie, qui

rend l'utilisation des huiles essentielles plus courante et généralisée (Piochon, 2008).

Les huiles essentielles, en raison de leur composition chimique complexe, peuvent présenter un
risque énorme en cas d'abus ou d'utilisation autonome accidentelle et doivent étre utilisées avec une extréme
prudence (Bruneton, 1999).

Certaines HE sont nuisibles pour la peau en raison de leur pouvoir irritant (les huiles riches en thymol
ou en carvacrol), allergéne (huiles riches en cinnamaldéhyde) (Smith et al., 2000) ou photo-toxique (huiles
de Citrus contenant des furocoumarines) (Naganuma et al., 1985). D’autres HE ont un effet neurotoxique

(les cétones comme 1’a-thujone) (Franchomme et Pénoel, 1990).

1.8. Les différentes méthodes d’extraction des huiles essentielles

Diverses méthodes sont utilisées pour obtenir I'essence des plantes (Sallé, 2004), selon la partie du

végeétal a traitée, sa fragilité et le rendement en huile (Crespo et al., 1991 ; Hellal, 2011).
1.8.1. Hydro-distillation

C'est la technique la plus simple et la plus couramment utilisée (figure n°02). Il s'agit d'immerger
la matiére premiere dans un bain-marie puis de faire bouillir le tout. Elle se déroule généralement a
pression atmosphérique. La distillation peut étre réalisée avec ou sans cohobage des eaux aromatiques
obtenues lors de la décantation. L'inconvénient de ce procédé est principalement d a I'action de la vapeur
ou de I'eau bouillante, certains organes végétaux, en particulier les fleurs, sont trop fragiles pour supporter

le traitement de distillation a la vapeur et d'hydrodistillation (Farhat, 2010).

Entrée et sortie
d’eau

Thermométre

~
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= - \
Matiére 2 extraire | > )
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o T TR =
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Ballon

Réfrigérant

Couche d’huile
essentielle

Chauffe ballon

. Erlenmeyer

Figure n°02 : Schéma du principe de la technique d’hydro-distillation (Lucchesi, 2005)
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1.8.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

Dans ce systeme d'extraction (steam distillation) (Figure n° 03), la matiere végétale est placée sur
une grille perforée a travers laquelle passe la vapeur, plutdt que d'étre directement trempée dans I'eau. Ce
dernier endommage la structure des cellules végétales, libérant des molécules volatiles et les transportant
vers le réfrigérant. Cette méthode améliore la qualité des huiles essentielles en minimisant les altérations
hydrolytiques ; le matériel végétal qui ne sont pas directement immergées dans de l'eau bouillante
(Franchomme et al., 1990 ; Richard, 1992 ; Lucchesi, 2005).

A,

1. Foyer — 2. Chaudiére — 3. Vase a fleurs — 4. Vidange de condensation — 5. Col-de-cygne

6. Réfrigérant avec serpentin — 7. Sortie d’eau chaude — 8. Arrivée d’eau froide — 9.
Essencier (vase florentin) ou sont décantés hvdrolat (en eris foncé) et huile essentielle (en

Figure n°03 : Schéma du principe de la technique de I’entrainement a la vapeur d’eau

(Jaffrelo, 2019)
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1.8.3. Extraction a froid

L'extraction a froid est couramment utilisée pour extraire les huiles essentielles des agrumes. Le
principe est de casser et d'ouvrir mécaniquement la poche d'essence. Les huiles essentielles sont séparées
par décantation ou centrifugation (Nzeyumwami, 2004).

1.8.4. Extraction par fluide a I’état supercritique

L’originalit¢ de la technique d’extraction par fluide supercritique, dite SFE, provient de
I’utilisation de solvants dans leur état supercritique, c'est-a-dire dans des conditions de températures et de
pressions ou le solvant se trouve dans un état intermédiaire aux phases liquide et gazeuse et présente des
propriétés physico-chimiques différentes, notamment un pouvoir de solvatation accru. Si, en pratique, de
nombreux solvants peuvent étre employés, 90% des SFE sont réalisées avec le dioxyde de carbone (CO2),
principalement pour des raisons pratiques. En plus de sa facilit¢ d’obtention due a ses pression et
température critiques relativement basses, le CO2 est relativement non toxique, disponible a haute pureté
et a faible prix, et il posséde 1’avantage d’étre ¢liminé aisément de I’extrait (Leszczynska, 2007).

La SFE est une technique dite « verte » utilisant pas ou peu de solvant organique et présentant
I’avantage d’étre bien plus rapide que les méthodes traditionnelles. Les compositions chimiques des HE
ainsi obtenues peuvent presenter des différences, qualitatives et quantitatives, avec celles issues de
I’hydrodistillation (Gomes et al., 2007 ; Peterson, 2006 ; Pereira et Meireles, 2010).

L’unique point faible de cette méthode est le cott tres €¢levé des appareillages 1ié a I’application de
pressions de plusieurs centaines de bars (Pellerin, 1991 ; Lagunez Rivera, 2006).

Il reste plusieurs d’autres méthodes que nous ne 1’avons pas entamé auparavant, a savoir :

hydrodiffusion, I’hydrodistillation assistée par micro-ondes, 1’extraction par solvants organiques ....
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1.9. Activité antimicrobienne

1.9.1. Les infections microbiennes

Les bactéries sont responsables de plusieurs infections microbiennes qui représentent la cause
majeure de mortalité dans le monde. Leur résistance aux antibiotiques est de plus en plus prononcée. Pour
arréter ce processus de synthese-résistance, il est nécessaire de chercher une autre approche afin de
diminuer ou d’¢liminer les affections sans I’utilisation des produits synthétiques, donc il est évident de
trouver des solutions par 1’utilisation des molécules bioactives qui sont a base de plantes (Vanden

Berghe et Vlietinck, 1991).

