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Résumeé

Cette étude a porté sur 1’identification des différents composés actifs et de 1’évaluation de
I’activité antibactérienne des extraits et des fractions chromatographiques des résidus des

fruits de Pistacia lentiscus.

Le résidu a été extrait par plusieurs solvants lesquels sont méthanol (MeOH), chloroforme
(CHCIy), acétate d’éthyle (ACOEt) et n-butanol (n-buOH) et par chromatographie sur colonne.
Les extraits et les fractions obtenus ont été criblés pour leur propriété antibactérienne par la
méthode de diffusion en milieu gélosé contre certaines bactéries Gram + et Gram -
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii,
Proteus vulgaris, Serratia spp., Bacillus cereus, Staphylococcus aureus), ainsi que trois

souches fongiques (Aspergillus Niger, Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae).

Le rendement obtenu est 0,84 % chez 1’extrait CHCI3 suivi par I’extrait ACOEt 0,44% puis

I’extrait n-buOH a donné le plus faible rendement avec 0,39%.

Les fractions ont été soumises a l'identification de composés bioactifs par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse GC/MS. Dix-neuf phyto-constituants ont
€té identifiés, la majorité de ces composés sont des esters méthyliques des acides gras et
d’acide palmitique, 1’acide oléique et 9,17-octadécadiénal, (Z) -. Ces principes actifs majeurs

possedent diverses activités biologiques.

Les résultats des tests antibactériens montrent que nos extraits et nos fractions ont témoigné
d’une forte action antibactérienne vis-a-vis des souches étudiées, et 1’évaluation de 1’activité
antifongique révéle une activité plus importante vis-avis des deux espéces Candida albicans,

Saccharomyces cerevisiae chez les extraits AcOEt et n-buOH
Motsclés:

Pistacia lentiscus L., activité antibactérienne, GC-MS, activités biologiques, principes actifs.



Abstract

This study concerned the identification of different active compounds and evaluation of the
antimicrobia activity of extracts and chromatographic fractions of wastes of the fruits of

Pistacia lentiscus.

The residue was extracted with several solvents which are methanol (MeOH), chloroform
(CHClIy), ethyl acetate (AcOEt) and n-butanol (n-buOH) and column chromatography. The
extracts and the fractions obtained were screened for its antibacterial property by the middle
agar diffusion method against some Gram + and Gram - (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Proteus vulgaris, Serratia spp.,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus), and three fungal strains (Aspergillus Niger, Candida
albicans and Saccharomyces cerevisiae)

The yield obtained was 0.84% in the CHCI; extract followed by AcOEt extract 0.44% and the
extract n-buOH gave the lowest yield with 0.39%.

The fractions were subjected to the identification of bioactive compounds by gas
chromatography coupled to GC / MS mass spectrometry. Nineteen phyto-components were
identified majority of these compounds are methyl esters of fatty acid and palmitic acid, oleic
acid and 9,17-octadecadienal, (Z) -. These major active ingredients possess various biological

activities.

The results of antibacterial test show that our extracts and fractions displayed a strong
antibacterial action for the strains tested, and evaluating the antifungal activity shows higher
activity for the two species Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae in AcOEt extracts
and n-buOH

Keywords:

Pistacia lentiscus, antibacterial activity, GC-MS, biological activities, active ingredients.



il 5 cilalituall L Sl sliad) Talaall ayii s ddasil) il Hall aaad e 585 55 4l ) o2a
Pistacia lentiscus 4¢St Ll (e 48l e gila 5 S
eostsossls (MeOH) Jdslall o Al Glpdall e daall s 48l LG #) At o

. sl 3 5aall s (N-BUOH) Jsiissn 5 (ACOER) Jiiay! <M\a «(CHCI3)

LSl sl L) Lgle & Legle Jgeanll 3 3l A8 sila s S clliaall 5 Cilaliiol)
(Gram-) udls (Gramt) (sl al g (e ¥ i sk mha o HLESEYI A8, hay

(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Citrobacter freundii, Proteus wulgaris, Serratia spp., Bacillus cereus,

Saphylococcus aureus)

Aspergillus Niger, Candida albicans et Saccharomyces ) <bhé 4,

(cerevisiae

Liy 7044 ACOEt ualiius 44l 70.84 CHCly caliius (o e Joasiall cllaall (S
70.39 g e 2ol el n-bUOH=lsiue

OsSe phe Aand paa 23 Adalll) U W) paail GC/MS e 20 jaila s S sl (1m je a
s (acide oléique) <l sY) (cass (liallll (mes dyiaal) (aleal) diisall il jiud Lgacans Jads

- (2) ,octadécadiénal-17,9

LAY Ol aa dpla) 2305 Cadae§ A1 jatle 5 SI el s laliiua) o ) gl s
Candida albicans et Saccharomyces (x JS s e Ualis il jhaill sliae Ll jelay
ACOEt s n-buOHwL 5 icerevisia

sdalidal) culalsy)

adaal) b o&all ¢ da ol gl Y « GS/M S ¢ sall bl J il Pistacia lentiscu



ATCC:
AcOEt :
CCM :
CHCl;
DM SO:

DZI :

GC-MS:

LPS:

MeOH:

MH:

n-BuOH:

NCCLS:

NIST :

nm:

OMS:

Rr:

Liste des abréviations

Collection américaine des cultures type

Acétate d’éthyle

Chromatographie sur couche mince

Chloroforme

Dimeéthylsulfoxyde

Diamétre de la Zone d’Inhibition

Chromatographie Gazeuse Couplée ala Spectrométrie de Masse
Lipopolysaccharides

Méthanol

Muller-Hinton

n- butanol

National Commitee For Clinical Laboratory Standards
National Standard Institute et de latechnologie
Nanometer

Organisation mondiale de la santé

Rapport frontale

Sabouraud



Liste destableaux

Tableaux Titres Pages
Tableau | Certaines applications de micro-ondes pour |e recouvrement des 13
composes précieux des résidus agro-alimentaires
Tableau |1 Certaines applications de la distillation a la vapeur sur le
recouvrement des composés précieux de déchets alimentaires 15
Tableau |1 Conditions opératoires des analyses en CG/SM 21
Tableau IV Origine et références des souches testées. 22
Tableau V Rendements des extraits o5
Tableau VI Résultats du fractionnement de I’extrait CHClz; par la
. 28
chromatographie sur colonne.
Tableau VII Proportions des composés majoritaires de I’extrait CHCl3 29
Tableau VIII | Proportions des composés majoritaires de lafraction F1 30
Tableau I X Proportions des composés magjoritaires de lafraction F2 31
Tableau X Proportions des composés magjoritaires de la fraction F3 33
Tableau XI Proportions des composés magjoritaires de la fraction F9 34
Tableau XII Résultats de 1’activité antibactérienne les extraits des résidus des
fruits de Pistacia lentiscus 35
Tableau X111 | Résultats de ’activité antibactérienne des fractions des résidus des
fruits de Pistacia lentiscus 40
Tableau X1V | Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de I’activité
. , 42
anti fongique
Tableau XV Diamétres des zones d’inhibition (mm) des fractionsde 1’activité
44

anti fongique




Listedesfigures

Figures Titres Pages
Figurel | Arbustede Pistacia lentiscusL. 3
Figure2 | Description botanique du Pistacia lentiscus 5
Figure3 | Résidusdefruitsde Pistacia lentiscus 16
la séparation des phases de type liquide-liquide par des solvants de
Figure4 | polarité croissante A. Extrait CHCI3 B. Extrait ACOEt C. Extrait n- 17
buOH
Différentes étapes d‘extraction et de séparation des phases issus de
Figure5 | I’extrait méthanolique du Pistacia lentiscus 18
Schéma représentatif du dispositif de la chromatographie sur couche
Figure6 | mince. 19
Figure7 | Schemareprésentatif du dispositif la chromatographie sur colonne. 20
Chromatogramme de ’extrait CHCL3 par le systeme dichloroforme /
Fiqure9 Chromatogramme des deux extraits CHCl3 et ACOEt par le meilleure %6
9 systeme cyclohexane / acétone (3:2)
Figure 10 | Chromatogramme de différentes fractions issues de 1’extrait CHCl, 27
Figure11 | Chromatogramme GC/MS del’extrait CHCI3 29
Figure 12 | Chromatogramme GC/MS de lafraction F1 30
Figure 13 | Chromatogramme GC/MS de lafraction F2 31
Figure 14 | Chromatogramme GC/MS delafraction F3 32
Figure 15 | Chromatogramme GC/MS de lafraction F9 33
L’effet de 1’extrait ACOEt des résidus des fruits de Pistacia lentiscus
sur: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
Figure 16 . . . . 36
pneumoniae, Proteus vulgaris, Citrobacter freundii et Serratia spp. par
la méthode d’aromatogramme
L’effet de I’extrait ACOEt des résidus des fruits de Pistacia lentiscus
Figure17 | sur: Saphylococcus aurueus et baccillus cereus par la méthode | 37
d’aromatogramme
Figure 18 | L effet de I'extrait MeOH des résidus des fruits de Pistacia lentiscus | 37




sur : Staphylococcus aurueus et baccillus cereus par la méthode

d’aromatogramme

Figure 19

L’effet de I’extrait CHCl3 des résidus des fruits de Pistacia lentiscus

sur : Staphylococcus aurueus par la méthode d’aromatogramme

37

Figure20

L’effet de I’extrait n-buOH des résidus des fruits de Pistacia Lentiscus
sur: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, Staphylococcus

aurueus et baccillus cereus et par la méthode d’aromatogramme

38

Figure2l

L’effet de I’extrait n-but des résidus des fruits de Pistacia lentiscus sur
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ,Citrobacter freundii ,

Klebsiella pneumoniae et Bacillus cereus

41

Figure 22

L effet de I’extrait n-buOH des résidus des fruits de Pistacia lentiscus

sur Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae




SOMMAIRE

Introduction générale

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitrel :  Données générales sur I’espéce Pistacia lentiscus

L1, INtrodUCHION. ....ouinet e
[.2. DesCription DOtANIQUE ........ooiiiii e
1.3.  Systématique et NOMSVEMACUIAITES ..........o.ouviniiit e
A, OTIZINE ettt e e e
.5, ConstituantS ChIMIQUES ...ttt e e,
6. ULIIISAON ..ottt
Chapitrell : Valorisation desrésidus agro-alimentaires
ILL GENEIalite ...
[1.2.  Techniques d’extraction des composés bioactifs issus des résidus agroalimentaires.....

PARTIE EXPERIMENTALE

Chapitrelll : Matériel et méthodes

1.1
[.2.

