Ministeére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université BLIDA 1
Faculté des sciences de la Nature et de la Vie
Département de biotechnologies

.b
Mémoire de fin d’étude en vue de ’obtention du diplome de Master académique

Filiere : Sciences Agronomiques

Option : systemes de production agro écologiques

Theme

Evaluation du pouvoirantimicrobien des extraits
de pistachier lentisque (Pistacialentiscusl.)

Presenté par :

Missoume fella Boudjellouli selma

Devant le jury compose de :

Mme Bouchnek MCB U. Blida 1 Présidente
Mme Bradea professeur U. Blida 1 Examinatrice
Mme Benrbiha professeur U. Blida 1 Promotrice
Mme Oukara Maitre de recherche INRF Co-promotrice

2018-2019



Remerciement :
Avant toute chose, , je remercie Dieu, le tout puisant, pour m ‘avolr donné la ﬁrce et la patience.

Nombrewx sont qui ont contribué d une facon ou d'une autre 2 [ aboutissement de ce travail. Nos

remerciements vont en particulier 4 :

Mme benrabiha. notre promotrice, prg%sseure a lUniversité saad dahleb blida 1, que nous [a
remercions vivement pour son soutien, ses conseils préc[eux et ses critiques qui nous ont aidés au sein du

laboratoire.

Nous désirons exprimer notre pmﬁﬁnde et vive reconnaissance a notre, Mime CO-PROMOTRICE
Mme Oukara, qui a mis toute sa competence a notre dégposz'z‘[on, pour ces directives et Conseils jua’[czém

et pour son sutvi .

Nous voudrons aussi exprimer toute notre gratitude et nos remerciements & tous les Mme bouchenak.
FN. Maitre assistante A & [ Université saad dahleb blid 1, que nous remercions pour nous avoir fait

[ honneur de présider ce jury.

Mme stela Maitre assistant A & [Université saad dahleb blida s, pour avolr accepter d'examiner ce

travail.

Mes remerciements vont e‘:ga/e‘menf a l'encontre de toute personne qui a participé de Prés ou de loin
4 la réalisation de ce travail, _Je ne saurats remercier (ct les personnes dont [a collaboration a été essentielle
pour [a véalisation de certaines élapes de ce tra Va[//'e cite Spéczé/emem‘/l/lme bentoura Siham, Mr f#&rﬁé
Mme mekhbate, My ramdane, My abdervahmane , mme savmoum radia qui nont laissé aucun eﬁrf

pour venir 4 mon Hl'd&

Nous remercions e(’ga/emem‘ tous les membres de laboratoire de [aboratoire d ’/zyg[éne blida @1’ nous ont

bea ucoup aidés a réaliser ce travail dans des bonnes conditions Emp/oyés existés pendanf le travail






Dédicace

Je dédlie cette thése Aux étres les plus chers : Mes parents,
A MON PERE

Mon plus haut exemp le et mon modele de persévérance pour aller toujours de
Pavant et ne _} amais baisser les bras. Pour son enseignemen’c continu a m"mculquev
les vraies valeurs de la vie et pour ses précieux consei[s._]’espére que cette these sera

a la hauteur de tes attentes et qu’e“e soit l’accomplissemen‘c de tous tes eﬁbrts
A MA MERE

Pour son aﬁfection, sa patience, sa compréhension, sa disponibilité, son écoute

permanente et son soutien sans égal dans les

moments les p[us diﬁ‘tci[es de ma vie.

La o je suis arrivée auj ourd’hui c’est & vous MES CHERS PARENTS que je le dois,

que Dieu vous garde.
A toute ma famiue

A mes amis et co“égues : ’ooudje”ou[i selma, manel, hadjer, haoger, hanane,

naziha, nesrine, kenza, naziha, wissem

Fella



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail & : A mes parents Aucun hommage ne
pourrait étre a [a hauteur de lamour Dont ils ne cessent de me combler.

Que dieu leur procure bonne santé et longue vie.

A mes seeurs Zahra et Zouloeyda

A mes ﬁréves Abdellah Ahmed et Mohammed

A toute LA fami“e Boud_j ellouli et Matmar,
et mes amis,
A mon bindme Missoum Fella et toute la famille. Et & tous ceux qui ont
contribué de pres ou de loin pour que ce projet soit possib le, Jevous dis

merct.

SELMA



Résume :

Pistacia lentiscus est une plante médicinale appartenant a la famille des Anacardiaceae,

utilisée depuis longtemps dans la médicine traditionnelle Algérienne.

Ce travail s’inscrit dans la perspective d’une évaluation qualitative et quantitative de
I’activité antibactérienne in vitro des ‘extraits des feuilles de Pistacia lentiscus vis-a-vis des
souches bactériennes associées a plusieurs pathologies humaines. On a commencé notre

travail par I’extraction des extraits de Pistacia lentiscus.

Le pouvoir antibactérien des extraits ethanolique, méthanolique et aqueux a été étudié
par la méthode de diffusion en milieu solide, sur des souches bactériennes de références. De
plus, ’activité antifongique des extraits de Pistacia lentiscus a été évaluée sur des levures

(Candida albicans) et sur des champignons (Penicilium sp).

L’extrait aqueux a montré une activité antibactérienne plus élevé sur Bacillus cerieus a

une concentration 30 mg/ml avec une zone d’inhibition presque de 18 mm.

L’extrait méthanolique a montré une activité antibactérienne plus élevé sur

Staphylococcus aureus a une concentration 120 mg/ml avec une zone d’inhibition de 16 mm.

L’extrait éthanolique a montré une activité antibactérienne plus élevé sur Bacillus

cerieus a une concentration 120 mg/ml avec une zone d’inhibition presque de 12 mm.

Les trois extraits (aqueux, éthanolique, méthanolique) n’ont pas une activité

antifongique sur Candida albicans et penicillium sp .

L’effet antimicrobien des trois extraits utilisé (éthanolique, méthanolique, aqueux) vis-a-vis
des souches microbiennes ATCC et cliniques est classe par ordre de sensibilité croissante :

Extrait aqueux > extrait méthanolique > extrait éthanolique

Mots clés : Pistacia lentiscus, Anacardiaceae, activité antimicrobienne, extraits.



Abstract :

Pistacia lentiscus is a medicinal plant belonging to the family Anacardiaceae, used for a
long time in the traditional Algerian medicine.

This work is part of a qualitative and quantitative evaluation of the in vitro antibacterial
activity of Pistacia lentiscus leaf extracts against bacterial strains associated with several
human pathologies. We began our work by extracting extracts of Pistacia lentiscus.

The antibacterial power of ethanolic, methanolic and aqueous extracts was studied by
the diffusion method in solid medium, on reference bacterial strains. In addition, the
antifungal activity of pistacia lentiscus extracts was evaluated on yeasts (Candida albicans)
and on fungi (Penicillium sp).

The aqueous extract showed higher antibacterial activity on Bacillus cerieus at a
concentration of 30 mg / ml with a zone of inhibition of almost 18 mm.

The methanolic extract showed a higher antibacterial activity on Staphylococcus aureus
at a concentration of 120 mg / ml with a 16 mm inhibition zone.

The ethanolic extract showed higher antibacterial activity on Bacillus cerieus at a
concentration of 120 mg / ml with a zone of inhibition of almost 12 mm.

The three extracts (aqueous, ethanolic, methanolic) do not have antifungal activity on
candida and penicillium.

The antimicrobial effect of the three extracts used (ethanolic, methanolic, aqueous) with
respect to the ATCC and clinical microbial strains is classified in order of increasing

sensitivity: Aqueous extract> methanolic extract> ethanolic extract

Key words: Pistacia lentiscus, Anacardiaceae, antimicrobial activity, extracts.
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Introduction

Introduction :

Au travers des ages, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de toutes les maladies

de I’homme est trés ancienne et évolue avec 1’histoire de I’humanité (Gurib-Fakim, 2006).

Les plantes médicinales et aromatiques ont été utilisés pendant des siecles pour traiter
les maladies humains. Les extraits de plantes étaient déja connus et utilises par différentes

civilisations (égyptien, grecs, chinoises etc.) en médecine traditionnelle.

Reconnue comme le systeme thérapeutique le plus ancien du monde, la phytothérapie
remonte aux toutes premiéres civilisations. De nos jours, la médecine par les plantes continue
de se développer en tant que médecine alternative et populaire. Malgré le formidable progres
technologiques de la médecine conventionnelle, la phytothérapie, c’est-a-dire le traitement

des maladies par les plantes, reste tres apprécier (Gladstar ,2012).

Au moins 35 000 espéces végétales sont utilisées dans le monde a des fins médicales.
Alors gue les médicaments industriels les plus importants sont produits a partir de 90 especes
environ. Les plantes sont donc la source principale de substances actives. L’organisation
mondiale de la sante estime que les plantes medecinales représentent environ 70 % des
molécules de base des produits pharmaceutiques modernes (KASPAREK et JANABI, 2001).

L’Algérie recele d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans
les régions cdtieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis
sahariennes : on y trouve plus de 3000 especes végétales. Parmi ces ressources naturelles les
plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et jouent un grand role dans
I’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents domaines : industrie alimentaire,

conserverie, pharmaceutique, et phytothérapie (Duraffourd et al. 1997).

Pistacia lentiscus L. appartenant a la famille des Anacardiaceae est 1’une des plantes
spontanées les plus répondus en Algérie. On le trouve sur tout type de sol, subhumide et
semiaride et dispersé tout au long du littoral et se développe dans divers habitats le long d’un
gradient climatique qui varie suivant le rayonnement solaire, température et précipitation
(Saadoune, 2005 ; Ait Said et al., 2011).
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Pistacia lentiscus est connue par ses propriétés médicinales depuis l'antiquité. L’huile
essentielle du lentisque est connue pour ses vertus thérapeutiques en ce qui concerne les
problémes lymphatiques et circulatoires (Hafsé et al 2015). Le lentisque est utilisé,

traditionnellement, sous forme de :

-Poudre, ou décoction, d’écorce et de feuilles pour guérir les troubles gastro-intestinaux,
traitement de 1’eczéma, la diarrhée et les infections de la gorge, et comme un puissant

antiulcéreux (Kivcak et Akay, 2005)

-Décoction de feuilles tenues pour diurétiques et emmeénagogues. -Huile extraite des
fruits, servant de liniment en cas de douleurs dorsales, conseillé pour les diabétiques, pour le

traitement des douleurs d’estomac et en cas de circoncision (Hmimsa, 2004)

Les extraits des plantes médicinales (I’extrait méthanolique, éthanolique et aqueux)
riches en composés phénoliques. Ce sont des produits naturels dotés d’une grande diversité
structurale et de propriétés pharmaceutiques intéressantes qui suscitent actuellement un grand
intérét en tant que substance a effet antiradicalaire, antimicrobien et anti-inflammatoire
(BRAVO, 1998).