Salmonella sp, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et Bacillus cereus sont des agents
impliqués dans les toxi-infections alimentaires (TIA) qui sont des accidents aigus d’intoxication
consécutifs a I’ingestion d’aliments contaminés par des bactéries ou par leurs toxines. (Buisson et

Teyssou, 2002).

Pseudomonas aeruginosa est responsable de 9,2 % de I’ensemble des infections nosocomiales, le
placant ainsi au 3eme rang des espéces isolées juste aprés Escherichia coli et Staphylococcus aureus
(Amazian et al., 2010).

Proteus mirabilis est responsables de 80% des infections a Proteus. Parmi les quelles : infections
urinaires, infections des voies respiratoires (surtout en milieu hospitalier), infections ORL et

pneumopathies, septicémies et bactériémies.
1.9.2. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques naturelles produites par des bactéries et certains
champignons, capables d’inhiber d’autres microorganismes (Nauciel et Vildé, 2005). Ils agissent soit en
bloquant la prolifération des bactéries (molécules bactériostatiques), soit en les détruisant (molécules
bacteéricides ou bacteriolytiques) (Clos, 2012).

Par les différents modes d’action qu’ils possedent, les antibiotiques peuvent agir sur : la synthese
du peptidoglycane et donc sur la paroi cellulaire, les membranes, la synthése protéique et la synthése des

acides nucleiques (Demoré et al., 2012).

Environ 5000 AB ont été identifies a partir des cultures de bactéries a Gram negatif, Gram

positifs et les champignons filamenteux (Gebreyohannes et al., 2013).
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1.9.3. La résistance des bactéries aux antibiotiques

L’efficacité des antibiotiques est menacée par la capacité des bactéries a s'adapter et a résister aux
traitements. Ce sont les bactéries, et non les humains ou les animaux, qui sont résistantes. On parlera
donc de résistance lorsque les bactéries deviennent insensibles aux AB, mais les bactéries qui répondent
aux antibiotiques sont dites sensibles. Les souches résistantes peuvent provoquer des infections chez les
humains et les animaux qui sont plus difficiles a traiter que les souches non résistantes ou sensibles, et
finissent par mourir si aucune solution n'est trouvée (Veyssiere, 2019).

Chez I’homme, 1’'usage excessif des AB et le mauvais suivi des traitements (Li et Wang, 2005)
sont les causes majeures de ’apparition de cette résistance. L’utilisation des AB en élevage animal
compte également une part de responsabilité dans le développement général de la résistance (Wegener,
2003).

1.9.4. L’effet antimicrobien et mécanismes d’actions des huiles essentielles

Les propriétés antibactériennes des huiles essentielles sont connues de longue date. Leur effet
inhibiteur affecte les especes bactériennes (gram-positives et gram-négatives). Certaines molécules des
huiles essentielles ont des propriétés antibactériennes. En particulier, phénol (carvacrol, thymol, eugénol,
etc.), alcool (linalool, etc.), aldéhyde (cinnamaldéhyde, etc.). Les huiles essentielles riches en telles
molécules ont généralement le plus grand effet antibactérien (Bouhdid et al., 2012).

De nombreuses huiles ont été définies comme antibactériennes (Burt, 2004). Leur spectre
d'activité est tres large, car ils sont efficaces contre un grand nombre de bactéries, y compris celles qui
développent une résistance aux antibiotiques (Toure, 2014).

Cet effet est par ailleurs variable d’une huile essentielle a 1’autre et d’une souche bactérienne a
I’autre (Kalemba et Kunicka, 2003 ; Oussou, 2009).

Les HE ont une double action contre les microorganismes, elles peuvent les tuer (effet bactéricide)
et elles en arrétent la prolifération (effet bactériostatiques) (Moro Buronzo, 2013).

Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition chimique, et en
particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Sipailiene et al., 2006 ; Oussou, 2009).

En général, les bactéries Gram-négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram-positives en
raison de leur structure de membrane externe. Cette derniére est en effet riche en lipopolysaccharide
(LPS), qui augmente I'hydrophilie et empéche les composés hydrophobes des huiles essentielles
(Cristiani et al., 2007).

Les HE agissent en empéchant leur multiplication, leur sporulation et la synthése de leurs toxines
(Tohidpour et al., 2010 ; Warnke et al.,2013).

D’une maniére générale, leur action se déroule en trois phases (Calsamiglia et al., 2007 ; Goetz
et Ghedira, 2012) :
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o Attaque de la paroi bactérienne, ce qui provoque une augmentation de la perméabilité puis la
perte des constituants cellulaires ;

o Acidification de I’intérieur de la cellule provoquant la coagulation des constituants cellulaires par
la dénaturation des protéines, ce qui bloque la production de 1’énergie cellulaire et la synthese des
composants de structure ;

o Destruction du matériel génétique, ce qui cause la mort de la bactérie.
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Figure n°04 : Action des huiles essentielles et de leurs constituants sur la cellule
bactérienne (Burt, 2004).
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Le pistachier lentisque Pistacia lentiscus L. connu selon les régions d’Algérie sous différents
noms. Dans la région littorale de Jijel, a I’Est du pays, la plante se dénomme en dialecte local: « tro ou
troo »; dans la région de la Kabylie (centre du pays): « amadagh » et dans la région extréme-Est comme

les localités de Guelma, Souk Ahras, Annaba et El Tarf, «Dharou» (Beldi et al., 2021).

11.1. Etude botanique
Il .1.1 Classification taxonomique

Le pistachier appartient & Pistacia, un genre de onze espéces de la famille des Anacardiaceae
réparties dans le bassin méditerranéen. (Benhammou et al., 2008). Plusieurs espéces colonisent le

territoire Algérien (Pistacia lentiscus, Pistacia therebintus et Pistacia atlantica) (Benabderrahmane et

al., 2009).
Parmi les espéces du genre Pistacia, le Pistacia lentiscus L. est un arbrisseau trés commun dans

notre pays (Baudiére et al., 2002) :
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S AT
Magquis; collines prés de la mer. — Fleurit en octobre.

o Reégne: Plantae

o Embranchement: Spermatophyta
(Angiospermae)

o Classe: Dicotyledones

o Ordre: Sapindales

o Famille: Anacardiaceae (Pistaciaceae)

o Espéce: Pistacia lentiscus L.