Y < 1= PP
MEhOAES. ... e
[11.2.1.  Protocole d’extraction des métabolites secondaires ..................evuennnen.
[11.2.2  Séparation des métabolites secondaires de I’extrait chloroforme ............
[11.2.2.1  Chromatographie sur couches minces................coeveeunn...

[11.2.2.2  Fractionnement sur colonne de I’extrait chloroforme............

[11.2.3.  Identification des composés majoritaires dans les fractions...................

111.2.4.  Etude de ’activité antimicrobienne des extraits de Pistacia lentiscus.. ... ..

10
11

16
16
16
19
19
20
21
22



ChapitrelV : Résultats et discussions

IV.1. Rendement d’eXtraCtion. ... .....ovuiiniiintitiitt ettt et eeenaeaes 25
IV.2. Fractionnement de I’extrait chloroformique.................ooooiiiiiiiii i 26
IV.3. ldentificationpar GC-MS. ... ..ot 28
IV.4. Résultat del’activité antimiCrobienne. ... 35
IV.5. Discussion générale de I’activité antibactérienne................covvveiieiiiiininenen.. 45
Conclusion générale 48

Références bibliographiques






Introduction générale

Introduction genérale

L’utilisation des plantes médicinales s’inscrit dans le mouvement le plus large du
dével oppement de la médecine traditionnelle vue leurs nombreuses propriétés, et leur capacité

aproduire une variété de substances intéressantes, dont les antimicrobiens (Robar d, 2004).

Plusieurs especes végétales sont connues depuis longtemps pour leurs effets
antimicrobiens. De ce fait, les plantes aromatiques et médicinales constituent une richesse
naturelle trés importante dont la vaorisation demande une parfaite connaissance des

propriétés a mettre en valeur (Ouraini et al., 2007).

L’usage des extraits de plantes contenant des constituants bioactifs est devenu une

approche trés importante dans la médecine préventive (K eita et al., 2004).

Les résidus agro-alimentaires ont longtemps été considérés comme une question de
minimisation de traitement et de prévention en raison des effets environnementaux induits par
leur élimination. De nos jours, les déchets aimentaires représentent une source de

nutraceutiques précieuses (Schieber et al., 2001).

En outre, le déchet est différent d'un matériau a l'autre. Par exemple, les résidus des
fruits, les pelures et les grains peuvent étre utilisés comme une source de pigments et de
flavonoides qui peuvent trouver des applications comme des colorants et des antioxydants
naturels, respectivement. En général, les résidus agro-aimentaires sont des sources
importantes de composés de valeur, tels que les polyphénols, les caroténoides et les hydrates
de carbone dans le cas des déchets végétaux. (Galanakis, 2012; Rahmanian et al., 2014;
Heng et al., 2015).

Au cours des dernieres années, un grand effort a été fait pour la valorisation des résidus
et des déchets alimentaires et agricoles en créant des bio-produits a valeur gjoutée, les

biocarburants ou ingrédients alimentaires (Makris et al., 2007).

Est-il possible d’engager un processus de valorisation des sous-produits qui pourrait
déboucher a long terme sur une meilleure valorisation économique, environnementale et

sociale ?
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C'est dans ce contexte, nous sommes intéressés a I’identification des différents composes
actifs et de 1’évaluation de [activité antibactérienne des extraits et des fractions

chromatographiques des résidus des fruits de Pistacia lentiscus.

Les principaux volets de cette étude comportent essentiellement :

v’ Extraction des résidus avec plusieurs solvants.

v' Séparation des fractions par partage solvant / solvant et par chromatographie sur
colonne.

v' Test pharmacologiques sur quelques souches microbiennes pour évauation de
I’activité.

v' Caractérisation chimiques des composés actifs.









Partie bibliographique Chapitre I : Données générales sur [espéce Pistacia lentiscus

|.1. Introduction :

Parmi les espéces du genre Pistacia, on retrouve le lentisque (Pistacia lentiscus) qui
est un arbuste connu pour ’usage de ses feuilles et fruits en médecine traditionnelle pour leurs
vertus thérapeutiques. En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, en
I’occurrence Pistacia lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica
(Quezd P. et Santa S., 1962).

Pistacia lentiscus est un arbuste a feuilles persistantes de la famille des anacardiacées
pouvant atteindre 3 &4 m de hauteur, alant jusqu'a 6 a 7 m dans les conditions favorables
(Reig Arminana et al., 2004). || se développe dans des régions arides et caractéristiques des
pays méditerranéens (Castola et al., 2000).

En méditerranée, cet arbuste a la capacité de se développer le long d'un gradient

d'’humidité et de température (Bandera et al., 2008) ou les composés volatils des différentes

parties de cette plante (les feuilles, les fruits et le mastic) ont fait 1’objet de plusieurs éudes
(Fernindez et al., 2000).

Figure1: Arbuste de Pistacia lentiscus L. (Belfadel, 2009)
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|.2. Description botanique:

Pistacia lentiscus, connu aussi comme I’arbre au mastic, est décrite comme ’une des espéces

ligneuses les plus importantes dans le bassin méditerranéen (Cortina et al., 2008).

C’est un arbuste ou arbrisseau résineux a odeur trés prononcée buissonnant et touffu de

quel ques metres de hauteurs (1 a3 metres) (Baba- Aissa, 1999) et de nombre chromosomique

de 2n = 24 (Al Saghir et al., 2010). D’apreés More D. et White. J (2005), elle est caractérisée
par :
» Appareil végétatif :

e Ecorce: rougedtre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Lors de I’incision
de I’écorce, laplante laisse s’écouler une résine irritante non colorée et a odeur forte.

e Felilles: persistantes, composées, paripennées, possédant un nombre pair de folioles (4 a
10) d’un vert sombre, elliptiques, obtuses, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont le
pétiole est bordé d'une aile verte.

e Mastic: I’incision du tronc de cet arbuste fait écouler un suc résineux nomme mastic qui,

une fois distillé, fournit une essence employée en parfumerie.

» Appareil reproducteur :
e Fleurs: Les fleurs sont unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme de
grappe, et trés aromatiques, forment des racemes de petite taille al'aisselle des feuilles.
On distingue les fleurs femelles des fleurs males gréace a leur couleur, vert jaunatre pour les
femelles et rouge foncé pour les méles.
D’aprés Somson (1987), la plante est dioique :
= Lafleur femelle Q: aun calice comportant 3 ou 4 lobes et un 1 ovaire de 3 carpelles
concrescents et 3 stigmates arqués en dehors.
* La fleur mile J: a un calice comportant 5 sépales au fond duquel sont insérées 5
étamines, afilets courts soudés a la base et anthéres rouges, tétragones.
= Laformuleflorale: 5S+ 5 E+ 3C.
e Fruit: est une baie globuleuse de 2 a 3 mm, monosperme, remplie par nucléole de la
méme forme, d’abords rouges puis noirs a la maturité (Abdelwahed et al., 2007 ; Char ef,
et al., 2008 ; MoreD. et White. J, 2005)
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Figure 2 : Description botanique du Pistacia lentiscus. (Belfadel, 2009)
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[.3. Systématique et noms ver naculaires

|.3.1. Classification systématique
La systématique du Pistacia lentiscus a été décrite par emberger et al, (1989) comme suit :

Régne: Plantae, (végétal)
Embranchement : Spermaphyte
Sous-embranchement : Angiosperme
Classe: Magnoliopsida
Ordre: Sapindales.
Famille: Anacardiaceae.
Genre: Pistacia.

Espece: Pistacia lentiscus

|.3.2. Lesnomsver naculaires

En langue anglaise, on peut trouver les noms vernaculaires suivants : Mastic et chios mastic
tree (Garnier et al.,, 1961). Par ailleurs, on retrouve en langue francaise plusieurs
denominations tels que: Arbre au mastic, pistachier lentisque, restringe lentisque d’espagne
(Garnier et al., 1961).

Pour la langue arabe, les noms vernaculaires les plus répandus sont : Drew, darw (Baba-
Aissa, 1999), ou Sareys (El beyrouthy, 1999) tandis que pour le berbéere : amadagh, et le fruit
se dénomme Tidekt (Baba-Aissa, 1999) ; et il se dénomme en dialecte local dans larégion de

Jijel (Algérie) : tro ou troo.

[.4. Origine

Pistacia lentiscus est largement distribuée dans les écosystemes extrémes du bassin
méditerranéen, notamment dans les régions ensol eill ées a basse atitude, et constitue, avec les
myrtes et les cistes, d’immenses broussailles appelées maquis.

C’est une espece thermophile trés vigoureuse prospérant dans tous les terrains secs et arides et
sur les sols en friches ou sa souche repousse abondamment et drageonne facilement (Bhouri
et al., 2010).
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Le lentisque se rencontre dans toutes les parties chaudes de la méditerranée de 1’Europe, de
I’Asie, de I’ Afrique jusqu’au Canaries (Al-Saghir, 2006).
En Algérie, Pistacia lentiscus est trés répandue dans tout le littorale et le bassin de la

soummam, les régions sub-littorales et jusqu’au Sahara (Belhadj, 2002).

|.5. Constituants chimiques

Comme d’autres plantes du genre Pistacia, le lentisque contient des centaines de substances
chimiques actives. L’analyse phytochimique de la composition chimique des feuilles indique
la présence de composés phénoliques a savoir les acides phénoliques notamment 1’acide
gallique et ses drivés glycosylés, les flavonoides dont les flavones (luteoline) (Djeridane et
al., 2007; Lépez-Lazaro, 2009), (le tricine et chysoérol), les flavonols (le myricétine, la
quercétine et le kaempférol), des hétérosides (I’orientine, 1’isoorientine, la vitexine et la
rutine) et des anthocyanins (delphinidin 3-O-glycoside et cyaniding 3-O-glucoside)
(Benhammou et al., 2008; Hamlat et Hassani, 2008), mais auss des tannins (Wei et al.,
2002; Addelwahed et al., 2007; Rogosic et al., 2008).

En outre, il a éé rapporté que les parties aériennes sont extrémement riches en monoterpenes,

tels que le myrcene, a-pinene, Terpinen-4-ol, limonene, longifolene, B-caryophellene, D-
germacrene, &-caryophyllene, &-cadinéne, a-cadinol, - bisabolene, B -bourbonéne et oxide
de caryophylléene (Castola et al., 2000; Amhamdi et al., 2009) mais aussi B-pinéne ,a-
phellandréne, sabinéne, para-cymene et y-terpinéne (Castola et al., 2000; Fernandez et al.,

2000; Dogan et al., 2003; Duru et al., 2003; Benhammou et al., 2008; Gardeli et al.,
2008).