C’est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés a ¢tudier une plante Pistacia
lentiscus poussant a 1’état spontané dans notre pays, et qui n’est pas fréquemment employée
par la population, dans le but de trouver de nouvelles activités antimicrobienne. Notre étude

vise deux objectifs :

v' Préparation des extraits véjgétaux (I’extrait méthanolique, éthanolique et aqueux) a
partir de feuille de Pistacia lentiscus.
v/ Evaluation qualitative et quantitative des propriétés antimicrobiennes des extraits

préparés.
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Chapitre0l : Présentation de la plante étudiée pistacia lentiscus L

1.1. Description botanique :

Pitacia lentiscus L est une plante médicinale qui se développe sur tout type de sol, dans
I’ Algérie subhumide et semi-aride (K.Arab et al.2014).

P. lentiscus L., est un arbrisseau de la famille des Anacardiacées, (DEBBABI et
al.2017).

Le pistachier lentisque ou Pstacia lentiscus L couramment appelé «s=» en arabe
local est un arbrisseau ramifié odeur résineuse forte [(Coste, (1937); More et White, 2005)].
Cette plante est particulierement représentative des milieux les plus chauds du climat
méditerranéen que 1'on retrouve en association avec 1’oléastre (olivier sauvage) (Bougherara

Merzougui, 2015). (Figure 1)

1 - Les fleurs sont brunatres et constituent des denses grappes spiciformes. Elles sont a

I’origine de petites drupes rouges, puis noires a maturité, subglobuleuses (Boullard, 2001).

Selon Tozanli (2018), fes pistachiers sont des arbustes dioiques, c’est-a-dire que les fleurs
males et femelles poussent sur des arbustes différents. Dans une pistacheraie, un male peut
féconder 7 a 8 femelles.

On différencie les fleurs femelles des fleurs males grace a leur couleur, vert jaunatre

pour les femelles et rouge foncé pour les males (Fig.03).

Etselon Les méles ont 5 petits sépales dont émergent 5 étamines rougeatres reposant sur
un disque nectarifere. Les femelles; a 3 ou 4 sépales a un ovaire supere avec un style court a 3
stigmates. La Floraison du P.lentiscus, s’étale a partir du mois de mars a mai. [Belfadel,
(2009) ; Hans, (2007)].

2 - Les feuilles sont composées paripenneées persistantes (DEBBABI et al., 2017).

3-Les branches: sont tortueuses et pressées, formant une masse serrée (Fig.04).
4-Le fruit: du pistachier lentisque est une baie globuleuse de 2 a 3 mm (Fig .03),
monosperme; d’abord rouge, puis noir a la maturit¢ (Maamari-H, 2014)

5-Le mastic : est un suc résineux qui s’écoule lorsqu’on incise le tronc de cette plante
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(Fig.03). Selon Belfadel (2009), la distillation de ce mastic fournit une essence trés appréciée
en parfumerie.

L’enracinement du P.lentiscus est puissant, a une trés grande Longévité (environ 100
ans). Il se multiplie par semis. Rejette vigoureusement de souche. Les rameaux, au moins
quand la plante est jeune, ont un géotropisme positif, d'ou le port en hémisphére surbaissée
plaquée sur le sol qu'affecte le plus souvent le Lentisque. 1l peut toutefois devenir arborescent
lorsqu'il est vieux. (IONESCO et al.1964).

Figure 01 : arbuste de Pistacia lentiscus (photo originale 2019)
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Figure 02 : feuilles avec fruit Figure 03 : mastic du Figure 04 : les feuiles et les
de P.lentiscus (belfadele P.lentiscus (belfadele 2009) branches du P.lentiscus
2009) (original 2019)

1.2. Classification taxonomique :

Selon la derniére mise a jour de la classification phylogénétique des angiospermes APG 111
(2009), le pistachier lentisque est classé de la maniére suivante :
Regne :Archéplastides

Clade : Angiospermes

Clade : Dicotylédones vraies

Clade : Noyau des Dicotylédones vraies

Clade :Rosidées

Clade : Malvidées

Ordre :Sapindales

Famille : Anacardiacées

Sous-famille : Anacardioidées

Genre :Pistacia

Espece :Pistacia lentiscus
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Noms vernaculaires :

Arabe : Darou, dherou , drou , sarisse uu w|
Kabylie (Algérie) : Amadagh Tidekt, Tidekst|
Francais : Lentisque et arbre au mastic|
Allemand : Mastixbaum)

Anglais : Chios mastic tree)

AN N N NN

Espagnol : Lentisco]

1.3. Répartition géographique :

En Algérie, le lentisque couvre une surface totale de 89 mille hectares sur une surface
forestiéres totale de 1 44 076 hectares (Tozanli ,2018).

Le lentisque se trouve dans tout le Maroc, de Tanger a I'Anti-Atlas, de la cote atlantique
a I'Algérie, sauf dans les régions désertiques. Trés rare dans les régions a climat aride. En

montagne, il est éliminé par le froid et la neige. (IONESCO et al.1964).
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Figure 05: I'aire de répartition du genre Pistacia (Belfadel, 2009)

Le pistachier lentisque a été¢ rencontré dans 1’aire du Pistachier de 1’Atlas (Forét
domaniale de MetliliM’Zaret Aicha), sur la littorale nord-est de 1’ Algérie sur une bande allant
de Bejaia jusqu’a Annaba et en se densifiant dans la wilaya de Jijel. (Tozanli ,2018), elle
ajoute que C’est une espece thermophile, indicatrice des sols maigres, en mélange avec les
plantes rustiques et xérophiles telles que : 1’Alfa, le Romarin, la Globulaire. Les peuplements
de pistachier lentisque étant davantage concentrés dans la wilaya d’Oran (plus de 40 mille ha)
et dans la wilaya de Constantine (plus de 47 mille ha). Cependant, le manque de recensement
récent des arbustes lentisques et térébinthe ne nous permet pas de faire des comparaisons pour

indiquer 1’évolution dans le temps.
1.4. Habitat et culture :

Le Pistachier lentisque est un arbrisseau qui préfere les sols siliceux et sec, il se
développe sur des sols calcaires une plante considérée comme thermophile et xérophile. C’est
une espéce indifférente aux propriétés physico-chimiques du sol mais préfere des sols a faible
concentration en phosphore et potassium conjugués avec des concentrations différentes en
carbonates de calcium et en azote (Dogan et al., 2003).

Cet arbuste n’a guere besoin d’eau et résiste trés bien a la canicule, a croissance lente
qui supporte les tailles régulieres, il apprécie une exposition au soleil ou mi-ombre. Il résiste
bien au vent et aux embruns en bord de mer. Il est également capable de résister a des

températures jusqu'a -7° C sur une courte durée (Stéphanie, 2014).
1.5. Composition chimique des feuilles du Pistacia lentiscus :

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est caractérisée par la
présence de glycosides de flavonoles comme la quercetine, myricetine, luteoline ainsi que
I’isoflavone genisteine (Romani et al., 2002; Stocker et al., 2004; Vaya et Mahmood,
2006).

D’aprés Romani et al., (2002), elle contiennent 6 a 7% du gallotannins de faible poids
moléculaire, a savoir ’acide gallique et les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3,4,5-
O-trigalloyl. L’huile essentielle représente 0,14- 0,17% du poids des feuilles de Pistacia
lentiscus. Les études phytochimiques effectuées sur les huiles essentielles obtenues a partir

des feuilles de lentisque des régions d’Alger, de Tizi-Ouzou et d’Oran ont montré la présence

7



Etude bibliographique

de longifoléne, a-pinéne, B-pinene, y-cadinene, trans-f-terpinéol, a-acomeol, y-muurolene,

Sabinene et terpinen-4-ol.

1.6. Utilisation thérapeutique et effet pharmacologique du Pistacia

lentiscus :

Pistacia lentiscus est connue par ses propriétés médicinales depuis Il'antiquité. La
partie aérienne est traditionnellement utilisée dans le traitement de I'nypertension artérielle
grace a ses propriétés diurétiques. Les feuilles sont pourvues d'activités anti-inflammatoire,
antibactérienne, antifongique, antipyrétique, astringente, hépatoprotective, expectorante et
stimulante. L’huile essentielle du lentisque est connue pour ses vertus thérapeutiques en ce

qui concerne les problemes lymphatiques et circulatoires (Hafsé et al 2015).
Le lentisque est utilisé, traditionnellement, sous forme de :

-Poudre, ou décoction, d’écorce et de feuilles pour guérir les troubles gastro-intestinaux,
traitement de I’eczéma, la diarrhée et les infections de la gorge, et comme un puissant

antiulcéreux (Kivcak et Akay, 2005)
-Décoction de feuilles tenues pour diurétiques et emmeénagogues.

elle est utilisée comme un remede d’application locale externe sous forme d’onguent

pour soigner les bralures (Bensegueni et al., 2007).

-Huile extraite des fruits, servant de liniment en cas de douleurs dorsales, conseillé pour

les diabétiques, pour le traitement des douleurs d’estomac et en cas de circoncision (Hmimsa,
2004)

-Résine, aux vertus calmantes et emménagogues (Boullard, 2001 ; Belfadel, 2009)
Autres utilisations :

> Alimentaire : le lentisque produit une oléorésine appelée mastic (gomme),
consommée dans les traditions comme chewing-gum, additif alimentaire (Dogan et al., 2003).
Dans plusieurs pays d’Orient et d’Afrique du Nord, on la mélange a de la farine et a de la pate
d’amandes pour faire une sorte de beurre considéré comme aphrodisiaque qui est dilu¢ dans le
thé (Messaoudi et al., 2017)

> Cosmeétique : fabrication de parfum, adhésif dentaire (Dogan et al., 2003).
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> Industriel : pour I’éclairage (Bonnier et Douin, 1934), préparation des

savons. (Messaoudi et al., 2017).
Chapitre 02 : Les plantes médicinales et la phytothérapie
2.1. Les plantes médicinales

2.1.1. Définition :

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs

capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Schauembery, 1977).

D'apres la Xéme édition de la pharmacopée francaise, les plantes médicinales «sont des
drogue végétales au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une partis possede des

propriétés médicinales ». (Schauembery, 1977).