Pistacia Lentiscus.
Frang. Lentisque sauvage. Prov. Réstinele, Petelin, Repelin
— TEREBINTHACEES, —

Figure n°06 : Pistacia lentiscus

(Anacardiaceae).

Il .1.2. Description botanique

Cet arbrisseau de 1 a 3 métres de hauteur, est courant en sites arides de la région méditerranéenne
(de I’Asie, I’Europe, I’ Afrique, jusqu’aux Canaries) (Belakhdar, 2003).
- Les feuilles de ce petit ligneux sont persistantes, paripennées, avec 4 a 10 folioles elliptiques, coriaces et
luisantes et le pétiole est nettement ailé (Hans, 2007).
- Les fleurs, brunatres, constituent des denses grappes spiciformes. Elles sont a 1’origine de petites drupes
rouges, puis noires a maturité, subglobuleuses (Boullard, 2001).
- Fruit : Est une baie globuleuse (de 2 & 3 mm), monosperme, remplie par nucléole de la méme forme;
d’abord rouge, il devient brunatre a sa maturité, qui est compléte a I’automne.
- Mastic : Si I'on incise le tronc de ce végétal, il s'en écoule un suc résineux nommé mastic qui, une fois

distillé, fournit une essence employee en parfumerie (Belfadel, 2009).
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Fruits

Fleur

Figure n°07 : Description botanique de Pistacia lentiscus L. (Belfadel, 2009).

11.1.3. Répartition géographique
11.1.3.1. Dans le monde

Pistacia lentiscus est un arbrisseau que l'on trouve couramment en sites arides Asie et région
méditerranéenne de I’Europe et d'Afrique, jusqu'aux Canaries (Figure n°08) (Belfadel, 2009). Elle est
largement distribuée dans les écosystemes extrémes du bassin méditerranéen, notamment dans les régions

ensoleillées a basse altitude (Bhouri et al., 2010).

|
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Figure n°08: Distribution géographique de genre Prstacia (Belfadel, 2009).

11.1.3.2. En Algérie

En Algérie, le lentisque se trouve dans les zones forestieres sur le long du nord algérien (More et
White, 2005). 1l occupe I’étage thermo-méditerranéen. Sa limite méridionale se situe aux environs de
Saida, sa présence au sud de I’Atlas saharien n’est pas signalée. On le retrouve sur tout type de sol, dans
I'Algérie subhumide et semi-aride (Saadoun, 2002), plus précisément dans le bassin du Soummam en

association avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liége. (Figure n°09) (Belhadj, 2000).
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Figure n°09 : la répartition du Pistacia lentiscus en Algérie. (Quezel et
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11 .2. Les huiles essentielles de Pistacia lentiscus L.

Les huiles essentielles de Pistacia lentiscus sont obtenues par hydrodistillation des différentes

parties aériennes de la plante ainsi que de sa résine (Amhamdi et al., 2009).

L’huile obtenue présente un aspect liquide et limpide, elle est de couleur jaune dégageant une
odeur aromatique, tres puissante et pénétrante (Arab et al., 2014).

Pour 100g de matiere végétale, le rendement moyen en huile essentielle peut varier de 0.14 a 0.4%
en fonction de I’origine de la plante, la nature de ses parties utilisées, la période de récolte et la méthode
d’extraction (Arab et al., 2014).

I1.3. Activités biologiques de Pistacia lentiscus

De nombreuses études pharmacologiques ont rapporté que les molécules contenues dans les
différentes parties (feuilles, fruits, partie aérienne) de cette plante ont de multiples activités biologiques a
savoir : anti-oxydantes, antimicrobienne, antifongique, anti-inflammatoire, anticancéreuse, etc, qui sont

résumées dans le tableau suivant :

Tableau n°01 : Activité biologique de certains produits de Prstacia lentiscus (Kettoufi, 2020).

Parties de la plante Les effets Référence
anti-inflammatoire, antibactérien,
antifongique, antipyrétique,

Feuilles astringent et hépatoprotecteur, Boudieb et al., 2019

antihypertenseur, antispasmodique, Kiveak et al., 2004
diurétique, insecticides et agents

anti-stress.
antioxydant,anti-inflammatoire,
Huile essentielle antimicrobien, antifongique et Khiari et al., 2018
(des parties aériennes) antiathérogénique .

antifongique, anti-inflammatoire,

Mastic antiviral, activités anticancéreux Arab et al., 2014
epolipidémique . Attouba et al., 2014
Fruits antioxydants et antimutagenes. Bozorgi et al., 2013
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Il .4. Utilisation thérapeutique et pharmacologique

Pistacia lentiscus est une source importante de substances actives, en effet, plusieurs parties de
cette plante sont utilisées en médecine traditionnelle depuis la civilisation grecque (Ljubuncic et al.,
2005; Delille, 2007).

La décoction des racines séchées est efficace contre I’inflammation intestinale et d’estomac ainsi
que dans le traitement de 1’ulcére (Palevitch, 2000).

La résine obtenue de Pistacia lentiscus est connue par son effet analgésique, antibactérien,
antifongique, antioxydant, antithérogenique, expectorant, stimulant, diurétique et dans le traitement
d’hypertension, d’eczéma, des douleurs gastriques et les calculs rénaux, mais aussi contre les infections
de la gorge, la jaunisse, 1’asthme, les troubles digestifs et la diarrhée (Prichard, 2004 ; Dellai et al., 2013
; Chekchaki et al., 2015).

Les feuilles sont pourvues d'activités anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique,
antipyrétique, astringente, hépatoprotective, expectorante et stimulante (Ferradji, 2011).