De méme, les fruits sont aussi riches en tannins, en monoterpénes (myrcene, a-pinene et
limonene) (Baba-Aissa, 1999; Castola et al., 2000), en flavonoides et les dérivés de galloyl
incluant galloyl-glucosides, ellagitannins et acide galoyl-quinic (Bhouri et al., 2010) et en
acides phénoliques, notamment 1’acide gallique (Addelwahed et al., 2007). On trouve aussi

les acides gras insaturés comme 1’acide oléique et linoléique (Charaf et al., 2008).
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La résine d’odeur forte, en forme jaune qui est obtenue par incision du tronc est formée de 80
a 90% d’acide magticique et de 10 & 20% de masticine (Garnier et al., 1961). L’huile
essentielle de mastic est un liquide incolore, d’odeur balsamique trés prononcée, cette essence
est formeée principalement de a-pinene et de B-cymene (Castola et al., 2000) et triterpenoides
(Assimopoulou et al., 2005).

|.6. Utilisation

Le lentisque est une plante exsude qui se spécifie par 1’utilité de toutes ses parties (feuilles,
écorces, graines et résines), elle est utilisée, soit par voie interne, en transcutanée soit en
diffusion (Dogan et al., 2003; Ljubuncic et al., 2005; Delille 2007).

1.6.1. Utilisation thérapeutique traditionnelle

Pistacia lentiscus est connue pour ses propriétés médicinales depuis |'antiquité.

La décoction des racines séchées est connue pour son efficacité contre 1’inflammation
intestinale et d’estomac ainsi que dans le traitement de 1’ulcére (Ouelmouhoub, 2005).

Par ailleurs, la partie aérienne de Pistacia lentiscus est largement utilisée en médecine
traditionnelle dans le traitement de I'hypertension artérielle gréce a ses propriétés diurétiques
(Scherrer et al,. 2005). En plus, les feuilles sont pourvue daction anti-inflammatoire,
antibactérienne, antifongique, antipyrétique, astringente, hépato-protective, expectorante et
stimulante (Kordali et al,. 2003). Elles sont également utilisées dans le traitement d’autres
maladies telles que I’eczéma, infections buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse, maux
de téte, ulcéres, maux d'estomac, asthme et problémes respiratoires (Said et al,. 2002).

Par ailleurs, la résine obtenue de Pistacia lentiscus est connue par son effet analgésique,
antibactérien, antifongique, antioxydant, antithérogenique, expectorant, stimulant, diurétique
et spasmolytique (Abdel Rahman et Soad, 1975; Magiatis et coll, 1999; Dedoussis et coll,
2004; Prichard, 2004).

En Algérie, les feuilles sont méachées puis appliquées sur des blessures, ses fruits, employés
contre les irritations (Baba-Aissa, 1999). Quant aux huiles essentielles, elles sont utilisees
dans le traitement des troubles respiratoires (Tounes et al., 2008).
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|.6.2. Utilisationsindustrielles

Cette espece présente un intérét économique particulier du fait que les huiles essentielles
extraites a partir des feuilles et des rameaux sont utilisées dans la parfumerie, en alimentation
et en para-pharmacie (Longo et al., 2007 ; Amhamdi et al., 2009).

Pour la résine de Pistacia, elle est utilisée dans certains mélanges de cosmeétiques et de
parfumeries; mais aussi comme ingrédient de matériau de remplissage en dentisterie et en
production de dentifrice; car elle posseéde, entre autre, la propriété de purifier 1’haleine,

blanchir les dents et traiter les problemes de gingivites (Dogan et al., 2003).
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I1.1.Généralités

Les résidus agro-alimentaires ont longtemps éé considérés comme une aubaine
nécessitant soit leurs traitements ou bien leurs minimisations en raison des effets
environnementaux induits par leur présence. De nos jours, les déchets aimentaires

représentent une source de neutraceutiques précieuses (Schieber et al., 2001).

Toutefois, le terme "sous-produits alimentaires’ est plus utilisé parmi la communauté
scientifique pour tenir compte de leur potentiel comme source pour des applications diverses.
Par exemple, des phénols et des caroténoides a partir de sous-produits de fruits peuvent étre
appliqués comme agents de conservation des aliments naturels ou de boisson, pouvant
prolonger la durée de vie du produit en retardant le rancissement et la formation de saveurs
(Oreopoulou et Tzia, 2007).

D’autre part, la pectine pourrait étre utilisée comme agent gélifiant dans la confiserie ou bien
remplacant sous forme de graisse dans les produits carnés (Galanakis et al., 2010). Quant aux
fibres insolubles dans I’eau (a savoir I’hémicellulose) ; ils sont en mesure d'améiorer la
régulation intestinale (Rodriguez et al., 2006).

En régle générale, les résidus issus de la transformation des fruits et des |égumes renferment

des teneurs importantes d’antioxydants et de fibres aimentaires.

On peut citer le genre Citrus étant parmi la plus grande récolte de fruits dans le monde entier
et des substrats comme les sous-produits de citron ont éé appliqués pour la production de la
pectine et des flavonoides (narirutin) en méme temps (Kim et al., 2004; Masmoudi et al.,
2008).

La peau d’orange a également été utilise pour la récupération des flavonoides (a savoir
1I’hespéridine), les huiles essentielles et les caroténoides (Chedea et al., 2010; Di Mauro et
al., 1999; Farhat et al., 2011). D’autres sources de caroténoides ont été identifiées comme les
pelures de carottes, la purée de tomates et de sa peau (Chantaro et al., 2008; Strati et
Oreopoulou, 2011).
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I1.2. Techniques d’extraction des composés bioactifs issus desrésidus agr oalimentaires

La littérature rapporte plusieurs études concernant 1’extraction de composés bioactifs a
partir des résidus de I’industrie agro-alimentaire a 1’aide de plusieurs techniques d'extraction.
Il est important de noter que chaque technologie requiert son évaluation vis-avis de chague
matiere premiere séparément afin d’aboutir a un rendement optimal avec des colts plus ou
moins économiques (Patsioura et al., 2011; Galanakis, 2013; Galanakiset al., 2014).

[1.2.1. Extraction par solvant

En générd, les résidus de I’industrie agro-alimentaire représentent des sources importantes
des composés a haute valeurs gjoutées tels que les polyphénals, les caroténoides. L’extraction
par solvant se présente comme une technique pratique ou le solvant constitue un support
physique pour transférer des molécules entre les différentes phases (a savoir solide, liquide et
vapeur).

Par exemple, les phénols sont facilement solubilisés dans des solvants protiques polaires tels
gue des mélanges hydro-alcooliques. En effet, les différentes fractions peuvent étre obtenues
en faisant varier la concentration d’alcool sur la base de la polarité. En pardlée, les
caroténoides (a savoir lycopéne de la tomate) sont en général hydrophobes et lipophiles,
préférant ainsi des solvants aprotiques polaires ou non polaire comme 1’acétate d'éthyle ou
I’acétone. Dans ce cas, le solvant doit étre complétement éliminé de 1’extrait pour que ce

dernier soit utilise dans des produits alimentaires (Galanakis, 2012).

Au-dela du solvant utilisé, d'autres facteurs sont importants pour 1’efficacité d'extraction. Par
exemple, la taille des particules impliquées dans le cas d'une extraction solide/liquide, le

rapport solvant/solide (S/F) et |'utilisation de plusieurs cycles d’extraction.

Diankov et al., (2011) a rapporté que I'extraction des ressources naturelles antioxydants de
zestes de citron est plus rapide avec un rendement plus élevé en utilisant une taille de

particule de 1 au lieu de 2 mm.

Rajha et al., (2014) a également conclu que la diminution de lataille des particules augmente
la teneur en composés phénoliques totaux dans les extraits obtenus a partir de résidus de jus
deraisin. En outre, une augmentation de |'éthanol et le rapport eau / échantillon a entrainé une

diminution de lateneur en composés phénoliques dans | es extraits.
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Lorsque Stamatopoulos et al., (2014) ont trouvé qu’une taille de particules inférieure a 0,2

mm diminue le rendement d'extraction des polyphénols de feuilles d'olivier blanchies.

Ce resultat a été attribué au fait que les petites particules ont tendance a s’agglomérer ce qui
rends la pénétration du solvant plus lente. En effet, la succession de plusieurs cycles
d'extraction pourraient augmenter de maniére significative le rendement des polyphénols
(Galanakis, 2012; Tsakona et al., 2012).

[1.2.2. L’extraction par |'enzyme combinée avec de’acide ou |'alcali

L'application des enzymes au cours des processus d'extraction est devenue de plus en plus
populaire en raison de leur aptitude a améliorer le rendement en composés cibles. Ces
enzymes agissent sur la paroi cellulaire des déchets végétaux, ce qui augmente la perméabilité
de la paroi cellulaire et permet de faciliter le lessivage des composants cellulaires de haute

valeur gjoutée comme les pigments.

Dans I’industrie du jus de raisin et de jus de fruits (traitement des baies), de la peau ou de
I’écorce, les résidus sont trés riches en anthocyanes pouvant étre récupérés a partir en utilisant
du méthanol/eau acidifié. Son application avant le traitement enzymatique permet d’améliorer
I’efficacité de I'extraction de ces pigments. Les complexes enzymatiques les plus éudiés
concernent Pectinex BES3-L (pectinesterase, pectinelyase, hémicellulase...), Vinozyme C

(pectinase ...), e Vinozym G (pectinelyase, polygalacturonase,...) (Munoz et al., 2004).
11.2.3. Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes est une technique récente développée dans le but de
réduire le temps d’extraction, de diminuer la consommation de solvants, d’augmenter le

rendement en extraction et d’améliorer la qualité des extraits (Chemat et al., 2013)

Plusieurs études utilisant 1’extraction par solvant assistée par micro-ondes « Microwave-
assisted solvent extraction » (MASE) pour la récupération des déchets alimentaires ont été

rapportées dans le tableau suivant (Tableau 11):
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Tableau |: Certaines applications de micro-ondes pour le recouvrement des composés précieux des résidus agro-alimentaires

Déchet alimentaire

compose cible

Rendement (Compose cible par extrait total)

Références

Graines
Vitisvinifera

total des poly phénols (TP)
o- diphénols (OD)
Total desflavonoides (TF)

Aspirateur micro-ondes hydro diffusion et gravité (VMHG)
500 W pour 500 g de matériel végétal (LW / g)

TP: 108,3 gallique mg équivalent acide/ g

OD: 47,0 galligue mg équivalent acide/ g

TF : 47,2 catéchine mg équivaent / g

DPPH piégeant une capacité de 78,6 ml d'extrait / mg DPPH

(Alessandro et al., 2010)

Oignon jaune
cepa L.) déchets

(Allium

Quercétine total

662,27 mg / 100 g de déchets secs
DPPH piégeant capacité avec IC50
lavaleur de 4,39 mg/ mL

(Humaet al., 2011)

398,95 mg de |'acide gallique équivaent / g

caféfiltré Polyphénoles totale DPPH piégeant capacité avec IC50 (Pavlovic™ et al., 2013)
Lavaleur de 3,75 mg/ ml
déchetsde pépinsderaisin Tﬁéﬁoﬂﬁgr?ﬁgﬁsot 4 des TP. 82.7 mg/g
(Vitisvinifera) phenoliq TF: 52.6 mg/g (Dang e al., 2013)
flavonoides (TF) Total pro TPA: 30.7 mg/
anthocyanidines (TPA) T 9
couennes de fruits Pectine 25,79 g de pectine seche pour 100 g de C. (Prakash et al., 2014)

Citrullus lanatus

|anatus déchets de couennes de fruits

Déchetsissusde:

Contenu (gallique mg équivalent acide / kg de matériel frais) :

- Asperges: 245 + 16

- asperges A Baiano et al., 2014
- cauliflower fotal des composes - Cauliflower: 486 + 8 ( )
- cderi phénoliques o
L, - Céeri: 155+ 13
- chicorée
- Chicorée: 392 + 32
- Exprimée en g/ 100 g passion écorces de fruits
peluresdefruits (passiflora Pectine - L'acidenitrique: 13 (Seixas et al., 2014)

edulisf. flavicarpa)

- Acideacétique: 12,9
- Acidetartrique: 18.2
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Dans ce cas, |'énergie des micro-ondes est utilisée pour produire le mouvement et la rotation
des dipbles moléculaires, ce qui provoque un échauffement rapide du solvant ou de
I'échantillon, ou les deux.