2.1.2. Historique :

L’histoire des plantes médicinales est trés ancienne, elle est liée a celle de ’homme

(BabaAissa, 1999). Depuis la plus haute antiquité, les hommes se sont soignés avec les
plantes qu’ils avaient a leur disposition (Iserin, 2001), ce qui leurs a permis d’enrichir ses
connaissances des plantes, et méme de se spécialiser dans le traitement par les herbes (Baba
Aissa, 1999).
C’est au 18eme siccle que les plantes acquierent leurs identités telles qu’on les connait
aujourd’hui, a savoir un double nom indiquant le genre et I’espece (Alben, 1996).Le travail
des chimistes du XIXeme siécle va permettre une identification plus précise desagents actifs
des plantes et une meilleure définition de leurs vertus (Kothe, 2007).

2.1.3. Formes d’utilisation

Le succes d’un traitement aux plantes médicinales dépend de leur préparation (Fluck,
1977) Il existe en effet de nombreuses facons de les utiliser : fraiches ou séchées, par un usage
interne ou externe. On peut utiliser une plante seule ou un melange de plusieurs de celle-ci,

parfois méme des plantes combinées avec d’autres préparations naturelles (Thurzova, 1985).
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2.1.4. Les plantes medicinales en Algérie :

La richesse de la flore algérienne est donc incontestable, elle recéle un grand nombre
d’especes classées en fonction de leur degré de rareté : 289 espéces assez rares, 647 especes
rares, 640 espéces trés rares, 35 especes rarissimes et 168 especes endémiques (FAO,
2012).Ces plantes sont certes abondantes, mais dispersées géographiquement et ont des
potentialités de rendement faible, leur contréle est difficile, leur exploitation ne suffit pas
acouvrir les besoins nationaux de la médecine, la pharmacie et de 1’herboristerie. Ces plantes

se localisent majoritairement dans des Zones Importantes pour les Plantes (ZIP).

Une ZIP est un « site naturel ou semi-naturel présentant une richesse botanique
exceptionnelle et/ou une composition remarquable de plantes. Yahi et al, en 2010 sur la base
d'un travail bibliographique ont défini 14 ZIP en Algérie tellienne (tableau 02).La plupart de
ces ZIP se situent en zones forestieres. Deux seulement en zones humides etune derniere en
zone littorale. Aucune n’est située en zone aride, alors méme que des plantesendémiques y
sont présentes.

Tableau 02 : Les 14 ZIP en Algérie tellienne

Les ZIP Description Données floristiques

El Kala 2 Monts de la Medjerda 32 menacées, 20 endémiques
Péninsule de Monts et péninsule 38 menacées, 11 endémiques
I’Edough Bélezma

Bélezma Massif forestier 43 menacées, 12 endémiques
Chaine des Babors Massif forestier 50 menacées, 23 endémiques
Massif de I’ Akfadou Massif forestier 38 menaceées, 28 endemiques
Djurdjura Massif forestier et pelouses | 88 menacées, 40 endémiques

orophytiques

Theniet El Had Massif forestier 30 menacées, 19 endéemiques
Chréa Massif forestier et gorges 63 menacées, 22 endémiques
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Djebel Ouahch

Milieux ouverts

21 menacées, 12 endémiques

Gouraya Matorral et falaises calcaires | 17 menacées, 11 endémiques

EL Kala 1 Complexe de zones humides | 94 menacées, 20 endémiques
et littorales

Guerbes Plaine, milieu marécageux 41 menacées, 4 endémiques

Sahel d’Oran Falaises et dunes cétieres 36 menacées, 2 endémiques

11 faut toutefois rappeler que d’autres plantes poussent un peu partout sur le sol algérien

sans forcément étre répertoriées ou classées dans des zones géographiquement bien

déterminées. Par exemple, celles qui poussent dans la péninsule de Collo, les monts de

Tlemcen, la péninsule d’Arzew, le Cap Falcon, 1’Ouarsenis, le Sersou, la région d’Aflou et le

Djebel Aissa et/ou dans des domaines ou terres privées a petites ou moyennes échelles, dans

les zones steppiques et sahariennes et dans des terroirs ou les plantes aromatiques et

médicinales pas encore inventoriées,(Helene | et Valter H 2016).
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Figure 06 : La répartition géographique des ZIP (zones importantes pour les plantes) .
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2. 2.La phytothérapie :
2.2.1. Définition :

Selon Roland (2002) ; la phytothérapie est le traitement par les plantes, du grec phyton :
signifie plante et thérapea : soin, ou cure. La phytothérapie est une pratique qui est aussi
veille que I’humanité, elle s’intéresse au traitement de certaines affections (maladies) par les
plantes fraiches ou séchées ainsi que par des extraits végétaux (Ghestem et al. 2001).

2.2.2. Historique :

Dés son origine, I ‘homme a cherché a calmer ses maux et a réduire ses souffrances.
Pour cela, il a utilisé les produits immédiatement a sa portée. Le regne végétal lui fournissant
en grande partie son alimentation fut son premier champ d'expériences. Peu a peu, il a appris a
discerner les propriétés des plantes, leurs vertus, leur toxicité. Toutes les civilisations
antiques: mésopotamienne, égyptienne, chinoise, indienne, précolombienne avaient une
panoplie de remedes végétaux impressionnante. Ainsi, se constitua au fil du temps une

pharmacopée relativement développée (ANONYME, 2019).

Pendant des millénaires, l'usage pratique fut la seule voie de progrés thérapeutique, et toutes
les connaissances acquises au cours des siécles, sans réelle approche théorique ni
compréhension du mode d'action des plantes, constituent les données empiriques de la

tradition.

L'usage quotidien des plantes a permis d'observer un grand nombre de leurs effets que la
science actuelle reconnait comme bien réels. Par exemple, les propriétés calmantes de I'opium
issu du Pavot, étaient connues 4000 ans avant qu'on apprenne a en extraire la morphine qui
reste l'un des antalgiques majeurs en cancerologie. Toutes ces connaissances longtemps
restées empiriques, et que le progrés des sciences modernes a rendu plus rigoureuses,
témoignent de la pérennité de la phytothérapie (ANONYME2019).

2.2.3. Comment fonctionne la phytothérapie ?

Les plantes médicinales vont permettre de restituer les capacités du capital vital afin de
retrouver un état d’équilibre optimal. Ainsi, celles-ci sont utilisées pour soulager de nombreux

troubles : certains problemes de peau (acné, cicatrisation), les troubles digestifs, les troubles
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du sommeil, les maux de téte, 1’arthrose, le rhume, le stress, 1’anxiété, la fievre, les
douleurs...(Anonyme, 2019)

Selon les phytothérapeutes, tous les individus possédent un capital vital qui permet a
I’organisme de rester en bonne santé. Or, ce capital peut étre perturbé par certains facteurs
externes comme le stress, une mauvaise alimentation... ce qui serait a I’origine de 1’apparition
des maladies et des symptomes. Chaque symptome serait un signal d’alarme de
I’organisme(Anonyme, 2019).

2.2.5. Comment utiliser la phytothérapie ?

Si la médecine conventionnelle, s’avére particuliérement efficace dans les situations
mettant en jeu le pronostic vital et reste inégalée dans sa capacité a sauver des vies, la
phytothérapie est la médecine que 1’on pratique a la maison. On [’utilise avec une grande
efficacité pour traiter la myriade de problémes de santé qui surviennent au quotidien et qui ne
relévent pas de cas d’urgence : premiers secours simples, bosses et bleu de tous les jours,
maux de tetes, rhumes, accéde fiévre et grippe, toux, douleurs et maladies
chroniques.(Gladstar .R ,2012).

Toutefois, plus encor que << guérir >> les maladies, les plantes jouent un role
extraordinaire dans leur prévention. Riches en éléments nutritifs, elles constituent la meilleure
médecine préventive qui soit, car elles stimulent la capacité de notre corps a lutter contre les

agents pathogeénes responsables des maladies comment font-elle ?(Gladstar .R ,2012).

Selon Gladstar(2012) ; En plus de recéler des concentrations tres élevées en nutriment
essentiels a la santé du corps humains, les plantes médicinales contiennent des substances
chimiques spécifiques qui aident et stimulent le systeme immunitaire. Lorsque nous ingérons
des plantes médicinales, notre organisme devient plus résistant et plus robuste, comme les <<
mauvaise herbe >> tenaces qui semblent capable de survivre a tout, des tontes sans cesse

renouvelées a I’action dévastatrice des horrible <<exterminateurs de mauvais herbes >>.

L’une des principales différences entre la médecine conventionnelle (allopathique) et la
médecine naturelle ou phytothérapie réside dans leur rapport ou bien-étre constitutionnelle, ou
fondamental. La médecine conventionnelle telle que nous la connaissons tous, est formidable
pour traiter les maladies aigues et parvient, souvent a soulager temporairement leurs
symptomes. Ce type de traitement peut s’avérer extrémement réconfortant, pour un patient en
pleine << crise >>: une crise d’asthme par exemple, ou début de migraine
(Gladstar .R ,2012).
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2.2.6. Les bienfaits de la phytothérapie :

Selon Gladstar (2012), L’un des plus grands avantages de la phytothérapie est qu’elle nous
offre ’opportunit¢ de devenir plus autonome. Avoir le sentiment de pouvoir choisir la
maniere dont nous prenons soin de nous-méme et de notre famille, et de savoir que nous
pouvons jouer un réle central dans la prévention et le traitement des maladies peut nous aider

a développer une attitude positive de responsabilisation.

2.2.7. La phytothérapie en Algérie :
L’utilisation des plantes médicinales fait partie intégrante de notre culture et de nos traditions.
En Algérie les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle, qui
elle-méme est largement employée dans divers domaines de la santé (Sebai et Boudali,
2012). Nos grands-parents ont beaucoup utilisé les plantes médicinales pour soigner différents
maux et troubles. (L’ortie (urticadioica de son nom latin) : elle aiderait a tonifier les reins, la
vessie et les voies urinaires en cas d’inflammation et soulager les douleurs arthritiques et
rhumatismales.
La lavande (lavandula officinalis) : la fleur de lavande est un tres bon antiseptique et est
préconisée en cas de plaie ou d’infection car elle aide a cicatriser).

Des chiffres recueillis aupres du centre national du registre de commerce(CNRC),
montrent que vers la fin de I’année 2009, I’ Algérie comptait 1926 vendeurs spécialisés dans la

vente d’herbes médicinales, dont 1393 sédentaires et 533 ambulants (Sebai et Boudali, 2012).