Le mastic est aussi souvent cité comme un reméde efficace contre certaines maladies telles que
I'asthme, diarrhée, ulceres gastro-doudénaux et comme un agent antiseptique du systéme respiratoire
(Baytop, 1999).

L’huile de fruit de lentisque est utilisée pour son intérét médicinal, conseillée pour les diabétiques,
pour le traitement des douleurs d'estomac (Hmimsa, 2004). En plus, elle est utilisée comme un reméde
sous forme d’onguent pour soigner les bralures (Bensegueni, 2007) ou les douleurs dorsales (Bellakhdar,
1997).

Cette huile est aussi employée par voie orale contre les problémes respiratoires d’origine

allergique et les ulcéres de I’estomac (Iserin, 2001; Baudoux, 2003).

I1 .5. Produits et dérivés a base de Pistacia lentiscus

Le traitement de l'arbre a mastic peut conduire a la production de trois produits principaux: la
gomme de mastic, huile pressée extraite des baies et I'huile essentiel des fleurs, des feuilles et des
branches (Barra et al., 2007) :

II.5.1. Lagomme

Est une résine naturelle blanche semi-transparente (Kottakis et al., 2009), connu sous le nom de
mastic, qui est obtenu sous forme d'exsudat de tronc provenant d'arbres a mastic (Koutsoudaki et al.,
2005).
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Le mastic est utilisé depuis I'Antiquité dans la médecine traditionnelle grecque (Derong et al.,
2016). 11 est considéré comme une matiére premicre importante pour 1’industries pharmaceutiques
(Yildirim et al., 2019). Il est employé dans l'industrie agro-alimentaire évidemment comme agent
masticatoire, aussi pour aromatisées certaines confitures, confectionner des pates ou des gommes a

macher. Encore utilisé dans I'industrie photographique et dans les soins dentaires (dans les amalgames).
Il .5.2. L'huile essentielle

Elle est extraite a partir des différentes parties (feuilles, résine, fruits, rameaux et fleurs) par

distillation.

L’huile entre dans la confection de parfums, produits cosmétologiques et pharmaceutiques, de
vernis de grande qualité recherché par les peintres ceuvrant a la peinture a l'huile et aussi dans I'industrie

photographique (Seigue, 1985).
Il .5.3 Bois

Pour sa robustesse et la finesse de sa texture, le bois de cette espece est tres appréecié en ébénisterie
(Seigue, 1985).
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Chapitre 111 Matériel et Méthodes

Le but de notre étude était de mettre en évidence 1’activité antibactérienne de 1'huile essentielle de
Pistacia lentiscus L. de Theniet ElI Had (wilaya de Tissemsilt) contre les souches bactériennes qui sont
responsables  essentiellement d’intoxication alimentaires, infections nosocomiales, a savoir:
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella enterica, Acinetobacter baumannii, Proteus

mirabilis, Pseudomonas aeruginosa.

II1.1. Présentation de la zone d’étude

Le Parc national de Theniet EI Had est un massif forestier qui situe au nord-ouest de I'Algérie dans
la wilaya de Tissemsilt (figure n° 10). C’est le premier espace naturel protégé en Algérie (3 aott 1923
par le gouvernement colonial frangais) (Belkaid, 2018).

L’altitude varie de 1 150 a 1 600 m et la pente est généralement abrupte (25° en moyenne). Le
climat est méditerranéen avec des températures annuelles moyennes de 12 °C, variant de — 1 a 30 °C. Les
précipitations moyennes atteignent 760 mm/an (PNTH, 2006), ce qui soumet la zone d’étude a un
bioclimat subhumide a hiver froid, selon la classification d’Emberger (Emberger, 1955).

La flore comprend 450 especes dont beaucoup sont endémiques a I’Algérie. La strate arborée
comprend 1000 ha de cédre de I’ Atlas (Cedrus atlantica), 1000 ha de chéne vert (Quercus ilex), 504 ha de
chéne zéen (Quercus faginea), 460 ha de chéne liege (Quercus suber) et 460 ha d’autres espéces dont 40
ha de pistachier (Belkaid, 2018).

Le Parc se situe entre les coordonnées géographiques :
35°49% 41 et 35° 54 04 de latitude Nord.
01° 5245 et 02° 02 04“** de longitude Est.
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Parc National de Theniet El Had

o+ Massif de I'Ouarsenis

Figure n°10 : Situation géographique du parc national de Theniet El1 Had (Mairif, 2013).

111.2. Matériel

111.2.1. Materiel végétal

Les parties aériennes (feuilles et rameaux) de Pistacia lentiscus L. ont été récoltés au mois de

février 2022 vers 11, 00 heures du matin dans la zone extréme Est du Parc national de Theniet el Had.

Le tableau suivant (tableau n°02) contient des informations sur le site d’échantillonnage.
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Tableau n°02 : Fiche technique du site d’échantillonnage (Belkaid, 2018).

Coordonnées géographiques (Latitude) 35.9589328 N; (longitude)
2.1050994 E
Altitude 800 m
Exposition Nord - Est
Cortege floristique Juniperus oxycedus, chamaerops humilis,

quercus ilex, thapsia garganica

Type de Sol Marne bleu

111.2.2. Souches microbiennes testées

Six (06) souches bactériennes (Tableau n°03) de référence obtenue de I’Institut Pasteur d’Alger.
Toutes les souches testées sont connues pour leur pathogénicité, le plus souvent attribuées a diverses

infections et intoxications alimentaires.

Tableau n°03 : Liste des souches microbiennes testées

Souche Code Gram
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négatif
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 Négatif

Proteus mirabilis ATCC 35659 Négatif
Staphylococcus aureus ATCC 6538 positif
Bacillus cereus ATCC 14579 positif
Salmonella enterica ATCC 35664 Négatif
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111.2.3. Milieux de culture utilisés
Les milieux de culture que nous avons utilisés (annexe n°01) sont:

- Gélose de Muller-Hinton.

- Gélose nutritive.