Les principaux exemples comprennent le total des composés phénoliques a partir de déchets
végétaux (Alessandro et al, 2010; Baiano et al, 2014; Pavlovic' et al, 2013) et de la pectine
(Prakash et al, 2014; Seixaset al, 2014).

[1.2.4. Vapodistillation et hydrodistillation

Laditillation par lavapeur est un processus utilisé pour la récupération des composeés volatils
des matrices inertes et complexes, solide ou liquide, utilisant la vapeur saturée ou surchauffée

comme agent de séparation et d'énergie (Cerpa et al., 2008).

Elle se présente comme la méthode la plus utilisée pour obtenir une huile essentielle a partir
de sources naturelles. Ces huiles essentielles sont utilisees comme additifs alimentaires, les
arbmes naturels et / ou des agents de conservation, et dans le domaine cosmétique et
pharmaceutique, en raison de leur antimicrobienne remarquable, un antioxydant, et des

propriétés anti-inflammatoires (Imelouane et al., 2009;).

Peu d’études ont exploré I’extraction d’huile essentielle a partir de déchets d’agrumes par
diffusion de vapeur d'eau seule ou en combinaison avec une autre technique, comme les
micro-ondes. Le limonéne (un hydrocarbure monoterpéne) est le composant le plus abondant
présent dans I'huile essentielle extraite de peaux d’agrumes et ayant des propriétés
antibactériennes (Farhat et al., 2011; Yang et al., 2009).

Le tableau suivant montre que les rendements de la diffusion de la vapeur seule sont
comparables a ceux réalisés en combinaison avec une technique plus colteuse et complexe

(comme |'extraction sous micro-ondes) pour récupérer I'huile essentielle a partir d'agrumes.
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Tableau I1: Certaines applications de la distillation a la vapeur sur le recouvrement des

composés précieux de déchets alimentaires

» o Conditions .
Résidus Composecible o Rendement (%) Références
opérationnelles
Distillation MAD: 042 +
accélérée par 0.02%
micro-onde HD: 0.39 £ 0.02%
La peau
_ (MAD) MAD: 76.7%
d'orange Huile (Ferhat et al.,
_ _ _ _ 1000 W, 100°C, HD: 78.5%
(Citrussinensis essentielle ) 2006)
) 30 min
L.Osbeck) Limonéne R
Hydrodistillation
(HD) — 2L of
water, 180 min
Didtillation par la | MSD: 1.54%
vapeur de micro- SD: 1.51%
Lapeau Huil onde (MSD) — MSD: 94.88%
uile
d'orange . 1000 W, 100°C, SD: 95.03% (Farhat et al.,
_ _ _ essentielle .
(Citrussinensis ) . 12 min 2011)
Limonene o
L.Osbeck) Didtillation par la
vapeur seche
(SD) —40 min

(MAD): Microwave accelerated distillation (MSD): Microwave steam distillation (SD): Dry steam distillation
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Notre travail a été effectué ausien des laboratoires de Centre de Recherche

Scientifique et Technique en Anayses Physico-Chimiques (CRAPC), ingtitut de recherche a
Bou Ismail, Algérie, et les tests microbiologique ont été effectués au niveau de laboratoire
d’hygiéne de wilaya de BLIDA durant une période de 6 moins allant de 1 Mars jusqu’a 1
Septembre 2016.

[11.1. Matériel

111.1.1. Matériel végétal

L’objectif de cette éude étant la valorisation des résidus des fruits de lentisque
(Pistacia lentiscus) issus de la production de I’huile. Les baies mires de Pistacia lentiscus ont

été récoltées en novembre 2015 dans les régions aux environsimmédiat de 1’oued djendjen de

larégion de Taher, située a I’est de Jijel (Algérie).

Figure 3: Résidus des fruits de Pistacia lentiscus
[11.2. Méthodes:

[11.2.1. Protocole d’extraction des métabolites secondair es

Dans cette étude, une quantité de 800g de matériel vegétal est mise a macérer a
température ambiante dans du méthanol. Cette macération est répétée 3 fois avec
renouvellement du solvant chaque 24 heure. Aprés concentration a une température
n’excédant pas 35°C, I’extrait MeOH est dilué avec de I’eau distillée.

Cette derniére subi des extractions successives de type liquide-liquide en utilisant des

solvants de polarité croissante en commencant par le CHCls, puis I’AcOEt et en dernier le n-

buOH avec des quantités de 3x250mL (Figure 5).
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Les trois phases organiques ainsi obtenues (CHCI3, AcOEt et n-buOH) sont séchées, puis

filtrées. Apres, elles sont concentrées a sec sous pression réduite.

Nous remarquons I’obtention de cristaux : une couche de produits tapissant la paroi de
I’ampoule a décanter apres 1’extraction avec le CHCl3. Ils sont insolubles dans le CHCI; et
solubles dans le MeOH.

Pour la suite, nous nous sommes intéressés seulement a I’extrait au CHCl .

Figure 4. Laséparation des phases de type liquide-liquide par des solvants de polarité
croissante. A. Extrait CHCIs. B. Extrait AcCOEt. C. Extrait n-buOH.
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Matiére végétale
800g

e Macération afroid dansle MeOH,
répétée 3 fois (24h)
e Filtration

A 4

Extrait méthanolique

e Concentration non a sec (t = 35°C)
¢ Dilution avec de H,O distillée.

e Extraction par du CHCl; (x3)
e Décantation

A A 4

[ Phase aqueuse ] [ Phaseorganique]

e Extraction par de I’ACOEt (x1)

e Décantation Concentration at = 35°C
\ 4
v v )
[ Phase aqueuse } [ Phase organique ] Extrait chloroforme
o Extraction par _
Le n-butanol (x3) e Concentration at = 35°C
e Décantation
A\ 4
\4
Phase Phase
aqueuse organique

I
l' Concentration a 60°C

Extrait n-butanol

Figure5: Différentes étapes d‘extraction et de séparation des phases issus de 1’extrait
méthanolique des résidus des fruits de Pistacia lentiscus
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[11.2.2. Séparation des métabolites secondaires de I’extrait chloroforme

L’extrait au CHCI; est soumis a des fractionnements successifs par différentes méthodes

chromatographiques conduisant al’isolation des mol écules pures.
[11.2.2.1. Chromatographie sur couches minces (CCM)

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de gel de cet extrait, nous
avons procédé a des tests CCM de gel de silice pour choisir le meilleur systéme d’éution.
Pour cette étape, plusieurs systemes solvants ont été testés. Nous avons choisi ceux qui

donnent les meilleures séparations (migrations).
Lessystemestestés:

Dichloroforme/ acétone (9:1) (6 :1)

Ether de pitrol / méthanol (3 :1)
Dichloroforme / méthanol (9 :1)

L e systeme chais :

Dichloroforme / méthanol (9 :1)

Couvercle en verre - / |
I front de I'éluant
Cuve —»|
plaque CCM —»
. H
r / iy
constituants du mélange]”|
x ¥ ligne de dépot
A
éluant —p

dépot du mélange

Figure 6: Schéma représentatif du dispositif delaCCM.
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[11.2.2.2. Fractionnement sur colonne de I’extrait chloroforme

Un premier fractionnement de I’extrait CHCIl3 de Pistacia lentiscus 6g a éé réaisé par
chromatographie d’adsorption sur une colonne de gel de silice de granulométrie la plus fine
(0.04mm - 0.063mm). Dans notre cas, la colonne utilisée a les dimensions suivantes :

diamétre = 2,4cm / hauteur = 43cm / Volume exacte de la colonne = 194cm? (Figure 7)

Préparation dela colonne

Un mélange homogeénéisé de la silice et du chloroforme est versé lentement dans la colonne
pour que 1’adsorbant qui se dépose progressivement forme une couche homogene de 40 a
41cm de hauteur. L’extrait sec au CHCI3 est dissout dans de |’acétone et est mélangé a une
petite quantité de gel de silice, I’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu’a
obtention d’une poudre homogeéne. Cette poudre est déposée sur une colonne de gel de silice,
préparée dans le dichloroforme. La masse de silice utilisée correspond approximativement a
30 fois le poids de I’extrait a séparer (180g). L’élution a été réalisée par du dichloroforme
enrichi progressivement en MeOH.

Le robinet de la colonne est alors ouvert et le solvant s’écoule lentement pour favoriser le
tassement de 1’adsorbant car le remplissage doit étre le plus homogéne possible et exempt de

bulles d’air.

Eluant

—IHELR

Colonneg — ™

Cronlon

Figure 7: Schéma représentatif du dispositif de la chromatographie sur colonne.
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Les fractions obtenues sont ensuite évaporées a sec a 1’aide d’un évaporateur rotative
(Rotavapor) ; puis ces fractions recueillies sont regroupées suivant la similitude de leur profil
CCM de gel desilice (visualisées alalumiere du jour et sous lampe UV a 254 et 365 nm).