2.3. Extraits des plantes médicinales

Selon la Pharmacopée européenne (2002), les extraits sont des préparations liquides
(extraits fluides et teintures), de consistance semi-solide (extraits mous ou fermes) ou solide
(extraits secs), obtenues a partir de drogues vegétales généralement a I'état sec. Les extraits
titrés sont ajustés au moyen d'une substance inerte ou en mélangeant des lots d'extraits, avec
une tolérance acceptable a une teneur donnée en constituants ayant une activité thérapeutique
connue.

Selon HOSTTMANN (1997), les extraits des plantes médicinales peuvent étre utiliseés

sous plusieurs formes.
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Molécules
d’intéréts
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Figure 07 :I’extraction des plantes médicinales

2.3.1.1. Les tisanes: regroupent les infusions et les décoctions.

e Infusion

Consiste a verser 1’eau tiede ou bouillante sur les organes de plantes (fleurs, feuilles...) et a
laisser reposer en couvrant hermétiqguement, de 1 a 30 minutes. Aprés cette opération, on filtre
le produit obtenu (Sallé, 1991).
e Décoction
Consiste a placer la plante dans 1’eau froide, la porter a ébullition durant 10 a 15 minutes, puis
laisser tirer un quart d’heure (Fluck, 1977).
2.3.1.2. Macération

Cette technique permet d’extraire lentement tous les principes actifs, surtout ceux qu’a des
températures élevées risqueraient d’altérer ; Elle consiste a mettre une certaine quantité
d’herbe seche ou fraiche dans un liquide (eau, vin, alcool a froid) (Delille, 2007).
2.3.2. Extrait par solvant éthanoliques ou hydroalcooliques

L'extraction est réalisé par un solvant approprié (généralement de 1’éthanol, méthanol) a
partir d'un ou plusieurs lots de drogues, qui peuvent avoir subi préalablement différents
traitements comme l'inactivation des enzymes présents, un broyage ou encore un dégraissage
(WICHTLET et ANTON, 2003).
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2.3.3. Les huiles végétales :

Une huile végétale est un mélange a consistance liquide ou semi-liquide a
températureambiante, de substances majoritairement hydrophobes, solubles dans les solvants
organiquesapolaires ou peu polaires, non volatiles : on parle alors d’ « huile fixe ou grasse ».
(KarleskindA., 1992 et FAO, 1993)

Les huiles végétales s'extraient naturellement par compression de la matiere qui les
contient,préalablement concassee. La compression est exercée a froid ou a
chaud.(KarleskindA., 1992 et FAO, 1993)

2.3.4. Huile essentielle :

Les huiles essentielles sont des substances obtenues a partir de plantes, par entrainement
a la vapeur d’eau, par hydro distillation ou par expression. Une huile essentielleest composée
de plusieurs constituants aromatiques plus ou moins volatils qui appartiennentaux différentes
classes de la chimie organique : hydrocarbures (composés terpéniques), alcools(géraniol),
aldéhydes (citral) (Billerberck et al. 2002).

2.4. Les moléecules bioactives des plantes médicinales :

Les plantes fabriquent des hydrates de carbone et émettent de ’oxygene par la
photosynthése, créant au fil de ce processus des voies métaboliques fournissant les substances
nécessairesa la production d’une pléthore de composants. Au niveau des plantes médicinales,
cela inclut les minéraux, lesvitamines, les oligoéléments et un large assortissement de
substances a action thérapeutiquespécifique dans le corps. Les plus connues sont présentées

ci-dessous.
2.4.1. Phénols :

Selon Anne (2010), Les phénols, composésorganiquesaromatiques, sontprésents dans
beaucoup de végétaux. Ils ont généralement des actionsantiseptiques, antibactériennes
etantihelminthiques, le plus simple de cette classe est le phénol (CeHsOH), anti microbien un
autre est ’acide salicylique (aspirine), qui forme les glucosides présente dans le saule,la
viorne obier et la reine —des-prés. Il a des propriétés antiseptiques,antalgiques et anti —
inflammatoires , On est trouvé aussi les acides hydroxycnamique,dans les acides caféitique,
férulique et sinapique formant la base des asters phénoliques, des coumarines, des glucosides

et des lignanes, ainsi que la cyna-rine,principale composant de [’artichaut, aux actions
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protectrices et hypocholestérolémiantes, et la curcumine,principale composant du curcuma,

agent anti-inflammatoires, hypo-tensif et hépatoprocteur.

Dans cette classe entrent aussi les stibénes,présents dans la peau des raisins et le vin
rouge, avec des actions antioxydants, anti —inflammatoires, anticoagulantes et antiallergique,

et les quinones, dont les anthraquinones et les phtaquinones(Anne M, 2010).

2.4.2. Tanins :

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines (Haslam, 1996 ; Cowan, 1999). Les tanins sont caractérisés par une saveur
astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : I’écorce, le bois, les feuilles, les
fruits et les racines (Scalbert, 1991). On distingue deux groupes de tanins différents par leur

structure et par leur origine biogénétique :
. Tannins hydrolysables
. Tannins condenseés

2.4.3. Flavonoides :

Les flavonoides et les glucosides flavonoides, trésprésents dans la nature, conférent une
couleur jaune,orangée et rouge aux fruits et aux fleurs. Leur action antioxydant a un effet
bénéfique sur le coeur et la circulation, fortifiant et réparant les parois des vaisseaux sanguins
et accroissant la résistance au stress. Agissant en synergie avec 1’acide ascorbique,renforcent
la capacité du corps a les métaboliser. Ils sont anti inflammatoires (quercetine),
hepatoprotecteurs (silymarin et quercitrine), anti tumoraux, antiviraux et hypotensifs. Les
plantes riches en flavonoides comme le kaempferole, la myricitine et la quercitineprotegent
contre les affections cardiovasculaires et traitent les problémesvasculaires tels que
I’insuffisance veineuse, les ecchymoses, les hémorroides et le saignement nasal (Anne M,
2010).

2.4.4. Acides phénoliques :

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composé€s organiques possédant
aumoins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochime, 1’emploi
decette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique

(Bruneton, 1993).
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2.5.Les activitésbiologiques des extraits:

2.5.1. Activités anti-inflammatoire :

Un effet anti-inflammatoire a été décrit pour les HEs de Protium strumosum, Protium
lewellyni, Protium grandifolium(Siani et al., 1999), ou plus récemment, pour celle des racines
de Carlinaacanthifolia(Dordevic et al., 2007), qui est capable d’inhiber 1’inflammation

induite par une injection de carraghénane chez le rat.
2.5.2. Activite anti-oxydante :

Le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau concept
celui des antioxydants. Le terme " antioxydant " recouvre un ensemble d'activités diverses ou
plusieurs especes sont habiles a ralentir ou a empécher 1’oxydation des substrats biologiques.
Ces molécules, occupent du point de vue biologique une place impressionnante parmi

plusieurs recherches menées depuis une dizaine d’années (Ames et al, 1993)

Les polyphénols suscitent depuis une dizaine d’année une attention et un engouement
considérable et plusieurs de leurs propriétés biologiques font 1’objet de nombreuses études
non exhaustives (Manach et al., 2004 ; Djeridane et al., 2005).Une des raisons primordiales
est la reconnaissance de leur propriété antioxydante, ainsi qu’a leur implication dans la

prévention de diverses pathologies associées au stress oxydatif (Akagawa et Suyama, 2001).

Selon Mompon et al.,(1998), ils ont une valeur commerciale trés importante surtout
dans le domaine agroalimentaire et pharmaceutique en tant que puissants antioxydants
naturels particulierement les flavonoides qui sont des piégeurs efficaces de radicaux libres les

plus prooxydants.
2.5.3. Activité antimicrobienne :

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des

antibiotiques, dont plus de 6000 sont d’origine végétale (Keita et al., 2004).

Plusieurs étudesde (Cowan, 1994 ; Karou et al., 2005 ; Amarowicz et al., 2008 ) ont
¢t¢é menées sur l’inhibition de la croissance des microorganismes par des composés

phénoliques. Une étude menée par Cowan (1994) a montré que plusieurs classes de composés
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phénoliques comme les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins interviennent dans le

mécanisme de défense de la plante contre les microorganismes pathogenes.
a- Activite antifongique :

Les activités antifongiques de nombreuses huiles essentielles, incluant les huiles de
thym, de citronnelle, de cannelle et de 1’arbre a thé (Burt, 2004) ont été décrites. L’ efficacité
des huiles extraites des achilées : Achilleafragrantissima (Barel et al., 1991). A. setacea, A.
teretifolia (Unlu et al., 2002) et A. milefolium (Candan et al., 2003), contre la levure
pathogeéne Candida albicans, a également été mise en évidence (BENAYACHE,2013).

b- Activité antivirale :

La génistéine (Légumineuses {soja, haricots noirs et pois chiches verts}, pousses de
luzerne et de tréfle et les graines de tournesol), ainsi que d’autres flavonoides sont actifs in
vitro sur plusieurs souches virales, que ce soit des virus non- enveloppés (poliovirus,
adénovirus) ou des virus enveloppés (Retroviridae comme VIH, Flaviviridae, Herpes
virus...). Le flavonoide le plus étudié est de loin la génistéine, néanmoins les mécanismes

d’action ne sont pas clairement élucidé(Andres et al., 2009).
c- Activité antibactérienne :

L'organisation mondiale de la santé « OMS » certifie que les plantes médicinales sont
constituées d’une panoplie de molécules caractérisées par des structures riches, complexes et
variées par conséquent elles devraient étre étudiées intensivement afin de mieux comprendre

leurs propriétés et leurs efficacités (Nascimento et al., 2000).

-La capacit¢ d’une espece végétale a résister a I’attaque des insectes et des
microorganismes, est souvent corrélée avec leur teneur en métabolites secondaires tels les
polyphénols (Bahorun, 1997).Plusieurs études épidemiologiques et cliniques attestent le role
incontestable des composés phénoliques dans D’inhibition d’innombrables bactéries
pathogénes voir méme toxiques, fongicides et antibiotiques (Mompon et al.,, 1998
;Drewnowski et Gomez-Carneros, 2000). Ces métabolites secondaires peuvent conduire a la
diminution de I’activité enzymatique ainsi qu’a la croissance microbienne (Karou et al.,

2004).

2.5.4. Activités anti-tumorales :
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Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales ont été utilisées dans
le traitement préventif de certains types de cancers. L’huile essentielle, isolée des graines de
Nigella sativa L, a montré une activité cytotoxique in vitro contre différentes lignées

cellulaires tumorales. In vivo, elle limite la prolifération de métastases hépatiques(Mbarek et
al., 2007).
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Chapitre 03 :Matériel et méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisée durant la période allant du mois de février jusqu’au

mois de juin de I’année en cours, au niveau de :

® [Laboratoire d’agro-alimentaire de la faculté des sciences de la nature et
de la vie de I'université BLIDA 1.