111.3. Méthode
111.3.1. Extraction des huiles essentielles de Pistacia lentiscus

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par la technique de I’hydrodistillation a I'aide d'un
hydrodistillateur de type Clevenger. Il s'agit de placer 100 grammes de matériel végétal frais dans un
ballon contenant 750ml d'eau distillée (Duru et al., 2003). Faire bouillir le tout pendant 3 heures a l'aide
d'un chauffe-ballon. L'huile essentielle obtenue a été séchée par le sulfate de sodium anhydre (Na2SO4)

puis stockée dans des flacons en verre opaque a 4°C a l'abri de la lumiére (Gardeli et al., 2008).
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Figure n°11: Dispositif d’hydrodistillateur de type Clevenger pour I’extraction de I’huile

accantialla fNrininala 2027\
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111.3.1.1. Calcul du rendement

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE) exprimé en (%) est
définit comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle (MEH) en (g) obtenue et la masse de

maticre végétale fraiche (MF) en (g). 1l est calculé par I’équation suivante :
RHE MEH 100
=— X
MF

RHE : Rendement en huile essentielle en % ;
MEH: Masse d’huile essentielle en gramme ;

MF : Masse de la plante fraiche en gramme.

111.3.2. Revivification des souches et préparation des suspensions bactériennes

Tout d’abord, Nous avons réalisé un repiquage des souches bactériennes a partir d’une culture
conservée sur gélose nutritive inclinée (Benzine, 2013).

A partir de culture jeune de 18 a 24h (figure n° 12), nous avons préeparé les suspensions
bactériennes standardisées a 0,5 McF (MAC Farland), dans des tubes a essais contenant 9 ml de 1’eau
physiologique, d’une densité optique (D.O) de (0,8 a 1,20 nm) lue a une longueur d’onde de 625 nm sur

un spectrophotomeétre (figure n° 13).

fw

¥
Py

4

Figure n°12 : résultat de la revivification
des souches microbiennes (Originale
2022).
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Figure n°13: Lecture de la densité optique des suspensions

bactériennes sur un spectrophotométre (Originale 2022).

111.3.3. Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des Antibiotiques

(Antibiogramme)

La sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis les antibiotiques est effectuée selon la méthode
de diffusion de disques au milieu gélosé, cela permet de déterminer la sensibilité ou la résistance des
bactéries aux antibiotiques.

Le principe de cette méthode consiste a déposer des disques d’antibiotiques sur la surface d’un
milieu Muller Hinton écouvillonné par une suspension bactérienne préalablement préparée. Les boites de
pétri ont été par la suite incubée a 37°C pendant 24 a 48h (figure n°® 14-15) (Denis et al., 2011).

)
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Les antibiotiques testés sont listés dans le tableau n°04 :

Tableau n°04: Les antibiotiques utilisés pour 1’antibiogramme (Ammari et a/, 2011 ;

Iahl at 2/ 27N1R\

Signe Antibiotique Charge du disque en pg
VA Vancomycin 30
AX Amoxycillin 25
FA Fusidic acid 10
TE Tertracycine 30
IPM Imipenem 10
E Erythtomycine 15
FF Fosfomycin 50

La lecture se fait par la mesure de diamétre des auréoles (zones d'inhibition de croissance de la
souche microbienne),

La sensibilité ou la résistance aux antibiotiques est différente pour chaque souche microbienne.

Les résultats obtenu permettent de classer les bactéries en: sensible (S), résistante (R) ou
intermédiaire (I), selon la standardisation nationale de I’antibiogramme en médecine humaine et

vétérinaire de I’année 2011 et le comité de 1’antibiogramme de la société frangaise de microbiologie

(2015) (Ammari et al., 2011 ; Jehl et al., 2015).
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111.3.4. Etude de ’activité antimicrobienne des huiles essentielles

111.3.3.1 Aromatgrame

L'aromatogramme est un test qui permet d'analyser in vitro l'activité antibactérienne des huiles
essentielles et de sélectionner plus précisément les huiles essentielles capables de tuer ou de détruire les

germes pathogénes (Damian et Damian, 1995).

L’évaluation de D’activité antibactérienne des HE est réalisée par la méthode de diffusion sur
gélose (Toroglu, 2011 et Abu-Darwish et al., 2012).
Des disques de papier Wattman de 6 mm stérilisés ont été déposés a la surface des boites de pétri
contenant un milieu de culture Muller Hinton écouvillonnées par les suspensions bactériennes (un disque
par boite), puis 10 ul de I’'HE sont chargés sur chaque disque (figure n° 16-17).

Les boites sont ensuite laissées diffusées pendant 20 min a une température ambiante puis
incubées a 37°C pendant 24h.

Trois essais sont réalisés pour chaque test avec témoins utilisés comme contr6le négatif.. Les

diametres des auréoles sont mesurés en millimétre et le résultat étant la moyenne de trois essais.

)
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Figure n°16 : Dépot du disque vierge sur le milieu Muller-Hinton
(Originale 2022).

Figure n°17 : I'ajout de I'huile essentielle sur le disque vierge
(Originale 2022).

111.3.3.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en huile essentielle capable d’inhiber
la croissance microbienne (Skandamis et Nychas, 2001). Sa détermination a été effectué en milieu solide

selc Figure :

Une émulsion de I’HE a été préparée a raison de 10% (DMSO) pour le disperser et pour améliorer

leur contact avec les bactéries.
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La solution obtenue a ensuite été diluée en série pour obtenir les dilutions suivantes 1/10, 1/20,
1/40, 1/80, 1/160, 1/320 et 1/640 dans le DMSO.

1,5 ml de chacune dilutions est melangé avec 13,5 ml du milieu MH dans une boite Pétri en
tournant les boites d’un mouvement circulaire jusqu’a obtenir un milieu homogene. les concentrations

finales sont : 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400 (v/v).

L’ensemencement des suspensions bactériennes ce fait par des stries a 1’aide d’un écouvillon
stérile. Les boites sont ensuite incubée a 37°C pendant 24 a 48h (figure n° 20).