L essystemestestés

Chloroforme/ acétone (3:2) (3:1) (10:1) (9:1)
Dichloroforme/ acétone (3:1) (4:1) (6:1) (9:1)
Cyclohexane/ acétone (1:1) (2:1) (3:1) (3:2)
L e systeme choisi:

Cyclohexane/ acétone (3 :2)

[11.2.3. Identification des composés majoritaires danslesfractions

Dans cette étude, nous avons pu réaliser 1’identification de plusieurs fractions a 1’aide
de I’analyse chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM) muni
d’une banque de données de spectres SM facilitant ’identification des composés présents
dans ces fractions. Cette technique est réservée a 1’analyse de molécules aisément
vaporisables et thermiquement stables, c’est-a-dire en premiére approximation de composés
de poids moléculaires faible a moyen. Dans la présente éude, les conditions opératoires
d’analyse utilisées sont représentées au tableau 11

Tableau |11 : Conditions opératoires des analyses en CG/SM

- Nom dela méthode HE-DN 5M S

- Température I njecteur 250°C

- Mode d’injection Split 80:1

- Volumeinjecté 0.2 uL

- Type Colonne DN-5-MS

- Dimensions longueur 30 m, diamétre interne 0.25 mm, épaisseur film 0.25 um

- Phasestationnaire 5% phényle, méthyle polysiloxane

- Températuredu four 60°C pendant 8 min, pallier °C/min jusqu’a 250°C, isotherme pendant 10
min

- Temps d’analyse 113 min

- Gaz vecteur Héium pur

- Débit GV 0,5 mL/min

- Mode d’analyse (détecteur de masse) Scan (de 35 4550)

- Solvant utilisé Heptane

- Délai du solvant 3.5min

- Température de ’interface 280°C

- Type d’ionisation : Impact éectronique

- Intensité du filament 70 eV

- Type de I’analyseur de masse Temps de vol
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111.2.4. Etude de Pactivité antimicr obienne des extraits de Pistacia lentiscus

L’étude de I’activité consiste atester les effets antimicrobiens des extraits aprés évaluation par
I’aromatogramme. Ceci a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé ; suivant
les recommandations de NCCLS (National Commitee For Clinical Laboratory Standards) et
recommandé par I’OMS (Organisation Mondiale de la Sant¢é), en utilisant des disques stériles

de 9mm.
Principe de la méthode de diffusion sur milieu gélose:

La méthode consiste a déposer un disque en papier absorbant de 09 mm de diametre
imprégné de la substance a tester sur une boite de gél ose ensemencée de culture microbienne

aétudier.

Cette substance au cours de I’incubation diffuse sur la surface de la gélose a partir du disque
et un gradient décroissant de concentration s’établit autour du disque donnant a la fin de

I’incubation un halo clair autour du ce dernier ; c’est la zone d’inhibition

Le diamétre de la zone d’inhibition exprimé en mm est proportionnel a I’efficacité de
I’activité antimicrobienne de 1’échantillon

» Souches microbiennes:

Les bactéries, levures et moisissures utilisées sont représentées dans letableau 1V.

Tableau IV : Origine et références des souches testées.

L es souches micr obiennes Origine Gram Provenance
Klebsiella pneumoniae ECBU - o
Citrobacter freundii Eau - ECBU et les germes h9§p| ElE
_ (laboratoire d’hygiéne
Proteus vulgaris Eau - Blida)
Serratia spp. Eau -
Bacillus cereus ATCC 6633 + laboratoire d’hygiéne (Blida).
Staphylococcus aurueu ATCC 25923 + |aboratoire de
Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853 - microbiologie de I'hopital
Escherichia coli ATCC 25922 universitaire (Frantz Fanon)
Candida albicans ATCC2091

Saccharomyces cervisiae Miel

Aspergillus Niger
ATCC: American Type Culture Collection

laboratoire d’hygiene (Blida).
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> revivification des souches bactériennes

Lapurification se fait par I'ensemencement de ces souches sur des milieux spécifiques qui ont
été ensemencés par la méthode des stries afin d’obtenir des colonies isolées pourront servir a

préparer I’inoculum bactérien.

» Préparation des suspensions bactériennes:

- A l’aide d’une pipette pasteur stérile, racler 2 a3 colonies bien isolés et identiques a partir
d’une culture pure de 24 heures d’incubation sur milieu d’isolement.

- Diluer dans 05 ml d’eau physiologique stérile a 0.9 %.

- 1l faut noter que I’inoculum bactérien peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est
trop faible, soit de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort, et il doit étre ensemencé

dans les 15 minutes qui suivent sa préparation.

» Ensemencement

- Tremper un écouvillon stérile dans une suspension bactérienne déja préparée.

- L’essorer en le passant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube afin de le
décharger au maximum.

- Frotter ’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosé, seche, de haut en bas, en stries
serrées.

- Répéter "opération deux fois, en tournant la boite 60° a chaque fois sans oublier de faire
pivoter 1’écouvillon sur lui-méme, a la fin de I’ensemencement on passe 1’écouvillon sur
périphérigue de la boite de Pétri.

- Il faut recharger 1’écouvillon a chaque fois, dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites

» Préparation desextraitsatester

A T’aide d’une micropipette, on préléve un volume de chaque extrait ou fraction préparée et

furent dissous dans du diméthylsulfoxide (DM SO) (1%).

Notes: Les volumes additionnés sont:

e Pour les extraits : deux concentrations (200mg ; 500mg) ont été testées pour les extraits
MeOH, CHCI; et celui d’AcOEt.

e Pour lesfractions: une seule concentration de 100mg a été testée
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> Dépbt desdisques:

- A l’aide d’une pince stérile, nous avons préevé a chaque fois un disque stérile. Ce dernier
est imbibé avec 1’extrait en mettant seulement en contact le bout du disque avec I’extrait.
Celle-ci est absorbée progressivement jusqu’a imprégnation totale de tout le disque.

- Nous avons déposé les disques sur la surface du milieu de culture.

- Desrépétions ont été réalisées pour chagque essai.

- Les boites sont ensuite mises a incuber a I’étuve a 37°C pendant 24h pour les bactéries et

25°C pendant 48h pour les champignons.

» Expression desreésultats
A la sortie de I’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo
translucide autour du disque, identique a la gélose stérile, dont le diametre est mesuré a 1’aide

d’un pied a coulisse (y compris le diamétre de disque de 9 mm).







1V.1. Rendement d’extraction :

Les rendements d’extraction des différents solvants a partir des résidus de fruits obtenus par la

méthode sélectionnée pour la présente étude sont rapportés dans e tableau suivant:

Tableau V: Rendements des extraits

Matiére végétative Extraits Masse (g) Rendement (%)
Chloroformique 6,7452 0,84
800g Acétate d’éthyle 3,5309 0,44
n-butanol 3,1210 0,39

D’apres les résultats obtenus (tableau V), I’extrait CHCI3; de Pistacia lentiscus représente le
rendement le plus élevé (0,84 %), ceci peut étre attribué au fait que la grande majorité des
composés de ces résidus sont solubles dans 1’acide CHCI; et ce qui signifie sa richesse en
composes apolaires et que la majeure partie des composés de 1I’extrait MeOH des résidus des
fruits de Pistacia lentiscus se retrouvent dans I'extrait aqueux CHCIl3 suivi par I’extrait
AcOEt qui représente un rendement de (0,44%) et pour I’extrait n-buOH on a enregistré un
rendement de (0,39%).

Nous constatons aussi d’apres nos résultats que les extraits apolaires (CHCI3 et AcCOEt) ont

donné des proportions é evées en comparai son avec les extraits polaires (n-buOH).

Selon nos résultats nous remarquons que le rendement des extraits des résidus fruits de
Pistacia lentiscus est acceptable, cela est di a la richesse des fruits en composés extractibles.
Selon Maha Hafez, (2010) la nature de 1’organe utilisé dans 1’extraction de I’huile essentielle

et les extraits influence son rendement et sa composition chimique.




IV.2. Fractionnement de I’extrait chlorofor mique

Nous avons réalis¢ un fractionnement de 1’extrait par chromatographie sur colonne de silice.

L’éluent utilisé qui donne la meilleure séparation est composé de dichloroforme / méthanol

(9:1).
/ Lalumiére uv uv \

du jour 254nm 365nm

CH,Cl,/ MeOH (9 Zl)

\

Figure 8 : Chromatogramme de I’ECHCI; par |e systéme dichloroforme / méthanol (9:1).

Les fractions chromatographiques de 1’extrait CHCL3 ont été séparées par CCM, ont été

visualisées alalumiére du jour et sous lampe UV a 254 et 365 nm.

Le développement de la CCM commence par le choix de la phase mobile de séparation. Un

systéme solvant a éé utilisé qui donne la meilleure séparation c’est le systéme cyclohexane /

acetone (3:2)
/ La uv uv \
lumiére

254nm 365nm

du jour

CGH 12/ C3Heo (3 12)

Extrait CHCL 3 Extrait ACOEt

NG »

Figure 9: Chromatogramme des deux extraits CHCl; et ACOEt par le meilleure

systéme cyclohexane/ acétone (3:2).




Chapitre IV : Résultats et discussions

L es chromatogrammes obtenus sont présentés dans lafigure ci-apres:

lalumieredu jour

UV 365nm

Cyclohexane/acetone
(3/2)

UV 254nm lalumieredu jour UV 254nm UV 365nm
Cyclohexane/acetone Cyclohexane/acetone Cyclohexane/acetone Cyclohexane/aceto Cyclohexane/acetone
(312) (3/2) (3/2) ne (3/2) (312)

28 29 30 31 32

28 29 30 31 32

28 29 30 31 32

33 34 3 36 3I7

33 34 35 36 37

FlLF2 B M FL F2 F3 F4 FIL F2 F3 F4 23 24 25 26 23 2425 26 23 2425 26
Cyclohexane/acetone Cyclohexane/acetone Cyclohexane/acetone Cyclohexane/acetone Cyclohexane/acetone Cyclohexane/acetone
(3/2) (32) 3/2) (3/2) 312) s

33 34 3 3637

Figure 10: Chromatogramme de différentes fractions issues de 1’extrait CHCl;




Chapitre IV : Résultats et discussions

Selon la figure (10) ; Les fractions recueillies sont regroupées suivant la similitude de leur

profil chromatographique sur couches minces de gel de silice donc nous avons recherché les

déférents lots testés qui migrent au méme niveau et sont séparées dans le méme ordre en

révélant différentes taches, donc le profil chromatographique de ces lots est remarquablement

similaire ou presque identique.

D’apres cette

présentées ci-dessous :

comparaison des chromatogrammes, nous avons récupéré 18 fractions

Tableau VI: Résultats du fractionnement de 1’extrait CHCl3 par la chromatographie sur

colonne.