® [Laboratoire d’hygiéne de BLIDA.

® Laboratoire d’amélioration des plantes de la faculté des sciences de la nature
et de la vie de 1’université BLIDA 1.

1. Matériel vegétal :

Le présent travail a porté sur 1’étude des feuilles de Pistacia lentiscus L. Celles si se
trouve a partir de I’arbuste spontané, récoltée au niveau de la localité de Bouharoun : wilaya

de Tipaza, la récolte est effectuée durant la période du février 2019.

1.2. Présentation de la région de préléevement :

La région ou nous avons effectué le prélevement se situe a Bouharoun dans wilaya de
Tipaza. Celle-ci se trouve a 68 km a I'ouest de la capitale Alger. La wilaya de Tipaza se situe
au nord du Tell central. Elle est limitée géographiquement par : la mer Méditerranée au nord,
la wilaya d'Alger a I’est, Blida au sud-est, Ain Defla au sud, et Chleff a l'ouest. Elle se
caractériser par un seul étage bioclimatique subhumide subdivisé en deux variantes : un hiver

doux dans la partie nord / un hiver chaud dans la partie sud. (Anonyme, 2019)
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Figure 08: localisation de la région de Bouharoun (Anonyme, 2019)
1.2.1. Situation Climatique :

Le climat de La zone de prélevement est caractérisé par un climat tempéré
méditerranéen divisés en deux saisons : un hiver doux et pluvieux d’Octobre a Mars et un été
chaud et sec d’Avril a Septembre ; la saison séche est caractérisée par une longue période de

sécheresse qui peut durer de trois a quatre mois (Anonyme, 2015).

Les précipitations moyennes enregistrées par la station de Merad font ressortir une
pluviométrie moyenne annuelle de 600 mm (Anonyme, 2019).

Les températures varient entre 33 °C pour les mois chauds de I'été (juillet, ao(t), a 5,7 °C pour

les mois les plus froids (décembre a février) (Anonyme, 2019).

L’humidité relative mesurée au niveau des stations de MEURAD et BOUKOURDANE
(les plus proches de la zone d’étude) ou des mesures régulieres ont été effectuées se situe dans
la fourchette 69-80%. Elle est 70% au milieu de la journée. L’humidité est donc assez élevée
surtout vers la fin de la journée durant les mois de Septembre a Février. (Anonyme, 2015)

1. 3. Echantillonnage :

La méthode d'échantillonnage adoptée dans notre travail est 1’échantillonnage aléatoire. I
consiste a récolter le matériel végétal sur des individus choisi au hasard. Les arbustes retenus pour la

récolte doivent étre homogeénes et présentant un bon état végétatif et se situent au centre d’une forét.
Apres la récolte et pour garantir I’intégrité des échantillons, il faut :
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-Garder les échantillons dans un endroit sec et frais,

- Eviter toute source de contamination et veiller & ce que les échantillons, soient séchés,
les échantillons ne doivent jamais étre séchés au four, car les températures, élevées peuvent

influencer sur le matériel végétal.
2. Préparation du matériel végétal :

La maticre végétale a été séchée a 1’air libre, a I’ombre jusqu’a la dessiccation compléte
(21jours).

Nous avons séparé les feuilles des rameaux et broyer a 1’aide d’un broyeur électriques.
Ces poudres (60g) ont été conserveées afin de les utiliser pour la préparation de différents

extrait méthanolique, éthanolique, et aqueux.
2.1. Détermination du taux d’humidité dans la poudre végétale :

Le taux d’humidité dans la poudre végétale est I'un des indices importants qui caractérisent la

bonne qualité de celle-ci.

La méthode consiste a mettre 1g de poudre végétale dans un creuset en porcelaine
probablement séché et pesé. L’ensemble est placé dans une étuve réglée entre 100 et 105°C
durant 2 heures. Apres avoir obtenu un poids constant, Le taux d’humidité est calculé selon la

formule suivante (Anonyme, 2005) :

X% = (PE-M1)/PE x 100

X% /taux d’humidité de la poudre (%)
PE / masse de la prise d’essai (g)

M1 : masse de la prise d’essai apres séchage (g)
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2.2. Détermination de la teneur en eau :

Cette méthodes consiste a déterminer la masse de perte en eau de la prise d’essai aprés
un sé¢jour de 24 heures a 1’étuve (Aonyme, 2002).

Les feuilles de poids frais déterminé sont placées dans une étuve portée a 75°C. Les
¢chantillons sont aussi peses chaque 24 heures jusqu’a la stabilisation du poids sec de la

matiere végetale (zerrad et al.; 2006). Son estimation se fait en pourcentage selon la

formule :

T % = (PF — PS) / PF x 100

T% : teneur en eau
PF : poids frais des feuilles (g)

PS : poids sec des feuilles (g)
3. Préparation des extraits :

Les feuilles séchés de P. lentiscus sont broyés a I’aide d’un mixeur jusqu’a leur
réduction en poudre. Aprés broyage du matériel végétal, nous avons procédé a deux types

d’extraction :
3.1. Extraction par solvants (solide —liquide) :

L’extraction de la fraction polaire des folioles, est réalisée par épuisement de la poudre
végétale, a l'aide d'un solvant, a froid et a chaud. Les solvants utilisés sont le méthanol
(MeOH) et I'éthanol (EtOH). Le choix de ces solvants est justifié par de nombreux travaux
publiés [Justesen et al., 1998; Escarpa et Gonzalez, 1998; Careri et al., 2001], I’extraction
des composés polaires non volatils, est effectuée avec du matériel végétal réduit en poudre
fine. L'usage de la poudre offre une plus grande surface de contact de la plante, avec les

solvants extracteurs, permettant ainsi d’améliorer le rendement des extractions.
3.2.1. Extraction a froid par macération :

Elle consiste a mettre en contact direct le solvant avec la poudre végétale, durant un
temps déterminé a température ambiante. Cette extraction ne concerne que les plantes

obtenues en in situe.
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Mode opératoire :

La méthode d’extraction suivi du notre étude est I’extraction par macération effectué
selon le protocole de chiang et al., (1994), avec quelque modification. Le principe de cette
méthode est basé sur I’extraction sélective liquide-solide des composés phénolique et aqueux

en utilisant 3 solvants : éthanol, méthanol, 1’eau distillé.

L’extraction des composés phénoliques est réalis€¢ par macération, une prise d’essai de
20 g de poudre végétale (pistacia lentiscus) est mise en contact avec 200 ml pour chaque
solvant (éthanol, méthanol, aqueux), le melange est soumis a une agitation a ’aide de 3

agitateurs magnétiques a une température ambiante pendant 24 heures

Les filtrats obtenu est concentré a 1’évaporateur rotatif et le résidu obtenu est pesé pour

déterminer son rendement puis conservé au réfrigérateur, dans un flocon sombre bien fermé.

20 mg matiere végétale

200 ml de I’éthanol 200 ml de méthanol 200 ml de ’eau distillé

Macération a température ambiante pendant a 24 h

Filtration

Evaporation a 40°C pendant 24 h

Figure 09 : préparation des extraits
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3.2. Détermination du rendement :

Calcul des rendements des extractions : Le rendement est la quantité d’extrait obtenue a
partir d’une matiére végétale (Bssaibis et al., 2009 ; Dinzedi, 2015). Il est exprimé en

pourcentage par rapport a la matiére seche (poudre végétale). Il a été calculé selon la formule :

[ R (%) = M1 x 100/M0 ]

R : Rendement de I’extrait exprimé en pourcentage (%),

M1 : Masse de I’extrait (en g),

MO : Masse de poudre végétale (en g).
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Figure d

Figure e

Figure g

Figure h

Figure i

Figure j

Figure 10 : étape de préparation des extraits
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4. Etude de P’activité antimicrobienne :

L’expérimentation est réalisée au sein du laboratoire d’hygiéne. Blida. L’activité
antibactérienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion a partir d’un disque.

La classification de Bergey sépare les bactéries en 4 divisions, selon la présence ou non
d’une paroi et selon la nature de cette paroi, que 1’on peut déterminer grace a la coloration de
GRAM :

e Les bactéries a GRAM negatif

e Les bactéries a GRAM positif

e Les mycoplasmes (bactéries sans paroi)

e Les archaebactérie
4.1. Souches bacteriennes :

Huit souches bactériennes ont été choisies pour leur pathogénicité et leur

implication fréquente dans plusieurs infections.
- Trois souches de références : Les souches bactériennes de référence utilisées sont obtenues
de I’ American Type Culture Collection (ATCC), il s’agit de : Escherichia coli (ATCC25922),
Staphylococcus aureus (ATCC6538) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) provenant
du laboratoire d’hygieéne Blida.

- Cing souches cliniques : les souches utilisées sont proteus mirabilis, Escherichia coli
pathogene, Bacillus cerius, Enterobacter sakazakii , Serratia marcescens .
4.2. Souches fongiques :

Les souches utilisées sont Candida albicans, Penicilium sp.
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Tableau 03 :

antimicrobien

les

souches microbiennes utilisées

lors de [D’évaluation de [’activité

Souches type Références Familles
bactéries a
Bactéries Echerichia coli ATCC Gram négatif 25922 | Enterobacteriaceae
Proteus mirabilis
pathogene 25922
Echerichia coli pathogene Non référencié
Enterobacter sakazakii Non référencié
Serratia marcescens Non référencié
Pseudomonas aeruginosa 27853 | Pseudomonadaceae
bactériesa
Staphyloccoccus aureus Gram positif 6538 | Staphylococcaceas
Bacillus cerius Non référencié bacillacees
Levure Candida albicans Non référencié Saccharomycetaceae
Champignon | Penicilium sp Non référencié Trichocomaceae

4.3. Milieu de culture :

-1l doit étre coule en boites de Pétri sur une épaisseur de 4 mm

-Les géloses doivent étres échées avant I’emploi

4.4. Préparation des concentrations :

Il reste a préciser que I'intérét de I'utilisation des concentrations variables et multiples

et tant de (30, 90, 120,240 mg/ml) était dans le but de la recherche de la concentration initial

de base qui pourris étre utilisée comme une solution mere qui nous permettra de faire nos

dilutions pour une éventuelle recherche des CMI (concentration minimale d’inhibitrice).