Des controles négatifs ne contenant que le DMSO et I’inoculum ont été également préparés. Trois
essais sont effectués pour chacune des concentrations d’huile essentielle utilisée.

La lecture des résultats se fait par observation macroscopique et la CMI correspond a la plus faible

concentration d'huile sans aucune croissance microbienne n’est visible (CLSI, 2002; Oussou et al.,
2004).

23 md & ha

Figure n°18 : La série de dilution de I’huile

essentielle (Originale 2022).
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Figure n°19 : La dilution de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus L.
(Originale 2022).

Figure n°20 : Ensemencement des suspensions bactériennes sur le milieu gélosé

(Originale 2022).
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S
’ Préparation de
la série de
n mérje (10%) 1 2 3 4 5 € T
+ 9/1p DMSO

inoculun

I’aide d’a \

Verser chaque dilution

(1.5ml) dans les boites

Ajouter 13.5 ml de

gélose par boite — —

Ensemencement des

&

& pendant 24-48h

l # Incubation a 37°C
S

ae Pistacia lentiscus L. (Originale 2022).
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V. 1. Matériel végétal

1V. 1. 1. Rendement en huile essentielle

L'huile essentielle obtenue est de couleur jaune, d'aspect
liquide, de bonne fluidité, limpide et transparente, avec une odeur
aromatique.

Le rendement en huile essentielle obtenues a partir des feuilles

et rameaux du Pistacia lentiscus par hydrodistillation (figure n°22)
est calculé comme suit (Vagi et al., 2005) : Figure n°22 : I’huile
essentielle extraite (Originale
2022).

Masse d huile essentielle €3]

Le rendement = x 100
Masse du matériel vegeétal utilise (g)

Les résultats obtenus sont classés dans le tableau suivant (tableau n°05) :

Tableau n°05 : Rendement en huile essentielle de Prstacia lentiscus extraite par hydrodistillation.

Essai Masse du Volume Masse des  Rendement Rendement
N° matériel d’eau huiles en huile Moyen
végétal distillée essentielles  essentielle %
utiliseeng  utilisé en ml  extraites en %
g
1 800 6000 3,151 0,393
2 800 6000 3,114 0,389
3 800 6000 3,196 0,399 0,39
4 800 6000 3,176 0,397

Les résultats résumés dans le tableau n°05 indiquent que le rendement en huile essentielle de

Pistacia lentiscus est de 1’ordre de 0,39%.

Cette valeur est proche de celle obtenue par Milia et al. (2020) en Sardaigne du Nord (Italie) ;
Arab et al. (2014) dans la région de Boumerdes et Dris (2020) dans le parc national de Theniet El Had
entre 0.38 et 0,42 %.



Chapitre 1V Resultats et discussion
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|

Par ailleurs, les résultats que nous avons obtenus semblent relativement élevés que celle reporté par
Benhammou et Atik Bekkara (2009) dans la région de Tlemcen et Amhamdi et al. (2009) au Maroc
allant de 0,07 a 0,14 %.

En outre, un rendement beaucoup plus élevé signalé par Amara et al. (2019) qui révele une
valeur de 1,18%.

Les raisons de cette variation peuvent s'expliquer par diverses conditions environnementales
(climat et situation géographique), de périodes de récolte et de techniques de distillation (Lahlou, 2004).
Il convient également de noter que la production des huiles essentielles et aromatiques a partir de plantes
est le résultat d'une série de régulations physiologiques, biochimiques, métaboliques et génétiques (Costa

et al., 2003).

IV. 2. Etude de Pactivité antimicrobienne

IV.2.1. L’ Antibiogramme

Les figures (23-28) et le tableau n°06 montrent I'évaluation de la sensibilité bactérienne par les

tests d'antibiogramme.

Figure n°23 : Résultats de I’antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa
(Originale 2022).

34



Chapitre 1V Resultats et discussion

Figure n°24 : Résultat de I’antibiogramme d’ Acinetobacter baumannii
(Originale 2022).

Figure n°25 : Résultat de I’antibiogramme de Proteus mirabilis
(Originale 2022).
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Figure n°26 : Résultats de I’antibiogramme de Staphylococcus aureus
(Originale 2022).

Figure n°27 : Résultats de I’antibiogramme de Bacillus cereus
(Originale 2022).
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Figure n°28 : Résultats de I’antibiogramme de Sa/monella enterica
(Originale 2022).

Tableau n°06 : Résultats de 1’antibiogramme exprimés par (mm) le diamétre de la zone d’inhibition.

Souches Pseudomonas Acinetobacter Proteus Staphlococcus Bacillus Salamonella

AB aeruginosa  baummannii  mirabilis aureus cereus enterica
Vancomycin 13 23 0 26 25 0
Amoxycillin 15 16 10 22 18 0
Fusidic acid 12 16 0 42 18 0
Tertracycine 29 31 09 36 34 18
Imipenem 30 39 22 44 30 21
Erythtomycine 31 29 11 35 32 17
Fosfomycin 16 13 26 28 22 07

<10 mm Résistant (non sensible);
10 a 14mm sensible ;
15 a 20mm tres sensible :

>20mm Extrémement sensible.
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- Nous avons marqué deux souches résistantes: Proteus mirabilis vis-a-vis Tertracycine,
Salamonella enterica vis-a-vis Fosfomycin.

- Les souches sensibles sont: Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis Vancomycin et Fusidic acid,
Acinetobacter baummannii contre Fosfomycin, Proteus mirabilis vis-a-vis Amoxycillin et
Erythtomycine.

- Les souches qui sont tres sensibles: Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis Amoxycillin et
Fosfomycin, Acinetobacter baummannii et Bacillus cereus vis-a-vis Amoxycillin et Fusidic acid,
Salamonella enterica vis-a-vis Tertracycine et Erythtomycine.

- Ceux qui sont extrémement sensible sont : en premier lieu Staphlococcus aureus vis-a-vis tous les
7 AB, suivie par Bacillus cereus, Acinetobacter baummannii, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Salamonella enterica.