Lots Fractions | Systéme d’élution Lots Fractions | Systéme d’élution

50ml 50ml

CH2CI2% | MeOH% CHCl% | MeOH%
1-8 Fi 98 2 38-43 Fio 90 10

9-12 F 98 2 44-54 Fi1 85 15
13-15 Fs3 98 2 55-64 Fi2 75 25
16-19 Fa 98 2 65-68 Fis 50 50
20-22 Fs 98 2 69 Fia 50 50
23-26 Fe 98 5 70-72 Fis 0 100
27-30 F 95 5 73 Fis 0 100
31-33 Fs 95 5 74-81 Fi7 0 100
34-37 Fo 90 10 82-88 Fis 0 100

IV.3. Identification par GC-MS:

La composition chimique des extraits et des fractions été établie par chromatographie en

phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse GC/MS.

Interprétation sur le spectre de masse GC-MS a été réalisée en utilisant la base de données du
National Standard Institute et de latechnologie (NIST).

Les tableaux et les chromatogrammes suivants résument 1’ensemble des composés identifiés

ainsi que leurs proportions.




» Extrait CHCI3:
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Figure 11: Chromatogramme GC/MS de1’extrait CHCI3

Tableau VII: Proportions des composés majoritaires de I’extrait CHCL3

TR ) Formule airede
_ Nom du compose MM Prob% _
min brute pic %

Acide pentadécanoique, 14-méthyl-
28.520 o 270 Ci7H340, 97 20.555
, ester méthylique

Acide 9,12-octadécadiénoique,
31.764 o 294 Ci9H3402 99 25.465
ester méthylique, (E, E)-

acide 6-octadécénoique, ester
o 296 Ci19H3602 99 53.980
méthylique
31.875

Acide 8-octadécénoique, ester
o 296 C19H3602 99 53.980
méthylique

TR : Tempsde Rétention ; Prob : Probabilté; MM : Masse Moléculaire

L'analyse GC-MS a fourni différents pics déterminant la présence de trois composés
phytochimiques différents a savoir 1’acide pentadécanoique , 14-méthyl-, ester méthylique
(20.555%) ; l'acide 9,12-octadécadiénoique, ester méthylique, (E, E)- (25.465%) et nous

avons trouvé de méme indice de similarité (99%) avec acide 6-octadécénoique, ester

méthyligque et 1’acide 8-octadécénoique, ester méthylique (53.98%).




Chapitre IV : Résultats et discussions

|dentification desfractions:

> F1
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Figure 12: Chromatogramme GC/MS de lafraction F1
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Tableau VIII : Proportions des composés mgjoritaires de la fraction F1

T
40 .00

T
45 .00

_ Formule Prob | airede
TR min Nom du compose MM _ _
moléculaire % pic %
acide 7-hexadécénoique, ester
20.844 _ 268 C17H3,0, 99 0.380
méthylique, (2)-
21.037 | acide hexadécénoique, ester méthylique 270 C17H305 97 1.680
acide 8,11-octadécadiénoique, ester
22.714 o 294 Ci1oH340, 99 1.105
méthylique
acide 9-octadécénoique (2) -, ester
22.767 _ 296 C19H360, 99 9.653
méthylique
23.456 | 9,17-octadécadiénal, (Z) - 264 CigH3,0 93 12.389
23.596 | acide oléique 282 CigHz40, 89 3.481
23.760 | 9,12-octadécadiénoique (Z, Z) - 280 CisH3,0, 92 0,866
23.881 | 9,17-octadécadiéndl, (Z) - 264 Ci1gH3,0 91 9.750
23.948 | acide oléque 282 Ci8H3402 95 27.418
24.811 | 9,17-octadécadiéndl, (Z) - 264 CigH3,0 91 3.002
24.888 | 9,17-octadécadiénal, (Z) - 264 CigH3,0 95 13.859
25.529 | 9,17-octadécadiéndl, (Z) - 264 CigH3,0 93 16.176
27.510 | 9,12-octadécadiénoique (Z, Z) - 294 CioH340, 91 0.239

TR : Tempsde Rétention ; Prob : Probabilté MM : Masse Moléculaire




Chapitre IV : Résultats et discussions

Anaysedelafraction F1 par GC-MS apermis I'identification de 7 composés différents. Liste

des identifiés sont présentés dans le tableau VI1II. Les principaux composés détectés dans la

fraction F1 étaient acide 7-hexadécénoique, ester méthylique, (Z)- (0.380%); acide

hexadécénoique, ester méthylique (1.680%); acide 8,11-octadécadiénoique, ester méthylique
(1.105%); acide 9-octadécénoique (Z) -, ester méthylique (9.653%) ; 9,12-octadécadiénoique
(Z, 2) - (1.105%) suivi par 2 composes majoritaire 1’acide oléique (30.899%) et 9,17-
octadécadiénal, (Z) - (55,176%).
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Figure 13: Chromatogramme GC/MS de lafraction F2
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Tableau I X : Proportions des composés majoritaires de lafraction F2

TR ) Formule Prob | airede
. Nom du compose MM o _
min moléculaire % pic %
Acide pentadécanoique, 14-méthyl-,
21.035 o 270 Ci17H3402 97 12.130
ester méthylique
acide 9,12-octadécadiénoique (Z, Z) 4.535
o 294 Ci9H3402 98
-, ester méthylique
22.707 : —
acide 9,12-octadécadiénoique, ester 4.535
o 294 Ci9H3402 98
méthylique, (E, E)-
acide 9-octadécénoique (Z) -, ester
o 296 C19H3602 99 45,447
méthylique
22.751 | _
acide 7-octadécenoique, ester
o 296 Ci9H3602 99 45,447
méthylique

TR : Tempsde Rétention ; Prob : Probabilté, MM : Masse Moléculaire




Nos résultats a permis identifié 3 composes majoritaire , I'ester méthylique d'acide a savoir
deux composés acide 9-octadécénoique (Z) -, acide 7-octadécénoique, ester méthylique de
méme indice de similarité (99%) suivi par acide pentadécanocique , 14-méthyl-, ester
méthyligue se sont révélés étre important dans cette fraction de 45.447% et 12.13% de surface
de pic, respectivement et contient aussi avec méme IS (98%) acide 9,12-octadécadiénoique
(Z, Z2) -, ester méthylique et acide 9,12-octadécadiénoique, ester méthylique, (E, E)-
(4.535%).
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Figure 14: Chromatogramme GC/MS de lafraction F3




Tableau X : Proportions des composés majoritaires de lafraction F3

TR Formule | Prob | .
. Nom du compose MM o airedepic %
min moléculaire| %
6.966 | 2-hepténd, (Z) - 112 C/H120 64 3.276
Tétrahydrofuran-2-one, 5- [1-
17.796 186 CioH1803 91 25.068
hydroxyhexyl] -

2-cyclohexene-1-one, la4-
20.003 | hydroxy-3, 5,5-triméthyl-4- (3- 222 Ci3H1803 86 3.334
oxo-1-butényl) -

acide hexadécénoique, ester

21.034| 270 C17H340, 93 2.515
méthylique
9-octadécénoique (Z) -, ester

22750 296 Ci9H3602 %! 2.678
méthylique

acide 9-hexadécénoique, ester
24871 268 Ci7H30, 52 3.18
meéthylique, (2)-

TR : Temps de Rétention ; Prob : Probabilté, MM : Masse Moléculaire
Les résultats ont révélé que la présence de 6 composés, un COMPOsSEé majoritaire

Tétrahydrofuran-2-one, 5- [1-hydroxyhexyl] - (25.068%) et 5 constituants mineurs ont
également été identifiés comme: 2-cyclohexéne-1-one, la 4-hydroxy-3,5,5-triméthyl-4- (3-
oxo-1-butényl) - (3.334%) 2-hepténal, (Z2) - (3.276%); acide 9-hexadécénoique, ester
méthylique, (Z)- (3.18%) ; 9-octadécénoique (Z) -, ester méthylique (2.678%) et acide
hexadécénoique, ester méthylique (2.515%)
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Figure 15: Chromatogramme GC/MS delafraction F9




Tableau XI : Proportions des composés mgjoritaires de lafraction F9

RT Formule airede
. Nom du compose MM . P% _
min moléculaire pic %
16.924 | E-2-tétradécén-1-ol 212 C14H 280 83 5.141
acide 9-octadécénoique (Z) -, ester
22.625 o 296 | CigH30: 70 | 3.858
meéthylique de
22.654 | 9,17-octadécadiénal, (Z) - 264 CigH3,0 95 | 25.856
acide heptadécanoique, 16-propénoate de Ci19H3305
22.895 298 93 | 6.851
méthyle

TR : Tempsde Rétention ; Prob : Probabilté; MM : Masse Moléculaire

L’analyse chromatographique de la fraction F9 a permis d’identifier 4 composés. 9,17-
octadécadiénal, (Z) - se représente la majorité des pics identifiés (25.856%) suivi par 3
constituants mineurs sont 1’acide heptadécanoique, 16-propénoate de méthyle (6.851%) ; E-2-
tétradécén-1-ol (5.141%) et acide 9-octadécénoique (Z) -, ester méthylique de (3.858%).

Selon les profils chromatographiques des fractions (F5, F6, F8, F10, F16 et F17) (annexe I1)

Nous ne marguons aucun résultat.

La comparaison de ces résultats avec ceux trouvés dans la littérature a montré quelques
différences au niveau des composes majeurs constituant de I'huile essentielle des fruits de
Pistacia lentiscus et du pourcentage des différents constituants identifiés a partir leurs résidus.
La plupart des composés identifiés ont été signalés a posséder des activités biologiques

intéressante, ces activités sont indiqués dans le tableau (annexe 1)




IV.4. Résultat de I’activité antimicrobienne :

L’activité antibactérienne des extraits de Pistacia lentiscus et les fractions de 1’extrait CHCl5
effectué par la méthode aromatogramme a été réalisée sur plusieurs souches microbiennes.
Au total, 06 bactéries a Gram - et 02 & Gram+ ainsi que 03 champignons (02 levures et 01

moisissure) ont été utilisées lors de ce screening.

Les résultats de ce test antimicrobien sont différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a
un autre. La variation de 1’activité antimicrobienne des extraits expliquent les variations de

leurs compositions chimiques.

A noter que le diametre du disque (9 mm) a été inclus dans le calcul du Diamétre de la Zone
d’Inhibition (DZI). Comme cela a été rapporté dans la littérature, nous avons considéré qu’un

extrait a une activité antibactérienne si son diameétre d’inhibition est supérieur a (10mm).

(Ponceet al., 2003).
> Résultats desdifférents extraits:

Les résultats de 1’activité des extraits sont rapportés successivement dans le tableau, et leurs

aspects sont illustrés dans les figures 16, 17, 18, 19et 20.