Les extraits ont été repris avec 1’cau distillée. Une série de concentration de ’ordre de

30 mg/ml, 90 mg/ml, 120mg/ml, 240 mg/ml pour chaque extrait (éthanolique, méthanolique,

aqueux).
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4.5. La méthode de diffusion a partir d’un disque :

4.5.1. Principe :

La technique utilisée pour ce test est celle décrite par la standardisation de
I’antibiogramme a 1’échelle nationale (6éme édition, 2011). Il s’agit de la diffusion sur gélose
(méthode des disques) dont le principe est la détermination de la sensibilité ou la resistance

des souches microbiennes testées vis-a-vis des différents extraits.

4.5.2. Préparation de I’inoculum :

-A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprie, racler a
I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

-Bien décharger 1’anse ou I’écouvillon dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a
0,9%.

-Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a0,5
MF ou a une D.O. de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm. L’utilisation d’un densitométre est fortement
souhaitable. (Anonyme 2011).
4.5.3. Ensemencement :
-Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum.
-L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,afin de
décharger au maximum.
-Frotter I’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries
serrees.
-Répéter I"opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire
pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
péripheérie de la gélose.
-Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon a
chaque fois. (Anonyme 2011)
4.5.4. Application des disques d’extrait :
-1l est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques de 9 mm d’extraits sur une boite de90
mm
-Presser chaque disque d’extraits a 1’aide de pinces bactériologiques stériles et ne pas déplacer

les disques apres application. (Anonyme, 2011)
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4.5.5. Incubation :
Apres avoir déposé les disques sur les milieux de culture, I’incubation des boites de
Pétri a été effectuée a 37C° pendant 24 heures pour les bactéries et 25C° pendant 48 heures a

5 jours pour les champignons et les levures. (Anonyme 2011)
4.5.6. Lecture :

Selon Djadi et al; (2014) La lecture se fait en mesurant le diametre des zones
d’inhibition autour du disque a 1’aide d’un pied a coulisse. L’interprétation des résultats se fait
selon I’échelle d’estimation de I’activité antimicrobienne donnée par le fascicule de
standardisation de I’antibiogramme a I’échelle nationale (6éme édition, 2011). Les diametres
des zones d’inhibition de la croissance microbienne sont divisés en quatre classes :

- Non inhibitrice : diameétre de la zone d’inhibition < 10 mm ;

- Légérement inhibitrice : 10 mm < diamétre de la zone d’inhibition < 16 mm.

- Modérément inhibitrice : 16 mm < diamétre de la zone d’inhibition < 28 mm.

- Fortement inhibitrice : diamétre de la zone d’inhibition > 28 mm.

4.5.7. Test de sensibilité a I’antibiotique :

L’¢étude de I’antibiogramme s’est limitée a tester les antibiotiques les plus utilisés en
antibiothérapie tels que : 1’Ampicilline, josacineet la Cefoxaline. Ce test a été réalisé pour
¢tudier I’antibiogramme standard des germes et le comparer avec I’effet de nos extraits .Les
disque d’antibiotiques sont déposés a la surface d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé
avec une culture pure de la souche a étudier.

La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme protocole

qu’avec les disques de papiers imprégnés d’extrait. (Figure 7).

5. Analyse statistique

Une analyse descriptive des résultats est réalisée a 1’aide du logiciel Microsoft Office
Excel 2007, afin de déterminer les moyennes. L’analyse de la variance est appliquée a 1’aide
du logiciel SPSS version 20.0.0 en utilisant ANOVA/ MANOVA dans le but de mettre en

évidence les difféerences significatives.
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Figure 13 : ’activité antimicrobienne
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Chapitre 03 :Reésultats et discussion
1. Le taux d’humidité :

La détermination du taux d’humidité a révélé un taux de 10.1 %, qui est présenté dans le
(tableau 04).

Tableau 04 : le taux d’humidité des feuilles de Pistacia lentiscus

La matiére seche Le taux d’humidité Norme
89.9% 10.1% <15% (Pharmacopée
européenne, 2002)

¥ taux d'humidité matiére séche

Figure 14: taux d’humidité des feuilles Pistacia lentscus

Cette figure montre que 1’échantillon sur lesquels nous avons travaillé a été soumis a de
bonnes conditions de conservation. De plus, ce taux d’humidité obtenus répond a la norme

décrite par la pharmacopée européenne (2002). Les poudres obtenues sont donc de bonne
qualité.

Il est & noter qu'un pourcentage d'eau trop éleve, dans la poudre végétale, permet a un
certain nombre de réactions enzymatiques de se développer, entrainant des conséquences
néfastes sur leur aspect, leurs caractéres organoleptiques ainsi que sur leurs propriétés

thérapeutiques, par dégradation des principes actifs dans le temps. En outre, une humidité
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résiduelle favorise la prolifération de micro-organismes (bactéries, levures, moisissures).
(Touaibia, 2017).

2. Détermination du teneur en eau :

D’apres le tableau on remarque que le teneur en eau dans les feuilles de P.lentiscus est de 51%.
(Tableau 05)

Tableau 05 : le teneur en eau des feuilles de Pistacia lentscus

La matiére seche Le teneur en eau
49% 51%

B matiére seche W teneur en eau

Figure 15: teneur en eau des feuilles pistacia lentiscus

Selon Kothe, (2007), les plantes aromatiques contiennent des proportions d’eau qui
varient entre 43% a 63%, cette variété d’une plante a un autre est premierement due a 1’espece

elle méme puis aux facteurs environnement citant : I’habitat et la saison.

3. Rendement d’extraction :

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent que le rendement d’extrait méthanoique et
éthanoique et obtenu est de 1’ordre de 40.165%, 29.95% respectivement et celui de I’extrait
aqueux est de 14.095%. (Tableau 06 et figure 13)
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Tableau 06: rendement des feuilles de Pistacia lentiscus

Numéro
d’extrait Extraits Rendement (%)
1 Extraits methanolique 40.165
2 Extrait ethanolique 29.095
3 Extrait aqueux 14.095
45,00% -
40,00% -
35,00% -
30,00% -
25,00% -
20,00% -
15,00% -
10,00% -
5,00% -
0,00% . . .
Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3

Figure 16: Rendements des extraits ethanolique ,methanolique et aqueux de pistacia lentiscus

Donc le rendement de I’extrait méthanoique est élevé par rapport a celui de ’extrait
aqueux. en effet, les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité des parois
cellulaires en facilitant I’extraction d’un ou plus grand nombre de molécules polaires, de
moyenne et de faible polarité (Seib et al., 2006) .

La variation de rendement est dépendante du type de solvant utilisé ainsi que 1’origine de la
plante et la taille d’échantillon étudié, ainsi que la présence de substances interférentes

(Stalikas, 2005).
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4. Activité antimicrobienne :

4.1. Activité bactérienne :

Durant notre étude, I’activité antimicrobienne a été évaluée a partir des extraits
(méthanolique, éthnolique et aqueux de la partie feuillée de la plante : Pistacia lentiscus L.
Cet effet antimicrobien, des trois extraits aqueux, méthanoique et ethanolique de la plante a
été effectué vis-a-vis de huit souches bactériennes (Gram- et Gram+) et deux souches

fongiques. Les résultats de cette évaluation des extraits sont repris ci-dessous :

4. 1.1.Extrait éthanolique :

Les résultats obtenus révelent des réponses et des effets variables en fonction des

souches testées et de la concentration de 1’extrait étudié.

2,5

N

Zone d'inhibition
=
w

1
0,5
0
staph Ecoli pseudo Ecoli P mirabilus seratia E sacazaki B cerius
aureus pathogene
Bacteries
] Extrait ethanolique m Extrait ethanolique
Extrait ethanolique m Extrait ethanolique

Figure 17 : diamétre moyen des zones d'inhibition (en mm) des souches bactériennes testées

en fonction des concentrations d'extraits éthanolique.

D’apres la figure on remarque que ’effet antimicrobien de I’extrait ethanolique vis-a-
vis de la souche staphylococcus aureus de référence (ATCC 6538) montre que 1’effet est plus
grand a une concentration 90 mg /ml traduite par un diamétre de la zone d’inhibition(DZI)
de 12.33 mm suivi par les concentrations 30 mg/ml et120 mg/ml avec des DZI de 11.7 et

11.8 mm respectivement
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Concernant la souche E. Coli de référence (ATCC 25922), ’effet antimicrobien est
plus important aux concentrations 30 et 90 mg/ml avec des DZI de 12.33, 12.66

respectivement, suivi par la concentration 120, mg/ml avec un DZI de 9.6 mm.

Pour la souche de référence pseudomenace aeruginosa (ATCC 27853) cette derniére
présente un effet plus grand pour les deux concentrations 30 et 120 mg/ml avec des DZI de

11.66 et 12 mm respectivement et plus faible pour la concentration 90 mg/ml.

On remarque que I’extrait ethanolique a une activit¢ non inhibitrice sur la souche
cliniqgue Serratia a une concentration de 120 mg/ml avec un DZI 9.33 mm, aux
concentrations 90 et 240 mg/m respectivement 1’effet s’avére étre plus important avec des

DZI 12 et 12.33 mm respectivement.

La figure nous montre aussi un effet antimicrobien sur la souche clinique E.sakazakii

aux concentrations 90,120 mg/ml avec un méme DZI 11.7 mm respectivement.

Concernant la souche clinique bacillus cerius on remarque que I’extrait ethanolique a
une activité antimicrobienne légerement inhibitrice pour les concentrations 90, 120 et 240
mg/ml avec des DZI 12, 12 et 12.66 mm respectivement, et non inhibitrice pour la
concentration 30 mg/ml.

Les seules souches microbiennes légérement sensibles aux extraits éthanoliques sont

représentées par les deux souches cliniques E.coli pathogéne et proteus mirabilis.

les résultats obtenu lors de cette étude révélent que les deux souches référenciés
staphylococcus aureus (ATCC 6538) et pseudomenace aeruginosa (ATCC 27853) et les
souches clinique E.coli pathogéne et E.sakazakii , semblent résistantes pour la concentration
de I’ordre de 240mg/ml d’extrait éthanolique, et pour la souche clinique P.mirabilis semblent

étre résistante pour la concentration 120 mg/ml.
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4.1. 2.Extrait méthanolique :

Les résultats réveélent des réponses variables en fonction des souches testées et de la

concentration de I’extrait méthanolique (figure 16)
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Figure 18 : diametre moyen des zones d'inhibition (en mm) des souches bactériennes testées

en fonction des concentrations d'extraits méthanolique.

L’évaluation de I’activité antibactérienne a permis de noter que I’extrait méthanolique
des feuilles de P.lentiscus a une activité moderément inhibitrice & une concentration 120
mg/ml avec un DZI 16 mm sur la souhe staphylococcus aureus de référence (ATCC 6538), et
Iégérement inhibitrice aux concentrations 30 et 90 mg/ml traduite par des DZI 10 et 10.33

mm respectivement.