- Cependant, les AB qui sont inactifs contre les bactéries sont: Fusidic acid vis-a-vis Proteus

mirabilis et Fusidic acid, Amoxycillin, Vancomycin vis-a-vis Salamonella enterica.
IV.2.2. L’aromatogramme

Les résultats présentés dans le tableau n°07 et les figures (29-21) ont été obtenus en évaluant
I'activité antibactérienne de I'huile essentielle de Pistacia lentiscus par la méthode de diffusion des

disques sur milieu gélosé.

Figure n°29 : Résultats de I’aromatogramme de Pseudomonas aeruginosa et

Acinetobacter baumannii (Originale 2022).

38



Chapitre 1V Résultats et discussion
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|

Figure n°30 : Résultats de I’aromatogramme de Proteus mirabilis et

Staphviococcus aureus (Oriainale 2022).

Figure n°31 : Résultats de I’aromatogramme de Bacillus cereus et Salmonella

enterica (Originale 2022).
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Les diamétres des zones d'inhibition de I'activité antibactérienne de I'huile essentielle varient d'une

souche a l'autre.

Tableau n°07 : Résultats de I’aromatogramme exprimés en millimétres.

Souches Diametres (mm)
Pseudomonas aeruginosa 15
Acinetobacter baumannii 24

Proteus mirabilis 07
Staphylococcus aureus 19
Bacillus cereus 07
Salmonella enterica 26

Nous avons enregistré deux souches extrémement sensibles aux huiles essentielles : Salmonella
enterica (26 mm) et Acinetobacter baumannii (24 mm), suivis par deux souches trés sensibles :
Staphylococcus aureus (19 mm) et Pseudomonas aeruginosa (15 mm), ainsi que deux souches résistantes
contre les HE : Proteus mirabilis et Bacillus cereus (07 mm), ces valeur sont proches de celles reportée
par Amara et al. (2019).

Les résultats de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis sont en
accord avec les valeurs signalées par Benhamou et Atik Bekkara (2009), Hafsé et al. (2013),
Benabdallah et al. (2015).

V. 2.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI de I'huile essentielle de Pistacia lentiscus L. a été testée a des concentrations allant de
1/100 a 1/6400 (v/v) (Tableau n°08) (figure n°32-37).
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Figure n°32 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile
essentielle de Pistacia lentiscus vis a vis Pseudomonas aeruginosa
(Originale 2022).

Figure n°33 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile

essentielle de Pistacia lentiscus vis a vis Acinetobacter baumannii
(Originale 2022).

|



Chapitre IV Résultats et discussion

Figure n°34 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile
essentielle de Pistacia lentiscus vis a vis Proteus mirabilis
(Originale 2022).

Figure n°35 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile

essentielle de Pistacia lentiscus vis a vis Staphylococcus aureus
(Originale 2022).
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Figure n°36 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile

essentielle de Pistacia lentiscus vis a vis Bacillus cereus (Originale 2022).
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Tableau n°08 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’huile essentielle de Pistacia

lentiscus visa a vis les bactéries testées.

Concentration de I’huile essentielle de Lentisque

Bactéries 1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 1/1600 1/3200 1/6400 T
1% | 0.5% | 0.25% | 0.125% | 0.0625% | 0.0312% | 0.0156% | 0%

Pseudomonas - - + + + + +
aeruginosa +
- - - + + + +
Acinetobacter +
baumannii
Proteus - - - - + + +
mirabilis +
Staphylococcus - - - + + + +
aureus +
Bacillus cereus - - - + + + + +
Salmonella - - - + + + + +
enterica

- : Absence de croissance ; + : Présence de

D'aprés les résultats mentionnés dans le tableau n°08, il semble que Pseudomonas aeruginosa a
été inhibée par la plus grande concentration de 1/200 (v/v), alors que Proteus mirabilis a été inhibée par la
plus petite concentration de 1/800 (v/v), en outre Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus et Salmonella enterica ont inhibées par une concentration moyenne de 1/400 (v/v).

Selon Haloui et al. (2015), les valeurs de la concentration minimale inhibitrice pour Bacillus sp,

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont 0.5 ; 4 et 16% respectivement.

D’apres Hafse et al. (2017), la CMI pour Bacillus sp. et Staphylococcus aureus était de 1/250

(v/v), tandis que la CMI pour Pseudomonas aeruginosa et Salmonella sp. était de 1/125 (v/v).
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Vu la CMI des huiles essentielles de Pistacia lentiscus observées chez Proteus mirabilis et
Bacillus cereus, malgré leur résistance dans 1’aromatogramme (méthode de diffusion des disques), cela
confirme que la méthode utilisée peut étre considérée comme un facteur influant sur l'activité

antibactérienne.

L'absence de relation entre les deux méthodes de recherche peut s'expliquer par I'environnement
dans lequel I'huile essentielle se trouve, ainsi que le type de contact. Dans l'aromatogramme, les
constituants actifs sont difficiles a diffuser sur la gélose ; tandis que dans la méthode de dilution, les
constituants actifs sont en émulsion avec les ingrédients du milieu de culture et sont donc en contact

direct avec les constituants du milieu, ces résultats ont été déja rapportés par Bouguerra (2012).
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Conclusion

Les plantes médicinales ont toujours été utilisées comme médicaments pour leurs propriétés
thérapeutiques. Aujourd'hui nous recherchons d’une vie saine, d’un retour a la nature et aux valeurs
essentielles. L’aromathérapie est une « super-phytothérapie » ; les hommes se traitent ainsi depuis des
milliers d’années. Cela indique 1'utilit¢ des molécules naturelles qui composent les plantes médicinales.

La cédrie de Theniet El Had, wilaya de Tissemsilt, se caractérise par une intensité et une diversité
végetale, car elle contient de nombreuses plantes médicinales qui ont une importance thérapeutique.