Tableau XI1: Résultats de I’activité antibactérienne |es extraits des résidus desfruits de

Pistacia lentiscus

Extraits ACOEt n-buOH MeOH CHCL;
Souche Concentration des extraits (mg/ml)
bactériennes

200 500 200 500 200 500

E. coli 12 20 15 _ _ _ —

P. aeruginosa 20 22 16 _ _ 15 18

: K. pneumoniae 15 17 14 _ _ _ -

(% C. freundii 17 21 15 _ _ _ —

Serratia spp. 15 18 _ _ _ _ _

Proteus vulgaris 16 18 _ _ _ _ _

+ B.cereus 13 18 12 12 17 _ _

(% S aureus 12 13 16 19 20 13 15

(-) : aucune zone d’inhibition




Chapitre IV : Résultats et discussions

Extrait ACOEt 200mg/s
Pseudomonas

Figure 16: L’effet de I’extrait ACOEt des résidus des fruits de Pistacia lentiscus sur : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Citrobacter freundii et Serratia spp.




Chapitre IV : Résultats et discussions

Extrait ACOEt 200i

Staphylococcu Extrait ACOEt 500mg/ml .

Staphylococcu

.

Figure 18: L’effet de I’extrait MeOH des résidus des fruits de Figure 19: L’effet de I’extrait CHCI3 des résidus des fruits de
Pistacia lentiscus sur : Staphylococcus aurueus et baccillus cereus Pistacia lentiscus sur : Staphylococcus aurueus
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Extrait n-but

Keudomonas aeruginosa
' neumo ” ~ Citrobacter freund
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Figure20: L’effet de I’extrait n-buOH des résidus des fruits de Pistacia lentiscus sur: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,

Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, Saphylococcus aurueus et baccillus cereus




D’apres les résultats montrés dans le tableau, on remarque que toutes les bactéries sont
sensibles a I’extrait AcOEt. Le plus grand diamétre de la zone d’inhibition est enregistré par la
souche Pseudomonas aerogenosa (22mm), suivie par Citrobacter freundii (21mm),
Escherichia coli (20mm) et Serratia spp, Proteus vulgaris et baccillus cereus enregistrée

méme DZI (18mm) dans la plus grande dose (500mg\ml).

Nous avons constat¢ que l'augmentation de la concentration s'est accompagnée d’une

augmentation significative du diameétre de la zone d’inhibition.
L’extrait n-buOH a montré une activité inhibitrice sur la majorité des souches bactériennes.

En termes de diamétre de la zone d’inhibition, 1’extrait n-buOH est le moins actif que I’extrait
ACOEt, ce qui confirme le faible pouvoir antibactérien de cet extrait, donc |’efficacité optimal
d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif principal, mais a 1’action combinée
(synergie) de différents composée de 1’origine de cet extrait (Essawi et Srour, 2000), pour
celal’activité d’un extrait est probablement due a la présence de synergie entre un nombre de
composants, qui lorsqu’ils sont séparés deviendraient inactifs individuellement (Rios and
Recio, 2005).

Les analyses des résultats montrent que 1I’extrait MeOH inhibe seul les grams +, suggérant
gue l'activité observée est le seul effet de I'extrait MeOH, comme rapporté par Meral et
Karabay (2002) qui ont démontré que le méthanol pur ne présente aucun effet inhibiteur sur
la croissance bactérienne. Cette activité antibactérienne de 1’extrait MeOH est peut étre

attribuée principalement a ses constituant majoritaires.

En revanche, les bactéries sont légérement moins sensibles a I’extrait CHCL3;, nous
remarquons que Pseudomonas aerogenosa est la plus sensible a 1’extrait CHCL3 avec un
diamétre d’inhibition de (18mm), suivi de Staphylococcus aureus (15mm) avec une

concentration 500 mg/ml.

Tous les extraits ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes testées ce
qui confirme que le résidu des fruits de Pistacia lentiscus est doué de propriétés

anti microbiennes.
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» Reéaultatsdesfractions:

Apres fractionnement 1’extrait CHCL3, ont montré une petite amélioration de I’activité au

niveau de leurs fractions résultantes.

Les fractions issues des extraits CHCL3; se sont montrées plus actives que leurs extraits

correspondants sur ces souches testées, ce qui signifie que 1’activité initiale observée avec

leurs extraits n’est pas due a un effet synergique.

Nous rapportons dans le tableau les diameétres des zones dinhibition des fractions de I’extrait

CHCL 3 aux souches microbiennes testées.

Tableau X111 : Résultats de 1’activité antibactérienne des fractions des résidus des fruits de

Pistacia lentiscus

Les fractions (= F, = Fs Fs Fs Fo | Fio | Fis | Fir
E.coli 25 14 13 . _ _ 18 . .

P. aerogenosa 18 27 13 _ _ _ _ _ _

g K.pneumoniae | 11 11 11 _ _ _ 11 _ _
o | C freundii 12 12 12 _ _ _ 12 _ _
Serratia 12 12 12 _ _ _ 12 _ _
Vulgarice _ _ _ _ _ _ _ _ _

N B. cereus _ _ 12 _ _ _ 14 _ _
5 S. aureus _ _ _ _ _ _ _ _ —_

(-) : aucune zone d’inhibition
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Figure 21: L’effet des fractions de I’extrait CHCI3 des résidus des fruits de Pistacia lentiscus
sur Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ,Citrobacter freundii , Klebsiella pneumoniae et

Bacillus cereus

Les fractions F1, F2, F3 et F9 ont été les seules fractions actives issues du fractionnement de
I’extrait chloroforme des résidus des fruits, puisqu'elles ont montré un effet inhibiteur

significatif sur la croissance des bactéries.
D’apres I’ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que :

F1 et F9 sont plus efficace vis-a-vis d’E.coli avec des diametres d’inhibition respectifs de

25mm et 18mm.




P. aerogenosa est la plus sensible a la F2 avec un DZI de (27mm) puis a la F1 avec un DZI

de (18mm).

La haute résistance constatée de P. aeruginosa peut ére due a sa membrane externe
particuliére et a sa capacité de métaboliser un éventail composeé organiques (Ferhat et al.,
2010).

Les souches C. freundii, Serratia spp et K. pneumoniae ont manifesté une résistance relative
vis-avis des fractions F1, F2, F3 et FO malgré les faibles zones d’inhibitions observées (12,
12, 11) mm respectivement, en revanchent elles sont totalement inactive vis-avis de Proteus

vulgaris.

Une absence totale de I’activité est observée dans le cas des fractions F1, F2, F3 et FO vis-&
vis de I’ensemble des souches bactériennes gram + testées, a I’exception de B. cereus qui

montre une sensibilité moyenne 14 et 12mm chez le F9 et F3 respectivement.
> Résultats de I’activité anti fongique des extraits:
Les résultats de I’activité anti fongique des extraits sont regroupés dans le tableau

Tableau X1V: Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits de I’activité anti fongique

Extraits AcOEt n-buOH MeOH CHCl;
Concentration des extraits (mg/ml)
200 500 500 200 500 200 500
Candida albicans 22 23 13 _ _ _ _
Saccharomyces cerevisiae 25 25 15 _ _ _ _
Aspergillus braziliensens _ _ 14 _ _ _ _

() : aucune zone d’inhibition




Chapitre IV : Résultats et discussions

Figure 22: L’effet des extraits ACOEt et n-buOH des résidus des fruits de Pistacia lentiscus

sur Candida albicans et Saccharomyces cerevisiae

Pour les résultats obtenus en aromatogramme, les souches fongiques demeurent les plus
sensibles a I’action inhibitrice des deux extraits ACOEt et n-buOH. Saccharomyces cerevisiae
est le plus sensible a I’action inhibitrice de 1’extrait ACOEt avec un DZI égal a 25 mm, suivi
par Candida albicans avec un DZI égal a 23mm. Aspergillus braziliensens est résistante a
I’action inhibitrice de 1’extrait ACOEt et sensible a I’action inhibitrice de 1I’extrait n-buOH

avec un DZ| de 14mm.

Les deux extraits MeOH et CHCl3 ne possedent aucun pouvoir inhibiteur avec les souches

fongiques malgré qu’on ait augmenté la concentration des extraits.
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» Résultats de ’activité anti fongique desfractions:

Les résultats de 1’activité anti fongique des fractions sont résumeés dans le tableau ci-aprés :

Tableau XV: Diamétres des zones d’inhibition (mm) des fractions de ’activité anti fongique

F1 )

Fs

Fs

Fe

Fe

Fo

Fio

F16

F17

Candida

albicans

Saccharomyces

cerevisiae

Aspergillus
braziliensens

(-) : aucune zone d’inhibition

D’apres les résultats obtenus, toutes les fractions ne possédent aucun pouvoir inhibiteur avec

les souches fongiquestestées ce qui signifie que I’efficacité optimal peut ne pas étre due a un

constituant actif principal, mais a I’action combinée (synergie) de différents composée.




[V.5. Discussion générale de I’activité antimicrobienne

Dans la présente ¢tude, nous nous sommes intéressés a [’évaluation de [Dactivité

antimicrobienne et de la phytochimie des résidus des fruits de Pistacia lentiscus L.

Les résultats montrent que les extraits ayant induit une importante zone dinhibition sur les

souches correspondantes.

Les extraits AcOEt et n-buOH ont été efficaces vis-avis des Gram+ et des Gram-, avec une
activité importante contre P. aeruginosa et C. freundii, et une activité plus au moins
importante contre les autres souches, ceci montre que les molécules responsables de 1’activité

sont plus extractibles par I’ACOEt et n-buOH que par les autres solvants.

Cette activité peut étre déterminée par 1’effet d’un seul composant ou par effet synergique ou

antagonique de divers composants (Deba et al., 2008)

Les autres souches microbiennes se sont révé ées résistantes dans chacun des extraits CHCl3
et MeOH. Cela s’explique soit par I’absence des molécules fortement antimicrobiennes soit
par la faible capacité des composés antibactériens, présents dans les différents extraits, a
diffuser de maniere uniforme atravers |'agar (Rauha et al., 2000), soit due a une modification
des propriétés de la substance responsable de 1’activité en présence d'autres composés de
I'extrait (Pereira et al., 2007 ; Estevinho et al., 2008), aboutissant a une combinaison de
deux composants actifs (majeur ou mineur) agissant en synergie (Figueiredo et al., 2010 ;
Nenaah, 2010).

Selon nos résultats, B.cereus et S. aureus sont les souches les plus sensibles a la plupart des
extraits étudiés. Zaika (1988) et Ali Shtayeh et al., (1988) ont affirmé que les bactéries a

Gram+ sont plus résistantes aux extraits végétaux qui les bactéries a Gram-.