Concernant la souche E. Coli de référence (ATCC 25922), on remarque que 1’effet
antimicrobien de 1’extrait méthenolique est plus grand aux concentrations 30 et 90 mg/ml

avec une DZI 11 et 10 mm respectivement.

L’activité antimicrobienne de cet extrait est légérement inhibitrice sur la souche
pseudomenace aeroginosa (ATCC 27853) aux concentrations 90 et120 mg/ml avec une DZI
10.33 et 10 mm respectivement, et sur E.sakazakii aux concentrations 90 et 120 mg/ml avec
une DZI 10 mm.
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Pour la souche clinique E.coli pathogéne il apparait que ’activité antimicrobienne de
I’extrait méthanolique est non inhibitrice aux concentrations 30, 120 et 240 mg/ml avec un

DZ19.33 mm, et Iégérement inhibitrice a une concentration 90 mg/ml avec un 11 mm.

L’extrait méthanolique a une activité¢ antimicrobienne légérement inhibitrice sur les
deux souches cliniques P.mirabilis aux concentrations 30 et 90 mg/ml avec des DZI 11.66 et
10 mm respectivement, B.cerieus aux concentrations 90 et 120 et 240 mg/ml avec des DZI

11.33 et 12.33 et 11 mm respectivement.
-Serratia aux concentrations 120, 240 mg/ml avec des DZI 10.33 et 10.66 mm respectivement.

Nos resultats obtenu révelent que les trois souches référenciés staphylococcus aureus
(ATCC 6538), pseudomenace aeruginosa (ATCC 27853) et E.coli (ATCC 25922), aussi les
souches clinique E.coli pathogene, E.sakazakii semblent étre résistantes a la concentration de
240 mg/ml.

De plus Seratia et P.mirabilis, sont résistantes aussi aux concentrations de 30 et 120

mg/ml respectivement d’extrait méthanolique,
4.1. 3. Extrait aqueux :

Les résultats révelent des réponses variables en fonction des souches testées et de la

concentration de I’extrait aqueux (figure 17)
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Figure 19 : Diametre moyen des zones d'inhibition des souches bactériennes

testées en fonction des concentrations d'extraits aqueux

L’évaluation du pouvoir antibactérien a permis de noter que I’extrait aqueux des
feuilles de P. lentiscus a une activité modérément inhibitrice sur la souche clinique B.cerieus
a une concentration de 30 mg/ml avec un DZI 18.33 mm et légerement inhibitrice aux
concentrations de 90,120 et 240 mg/ml avec des DZI 10.66, 10.66 et 11.33 mm

respectivement.

Selon la figure 17 en remarque que la souche de référence E.coli (ATCC 25922) est
sensible aux concentrations 30 et 90 mg/ml.

Concernant la souche pseudomenace aeruginosa (ATCC 27853), Iactivité
antimicrobienne est légerement inhibitrice aux concentrations 90 et 120 mg/ml traduite par
un DZI de 11 mm.

L’extrait aqueux montre une activité antimicrobienne légerement inhibitrice pour les
souches clinique E.coli pathogéne et P.mirabilis aux concentrations de 30 et 90 mg/ml avec

une zone avoisine 10 mm.

L’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux vis-a-vis de la souche clinique Serratia et

E.sakazakii montre que ’effet est plus grand a une concentration de 120 mg /ml avec un DZI
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de 13 mm, suivi par les concentrations 30 et120 mg/ml avec des DZI 10, 10.33 mm

respectivement.
4.1.4. Effet des trois extraits (éthanolique, méthanolique, aqueux)

Les résultats révelent des réponses variables en fonction des souches testées et de la
concentration de I’extrait étudié (figure 18). Tous les extraits ont réagi positivement au moins
sur une des souches microbiennes testées ce qui confirme que la plante posséde un pouvoir

antimicrobien.
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Figure 20 : Effet des trois extraits de Pistacia lentiscus sur les différentes souches

bactériennes testées.
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Lors de cette étude, nous avons pu classer 1’effet antimicrobien des trois extraits
utilise (éthanolique, méthanolique, aqueux) vis-a-vis des souches microbiennes ATCC et

cliniques on a par ordre de sensibilité croissante :

Extrait aqueux > extrait méthanolique > extrait éthanolique

Bacillus cereus Bacillus cereus Proteus mirabilis

Enterobacter sakazakii Serratia marcescens Pseudomenace aeruginosa
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Bacillus cereus Escherichia coli ATCC Staphylococcus aureus

Figure 21 : effet des extraits des feuilles de Pistacia lentiscus sur les différents souches

bactériennes testées.

4.2. Activité antifongique :

Les résultats obtenus indiquent que les trois extraits n’ont pas une activité antifongique sur

candidat et penicillium. (fig23)

Figure 22 : résultat de I’activité antifongique
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Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits du stade végétatif de pistacia
lentiscus indiquaient une forte sensibilité envers les Gram positif et envers certains Gram
négatif avec la dominance de I’efficacité de I’extrait aqueux. Nous suggérons que 1’activité
biologique des extraits dépend largement de la nature du solvant d’extraction et du contenu en
principes actifs du stade phénologique. Cette information est soutenue par le travail de
Boukhri et al (2015). Qui ont signalé que 1’activité antibactérienne de tous les extraits dépend
largement de la concentration des extraits, des souches bactériennes et du type d'extrait
veégétal. De plus,Wink (2013), ont signalé que les extraits de la méme plante recueillie a
différentes stades phénologiques présentaient des activités biologiques différentes.

La moindre sensibilit¢ des souches a Gram négatif, Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli seraient du a I’'imperméabilité membranaire. D’aprés Djabou et al (2012)., la
plupart des molécules seraient imperméables a travers des membranes cellulaires en référence
a la couche extérieure supplémentaires riche en phospholipides, en protéines et en
lipopolysaccharides.

L’extrait éthanolique des folioles de pistacia lentiscus se montre moins actifs que les
autres extraits testés, et pratiquement inactifs face aux souches : P. mirabilis et E coli
pathogene , ou aucune inhibition n’a été observée. Cette résistance n'est pas surprenante, elle
est en relation avec la nature de la membrane externe de ces bactéries Gram negatif, ce qui lui
confére une résistance a la plupart des agents biocides (Mann et al. 2000).

L‘inhibition obtenue contre P. aeruginosa par I’extrait metanolique peut étre considérée
comme tres faible car elle présente des zones d’inhibitions inférieures aux autres souches.
Cette faible action inhibitrice peut étre liée au fait que cette souche est connue par sa capacité
a acquérir facilement des résistances par mutation vis-avis de divers classes d‘antibiotiques
(Livermore, 2002), ce qui lui permet de développer des mécanismes complexes de résistance.
Les extraits étudiés sont actifs a la fois sur des bactéries Gram positif et Gram négatif, mais,
dans ce contexte, il semble difficile de corréler 1‘activité d“un organe a un type de bactéries ou
de déterminer si un organe est plus actif qu‘un autre. Cette variabilité peut étre expliquée par
la nature complexe des extraits et par la différence de composition de 1‘enveloppe bactérienne
entre les bactéries Gram positif et négatif, pouvant entrainer une sensibilité extrémement

variable en fonction des extraits et des micro-organismes testés.
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Ainsi, les composés phénoliques sont reconnus toxiques pour de nombreuses bactéries
et auraient pour cible les enveloppes des micro-organismes telles que la membrane
cytoplasmique et la paroi. Cet effet est lié & leur groupement hydroxyle libre, qui permet une
bonne solubilisation dans le milieu (Oussou et al., 2004).

Aussi, Fernandez et Cabrol (2007), Indiqué que les activités antibactériennes des
extraits de plantes dépendent de la nature et de la structure des composés phénoliques. Par
leur groupe hydroxyle, les composés phénoliques ont une capacité de se lier aux protéines des
membranes bactériennes pour former des complexes qui peuvent agir comme une barriere
chimique contre les pathogenes potentiels. Toutefois, la littérature a signalé que les protéines
présentaient une activité antibactérienne contre les souches bactériennes pathogenes
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus. Concernant 1’effet
synergique, le travail de Gould et al (2002), a approuvé la potentialisation synergique des

activités biologiques des composés de défense utilisés en combinaison.
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4.3.Les résultats des antibiotiques :

L’antibiogramme permet de mesurer la capacité d’un antibiotique a inhiber la croissance

bactérienne. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 20

Le tableau 07 montrent que la souche de référence : Escherichia coli (ATCC25921), est une

bactérie sensible possede des zones d’inhibition de diamétre de: (33, 10, 31mm) pour

Ampicilline,Josacine et Cefoxaline

Tableau 07 : les zones d’inhibition des antibiotiques sur les souches étudiées

Ampicilline Josacine Cefoxaline
staph aureus 47 34 38
Ecoli 33 10 31
pseudo aerugenosa 40 33 42
E coli pathogene 10 11 28
P mirabilus 13 10 30
Seratia 20 10 43
E sacazaki 14 0 0
B cerius 38 30 48
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Figure 23 : Les zones d’inhibition des ATB sur les souches étudiées
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Il apparait que parmi les souches eétudiées, Staphylococcus aureus (ATCC
25923),Pseudomonasaeruginosa(ATCC 27853) et bacilluscerius , sont trés sensible aux trois
antibiotiques testés 1’Ampicilline, Josacine et Cefoxaline avec des zones d’inhibition de

diametres qui varie entre 47, 34.38 mm ,38 ,30, 48mm respectivement.

Il s’est avéré aussi que les souches cliniques Serratia, proteus mirabilis et E coli
pathogene sont trés sensibles a la Cefoxaline avec des zones d’inhibition de diameétre qui
varient entre 43,30, 28mmrespectivement. Alors que les mémes souche ssont sensibles
moyennement aux deux autres antibiotiques utilisés avec des zones d’inhibition estimée par
10, 10,11 mm contrejosacine et 20, 13,11 mm contre I’ampicillin.

Alors que la souche clinique E sakazakiise révele résistante pour les deux antibiotiques

testés notamment cefaloxaline, ,josacine et sensible pour Ampicillin avec un diametre

de 14mm.