Le présent travail a fait 1’objet d’une étude biologique de 1’espéce végétale Pistacia lentiscus en
évaluant leur pouvoir antimicrobien.

L’extraction par hydrodistillation des huiles essenticlles de Pistacia lentiscus L. de Theniet el Had
a donné un rendement de 1’ordre de 0.39%.

L'évaluation de l'activité antibactérienne a permis de mettre en évidence une activité inhibitrice
vis-a-vis quatre souches testées par la méthode de I'aromatogramme (Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus et Salmonella enterica), ou la souche la plus sensible
est Salmonella enterica d’une zone d’inhibition de 26 mm, ainsi que deux souches résistantes aux HE a
savoir Proteus mirabilis et Bacillus cereus d’une zone d’inhibition de 7 mm.

Les antibiotiques n'étaient pas tous actifs contre les souches bactériennes, et certains étaient méme
inactifs, par rapport aux huiles essentielles de P. lentiscus tels que Vancomycin et Fusidic acid contre
Proteus mirabilis et Salamonella enterica.

Pour les valeurs des concentrations minimales inhibitrices, Pseudomonas aeruginosa a été inhibée
par la plus grande concentration de 1/200 (v/v), alors que Proteus mirabilis a été inhibée par la plus petite
concentration de 1/800 (v/v), en outre Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
et Salmonella enterica ont inhibées par une concentration moyenne de 1/400 (v/v).

L'ensemble des résultats obtenus lors de notre recherche représentent une étape préliminaire dans la

recherche de substances naturelles biologiquement actives, Il serait intéressant de soutenir ce travail par :

L’analyse biochimique des substances constituant les huiles essentielles de Pistacia lentiscus ;

- Extraction des huiles essentielles d’autres parties de I’espece de Pistacia lentiscus ;
- Tester d’autres méthodes d’extraction et leurs influences sur le rendement en huiles essentielles ;
- Evaluation de activité antioxydante, anti inflammatoire et antivirale ;

- L’étude des mécanismes d'action des huiles essentielles de Pistacia lentiscus.
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Annexe n° 01

Milieux de culture
Gélose nutritive (GN) (g/l)

Peptone......ccovvviii
Extraitde viande..........ooovveeeiiiiieiinnnnn.
Extraitde levure........oovvvoeeieiieiieeiannnnn.

pH=7,3%0,2
Mueller Hinton gélosé (M-H) (g/l)

pH=7,3

Annexes
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Annexe n°02

D.M.S.O

> SIGMA

3060 Spruce Sireel
Sainl Louis, Missoun 83103 USA
Talephans BO0-125-5832 « (314} 771.5765
Fax (314) 286-TH28
ermal: lechservi@sialcom
algma-aldrich, com

Dimethyl sulfoxide

Product Number D 8418
Store at Hoom Temperature

Product Description

Molecular Formula: C.HOS
Molecular Weight: 7813

CAS Mumber: 67-68-5

Melting Point: 18.45 °C

Buoiling Point: 189 *C

Density: 1.1 géml

Dielectric Constamt: 45
Viscosity: 1.1 centipoises (27 “C)
Synonyms: DMS0, methyl sulfoxide, dimethyl
sulphoxide

This product is designated as Molecular Biology grade
and is suitable for molecular biclegy applications. It
has been analyzed for the presence of nucleases and
proteases.

Dimethyl sulfoxide (OMS0) is a highly polar organic
reagent that has exceptional solvent properties for
organic and inorganic chemicals. Among its uses in
organic synthesis is the oxidation of thiols and
disulfides to sulfonic acids.? Other reactions in which
DMS0 participates include the hydrolysis of epoxides,
the thicalkylation of phenols, and the oxidation of
primary alcohols, primary halides, and esters of
primary alcohols to aldehydes®

Protocols have been reported for the use of DMSO in
column-loading buffers for poly(A)® RNA selection, in
buffers for the transformation of competent E. coli, in
the polymerase chain reaction (PCR), the amplification
of cDMA libraries, DNA sequencing, DEAE-dextran
mediated transfection of cells, and polybrene-
mediated DMA ransfection.* A procedure that uses
DMS0 to recover DNA from membrane filters for
subsequent PCR amplification has been described * A
capillary electrophoresis technique for DMNA
sequencing incorporates 2 M urea with 5% DMS0
(viw), and can be modified to use 1002 DMS0C as
needed.® A study of the contribution of various DMS0O
concentrations to melting temperatures in
oligonucleotides has been published.”

Productinformation

DMSO is also widely utilized in the storage of human
and animal cell lines and bacteriophage L as a
cryoprotective agent* A protocol to prepare a DMSO
solution for freezing cells is as follows:

1} Prepare freezing medium containing culture
medium with 10-20% serum and 3-10%: DM30.

2} Remove adherent cells with trypsin or other
appropriate means. {(For optimal results, cells
should be in the log phase of growth.)

3) Gently pellet the cells by centrifugation (10
minutes at 230 = g, 4 °C) and remove the culture
miedium.

4) Resuspend the cells in the freezing medium at
10" -10 cells/mi.

5) Aliquot into freezing vials.

6) Freeze cells according to standard freezing
protocols. Store at -70 °C or below.

For cell fusion, a 10% DMS0 solution in
40-50% polyethylens glycol (PEG) may be plepara:l.‘

The use of DMSO in the modification of
phosphoserine and phosphothreoning residues in
proteins for MS analysis of phosphorylation states has
been described ® A study of lsuprolide degradation in
water and in DMSO has been reported ®

The compatibility of DMS0 with various materials is

listed below:

= Compatible: LDPE, HDPE, polypropylens, PPCO
{polypropylene copolymer), polymethylpentene,
nylon, teflon FEP

= Moderately compatible: polystyrene,
ECTFEETFE

= Incompatible: polysulfone, flexible and rigid PVC
tubing, polycarbonate

Precautions and Disclaimer
For Laboratory Use Only. Mot for drug, household or
other uses.
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