La différence dans la structure de la paroi bactérienne joue un réle important dans la
susceptibilité des bactéries (Shan et al., 2007 ; Tian et al., 2009). Selon plusieurs auteurs, les
bactéries Gram- ont une membrane externe constituée de lipopolysaccharides (LPS) qui limite
la diffusion des composés hydrophobes (Yoda et al., 2004 ; Tian et al., 2009 ; Lacombe et
al., 2010). De plus, le périplasme contient des enzymes capables de détruire les molécules
étrangeres introduites de ’extérieur (Klanénik et al., 2010), ce qui rend ces bactéries
généralement moins sensibles aux extraits de plantes que les bactéries Gram+ (Chan et al.,

2007 ; Estevinho et al., 2008 ; Samec et al., 2010).




D’autre résultats sont confirmés par de nombreuses expériences (Cosentino et Tuberoso,

1999, De-Billerbeck, 2002) ayant montre que les bactéries a Gram— sont plus résistant aux
extraits végétaux que les bactéries a Gram+.

La différence d’activité entre les fractions pourrait s’expliquer par la nature des molécules
contenues dans chacune d’elles.
Les congtituants des fractions de I'analyse phytochimique pourraient donc étre mis a profit

comme agent antimicrobien puissant.

Acide pentadécanoique , 14-méthyl-, ester méthylique, I'ester méthylique d'acide palmitique
possede des propriétés antioxydant, antifongique et antimicrobienne (Bashir et al., 2012).

Les antibactériennes et antifongiques propriétés de acide 7-octadécénoique, ester méthylique
(Al-Shammariaet al., 2012).

Acide 8-octadécénoique, ester méthylique est efficace comme antioxydant et
antimicrobienne.

L'acide oléique peut étre responsable de D’activité antibactérien (Awa et al., 2012). Le
composé acool insaturé, 9,17-octadécadiéna, (Z) -, est rapporté que la propriété
antimicrobienne (Rajeswari et al., 2012).

Acide hexadécénoique, ester méthylique (I'ester méthylique d'acide palmitique) présentait un
large spectre d'activités biologiques et peut étre utilisé comme antimicrobienne, antifongique,
Antioxydant, hypochol estérolémiants et nématicide (Hema et al., 2011).

Toutefois il faut indiquer que la différence d’activité entre 1I’extrait CHCI3 et ces fractions est
également liée a la concentration du principe actif. Ceci permet de comprendre que les
fractions bien qu’elles contiennent plus de composés avec des concentrations élevé en

principe actif en comparaison avec I’extrait CHCl3

Par ailleurs, I’absence d’effet bactérienne sur les différentes souches testées pourrait étre du

soit alarésistance de celles-ci ou bien a I’insuffisance de la concentration utilisés.

De tels résultats qui ont été rapportés pour la plupart des extraits étaient probablement du ala
méthode d'extraction et/ou aux solvants utilisés (Eloff, 1998 ; Majheni¢ et al., 2007 ;
Pesewu et al., 2008 ; Salama et Marraiki, 2010), au matériel végétal et/ou aux différentes

souches bactériennes étudiées (Eloff, 1998 ; Pesewu et al., 2008), a la tolérance intrinseque




des microorganismes et a la nature des composés phytochimiques présents dans ’extrait (Aqil
et Ahmad, 2003) et aux différentes méthodes de vérification de 1’activité antibactérienne
(Lindberg et al., 2004 ; Landete et al., 2008).

Dans notre étude, 1’évaluation de 1’activité antifongique révele une faible activité antifongique
vis-&vis Aspergillus braziliensens mais une activité plus importante vis-a-vis des deux
especes Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae chez les extraits ACOEt et n-buOH, ce
qui laisse supposer 1’existence d’un ou plusieurs principes actifs aux propriétés antifongiques.
Toutes les fractions ne possédent aucun pouvoir inhibiteur avec les souches fongiques testées

ce qui signifie que I’activité antifongique due al’action synergie de différents composée.

En généraité, Les variations dans la composition et dans la structure chimique de ces
composes conduisent a des effets aux sites d’action différents dans leur action

antimicrobienne (Savoia, 2012).







Conclusion générale

Conclusion générale

Le présent travail avait pour but 1’étude phytochimique et biologique des extraits issues des

résidus des fruits de Pistacia lentiscus.

L’objectif était d’apporter des éléments pour la validation de certaines propriétés des résidus
étudiées, 1’identification de leurs principes actifs et la mise au point d’évaluation des activités
antimicrobienne. Ce travail est une contribution a la valorisation des résidus agro-alimentaires

en vue de leur application dans les domaines de la santé et de 1’alimentation.

L'extraction est une éape cruciale pour la valorisation des principes actifs, pour cela la
préparation des extraits des résidus des fruits est réalisée suivant une macération et
I’extraction successive de type liquide-liquide par des solvants de polarité croissante.

Le plus fort rendement a été obtenu avec 1’extrait chloroformique avec de pourcentage 0,84
%, suivi de I’extrait ACOEt 0,44%. L’extrait n-buOH a donné le plus faible rendement avec
0,39%.

L’extrait chloroforme est soumis a des fractionnements successifs par différentes méthodes

chromatographiques conduisant al’isolement des mol écules pures.

L’identification CG/SM menée sur les fractions de I’extrait chloroformique a permis de
caractériser les principaux composés d'acides gras qui semblent avoir des effets protecteurs
pour la santé humaine. IIs ont des constituants une bonne source alternative de composition
chimique, tels que Pentadecanoic acid, 14-methyl-, methyl ester ; Hexadecanoic acid, methyl
ester ; 8,11-Octadecadienoic acid, methyl ester ; 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester ;
9,17-Octadecadienal, (2)-; acide oléique; 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl ester ;
9,12-Octadecadienoic acid, methyl ester, (E,E)-; 7-Octadecenoic acid, methyl ester. Ces

principes actifs majeurs possédent diverses activités biologiques parmi agent antimicrobien.

Concernant 1’activité antimicrobienne, les résultats indiquent que toutes les bactéries testées
sont sensibles a I’extrait acétate d’éthyle et 1’extrait n-but a montré une activité inhibitrice sur
la majorité des souches bactériennes, en revanche que 1’extrait MeOH inhibe seul les grams +
et I’extrait CHCL3 possédent une activité antimicrobienne sur Pseudomonas aerogenosa et

Saphylococcus aureus.



Conclusion générale

En outre, Les fractions F1, F2, F3 et F9 ont é&é les seules fractions actives issues du
fractionnement de ’extrait chloroforme des résidus des fruits, puisqu'elles ont montré un effet

inhibiteur significatif sur la croissance des bactéries.

D’autre part, 1’évaluation de 1’activité antifongique révéle une faible activité antifongique vis-
avis Aspergillus brazliensens mais une activité plus importante vis-a-vis des deux espéces

Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae chez les extraits AcOEt et n-buOH

D’une fagon générale, la plus part de nos extraits et nos fractions ont une activité
antibactérienne qui varie d’une souche a une autre qui due aux variations dans la composition

ou laprésence de synergie entre un nombre de composants.

L’ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de I’évaluation des
résidus des fruits de Pistacia lentiscus. Mais ces résultats ne constituent qu’une ébauche dans
le domaine de recherche des antimicrobiens naturels, il serait donc intéressant d'étendre
I'éventail des tests antimicrobiens ainsi que I’isolement et la caractérisation des composés
actifs dans les différents extraits en vue d’identifier les différentes molécul es responsables des

différentes activités biologiques de ce résidu.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antimicrobienne des

extraits de ce résidu.
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Annexe I

Appareillage, verrerie

e Appareillage

- Agitateur

- Autoclave

- Bainmarie

- Baance de précision

- Becbunsen

- Etuve

- Hotte aflux laminaire avec lampe UV

- Incubateur bactériologique (25°C, 37°C)
- Réfrigérateur

- Rotavapor

e Vererie

- Ansedeplatine

- Béchers

- billesdeverre

- Boitesde pétri stériles de 90 mm de diamétre
- Burette

- Disques d’aromatogramme stériles 9mm (Schleicher & Schuell Ref ; 321260)
- Ecouvillons stériles

- Eprouvettes

- Erlenmeyer

- Fioles

- Flacon avec bouchon

- Micropipette

- Pied acoulisse

- Pipettes graduées stériles

- Pipettes pasteurs

- Seringues



Spatule inox
Tubes a essai

e Solutionset reéactifs
Acétate d’éthyle
Acétone
Chloroforme (CHCl5)
Cyclohexane (CgH12)
Dichloroforme
Ethanol (C,HeO)
Ether de pitrol

L’cau distillée

L’eau physiologique
M éthanol

N-butanol
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Annexe 11

Abundance
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Figure 23: Chromatogramme GC/MS des fractions F5, F6, F8 et F10




Annexe ITT

Tableau XVI: L'activité biologique des composes phytochimiques identifié dans I’ extrait CHCl3 des résidus des fruits de Pistacia Lentiscus

Nom de composé

Natur e de composé

Activitésbiologiques

références

Acide pentadécancique, 14-méthyl-, ester | I'ester méthyligue d'acide | Antioxydant, antifongique, antimicrobienne Bashir et al., 2012
méthylique palmitique
Acide 9,12-octadécadiénaique, I'ester | Acide gras polyinsaturé Hypocholestérolémiants, nématicide, antiarthritique, | Baumgard et al., 2000

méthylique de (E, E) -

acide 9,12-octadécadiénoique (Z, Z) -, ester
méthylique de

Acide gras polyinsaturé

hépatoprotecteur, antiandrogéne,  antihistamine,

antiandrogénes, anticoronaire

acide 7-octadécénoique, ester méthylique

Ester méthylique de D’acide

oléique

Antibactérienne, antifongique

Eloff et al.,, 2008 ; Okwu et
Ighodaro, 2012 e Al-
Shammariaet al., 2012

Acide 8-octadécénoique, ester méthylique

Ester méthylique de D’acide

oléique

Antioxydant, Antimicrobienne.

Activity source: Dr. Duke's
Phytochemical and Eth
nobotanical Database

acide 9-octadécénoique (Z) -, ester méthylique

Ester méthylique de 1’acide

oléique

Antioxydant, anticancéreuse

Syeda et al., 2011 et Hema et
al., 2011

Acide 9,12-octadécadiénoique (Z, Z) -

Acide gras polyinsaturé

anti-inflammatoire, anti arthritique

Jones, 2002

Acide oléique Acide gras antibactérien Awaet al., 2012

9,17-octadécadiénal, (Z) - Aldehyde antimicrobienne Rajeswari et al., 2012

Acide hexadécénoique, ester méthylique l'ester ~méthylique d'acide | Activité antimicrobienne, antifongique, Antioxydant, | Hema et al., 2011; Ha et al.,
palmitique hypocholestérolémiants, nématicide 1990 et Zheng et al., 2005

9-hexadécénoique acide, ester méthylique de | l'ester méthyligue dacide | antioxydant Prabhadevi et al., 2012

(2)

palmitoléique