Staphylocoques Pseudomonas ATCC

aureus ATCC25223 27853

Proteus mirabilis Serratia marcescens | E sakazakii Bacillus cerius

Figure 24 : représentent 1’effet des antibiotiques (Ampicilline , Josacine , Cefoxaline) sur les

souches bactériennes.
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5. Résultats des analyses statistiques :
L’analyse des variances montre que 1’effet antimicrobien de I’extrait aqueux vis-a-Vis
des souches microbienne ATCC et cliniques testée est hautement significatif traduit par un p<

0,05 compare a EM et E E qui présent un p > 0,05 (annexe 06)
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CONCLUSION:

Un grand nombre des plantes aromatiques et medicinales contiennent des composés
chimiques ayant des propriétés antimicrobiennes. L’utilisation de ces molécules peut

présenter de nombreux avantages par rapport aux produits de synthese actuels.

Les plantes médicinales constituent une source de nouvelle molécule a activité
antibactérienne économique accessibles pour faire face a I’apparition de phénoméne de
résistance des germes aux antibiotiques. A ce propre. Nous nous sommes intéresses a 1’étude

des propriétés microbiologique.

Pistacia lentiscus a été choisie en raison de son utilisation en médecine traditionnelle

dans le sud de la méditerranée (Nord africain).

L’extraction des composés phénoliques de Pistacia lentiscus a été réalisée selon un
protocole sélectif, qui nous a permis d’obtenir les différents extraits (I’extrait méthanolique,
I’extrait éthanolique et D’extrait aqueux) qui sont utilisés pour etudier leur pouvoir
antimicrobien. La préparation de ces extraits réalisée suivant une macération. Le rendement
le plus élevé des folioles de P.lentiscus est celle de I’extrait métanolique suivi par 1’extrait

éthanolique et 1’extrait aqueux.

D’autre part, pour I’étude microbiologique, la méthode de I’aromatogramme montre que
les bactéries testées sont presque toutes sensibles aux extraits de Pistacia lentiscus donnant

ainsi des zones d’inhibitions pareilles ou supérieurs a celles engendrées par les antibiotiques.

L’extrait aqueux a montré une activité antibactérienne plus élevé sur Bacillus cerieus a

une concentration 30 mg/ml avec une zone d’inhibition presque de 18 mm.

L’extrait méthanolique a montré une activité antibactérienne plus élevé sur

staphylococcus aureus a une concentration 120 mg/ml avec une zone d’inhibition de 16 mm.

L’extrait éthanolique a montré une activité antibactérienne plus élevé sur bacillus

cerieus a une concentration 120 mg/ml avec une zone d’inhibition presque de 12 mm.

Les trois extraits (aqueux, ¢éthanolique, méthanolique) n’ont pas une activité

antifongique sur Candida albicans et Penicillium sp .
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D’une fagon générale, la plus part de nos extraits ont une activité antibactérienne qui
varie d’une souche a une autre et n’ont pas une activité antifongique. Cette activité peut étre

importante ou faible selon la concentration et la quantité de nos échantillons.

L’effet antimicrobien des 3 extraits vis-a-vis de nos souches utilisées montre que ces
derniers sont de bons antibiotiques naturels qui pourraient étre utilisés a la place des
antibiotiques synthétiques qui sont responsables des maladies humains des antis bio-

résistances.

A I’issu de ce travail de recherche, et en vue d’approfondir les résultats obtenus, il est
souhaitable d’étudier d’autres période de prélevement en utilisant des techniques plus
performantes en vue de mettre en lumiére d’autre effets thérapeutiques et biocides du pistacia

lentiscus.
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Annexe

Annexes :

Annexe 01 : instruments, appareillages, et réactives utilisés

1 Appareillage:
Etuve

Rota vapeur

a.

>

>

> Balance
> Boites de Petri

> Bec Bensen

> Verrerie (béchers, erlenmeyer pipettes pasteur, micro-pipette, tubes a essais, pipettes

pasteur, flacons, pinces, écouvillons).

\4

Etuve

\4

Autoclave
b. Produits:

» Ethanol

» Methanol

» Eau distillé
c. Milieu de culture :

> Gélose Sabouraud
> Miller Hin:

Annexe 02 :

w 5
LERELR

B N
PRIVIJRDIAL l k 9

Autoclave rota vapeur
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Annexe

Annexe 02 : teneur en eau

Annexe 02 : résultats de 1’activité antibactérienne.

E.sakasakii

Bacillus cerieus

Serratia

E.coli pathogene
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Annexe 03 : Diamétre des zones d’inhibition de la croissance bactérienne testée par L'extrait

ethanolique des feuilles P.lentiscus (en mm).

Extrait ethanolique
90 120
30 mg/ml mg/ml | mg/ml | 240 mg/ml

staph aureus 1,666 2,333 | 1,666 R
Ecoli 2,333 2,666 | 0,333 0,666

pseudo 1,666 1 2 R

E coli pathogene R 0,666 | 0,333 R
P mirabilus 0,666 0,666 R 0,666
seratia R 2 0,333 2,333

E sacazaki 0,333 1,666 | 1,666 R

B cerius 0,666 2 2,666 2

Annexe 04 : Diamétre moyen des zones d’inhibition de la croissance bactérienne testée par

L’extrait méthanolique des feuilles de p.lentiscus (en mm).

30 mg/ml 90 mg/ml 120 mg/ml 240 mg/ml
staph aureus 1 1,333 7 R
Ecoli 2 1 R R
pseudomenace 0,333 1,333 1 R
E coli pathogene 0,333 2 0,333 0,333
P mirabilus 2,666 1 R 0,333
seratia R R 1,333 1,666
E sacazaki R 1 1 R
B cerius 0,666 2,333 3,333 2
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Annexe 05 : Diamétre moyen des zones d’inhibition de la croissance bactérienne testée par

L’extrait aqueux des feuilles de Plentiscus (en mm).

30 mg/ml 90 mg/ml 120 mg/ml 240 mg/ml
staph aureus 1 2,666 4 0,666
Ecoli 2 R R
pseudo 0,333 2 0,333
E coli pathogene 1 0,333 0,333
P mirabilus 1 1,333 R R
seratia R 0,333 R 3
E sacazaki 1 1,333 1,333 3
B cerius 9,333 1,666 1,666 2,333
Annexe 06 : analyse statistique
Microrganismes Différen | Erreur | Sig. | Intervalle de confiance
ce des standar de la différence a 95%"°
moyenn | d Borne Limite
es (I-J) inférieure supérieu
re
Staph.au 30 | Ethanolique | Methanoliq | 0,67 1,88 0,72 -3,03 4,37
ue
Aqueux 1,00 1,88 0,59 -2,70 4,70
Methanoliq | Ethanolique | -0,67 1,88 0,72 | -4,37 3,03
ue Agqueux 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Aqueux Ethanolique | -1,00 1,88 0,59 -4,70 2,70
Methanoliq | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
ue
90 | Ethanolique | Methanoliq | 1,00 1,88 0,59 |-2,70 4,70
ue
Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Methanolig | Ethanolique | -1,00 1,88 0,59 | -4,70 2,70
ue Agqueux -1,33 1,88 0,48 | -5,03 2,37
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Agueux Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Methanolig | 1,33 1,88 0,48 | -2,37 5,03
ue

12 | Ethanolique | Methanoliq | -5,333 1,88 0,00 | -9,03 -1,63
0 ue
Aqueux -2,33 1,88 0,22 | -6,03 1,37

Methanoliq | Ethanolique 5,333* 1,88 0,00 | 1,63 9,03

ue Agqueux 3,00 1,88 0,11 | -0,70 6,70

Agueux Ethanolique | 2,33 1,88 0,22 | -1,37 6,03
Methanoliq | -3,00 1,88 0,11 | -6,70 0,70
ue

24 | Ethanolique | Methanolig | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
0 ue
Aqueux -0,67 1,88 0,72 | -4,37 3,03

Methanoliqg | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70

ue Aqueux -0,67 1,88 0,72 | -4,37 3,03

Aqueux Ethanolique | 0,67 1,88 0,72 | -3,03 4,37
Methanoliq | 0,67 1,88 0,72 | -3,03 4,37
ue

E.coli 30 | Ethanolique | Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue
Aqueux 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03

Methanoliq | Ethanolique | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37

ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70

Agueux Ethanolique | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Methanoliqg | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue

90 | Ethanolique | Methanoliq | 1,67 1,88 0,38 | -2,03 5,37
ue
Aqueux 0,67 1,88 0,72 -3,03 4,37

Methanoliq | Ethanolique | -1,67 1,88 0,38 | -5,37 2,03

ue Aqueux -1,00 1,88 0,59 | -4,70 2,70

Agueux Ethanolique | -0,67 1,88 0,72 | -4,37 3,03
Methanoliq | 1,00 1,88 0,59 | -2,70 4,70
ue

12 | Ethanolique | Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
0 ue
Aqueux 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03

Methanolig | Ethanolique | -0,33 1,88 0,86 -4,03 3,37

ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70

Aqueux Ethanolique | -0,33 1,88 0,86 -4,03 3,37
Methanoliqg | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue

24 | Ethanolique | Methanoliq | 0,67 1,88 0,72 -3,03 4,37
0 ue

Aqueux 0,67 1,88 0,72 -3,03 4,37

Methanoliq | Ethanolique | -0,67 1,88 0,72 | -4,37 3,03
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ue Agqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Aqueux Ethanolique | -0,67 1,88 0,72 -4,37 3,03
Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue
Pseudo.ae | 30 | Ethanolique | Methanoliq | 1,33 1,88 0,48 | -2,37 5,03
ro ue
Aqueux 1,00 1,88 0,59 | -2,70 4,70
Methanolig | Ethanolique | -1,33 1,88 0,48 -5,03 2,37
ue Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Aqueux Ethanolique | -1,00 1,88 0,59 | -4,70 2,70
Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue
90 | Ethanolique | Methanolig | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
ue
Aqueux -1,00 1,88 0,59 | -4,70 2,70
Methanoliq | Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue Aqueux -0,67 1,88 0,72 | -4,37 3,03
Agueux Ethanolique | 1,00 1,88 0,59 |-2,70 4,70
Methanoliq | 0,67 1,88 0,72 | -3,03 4,37
ue
12 | Ethanolique | Methanoliq | 1,00 1,88 0,59 -2,70 4,70
0 ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Methanoliq | Ethanolique | -1,00 1,88 0,59 | -4,70 2,70
ue Aqueux -1,00 1,88 0,59 | -4,70 2,70
Agueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanoliqg | 1,00 1,88 0,59 |-2,70 4,70
ue
24 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
0 ue
Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Methanoliq | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Agueux Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue
E.coli Path | 30 | Ethanolique | Methanoliq | -0,33 1,88 0,86 -4,03 3,37
ue
Aqueux -1,00 1,88 0,59 -4,70 2,70
Methanoliq | Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue Aqueux -0,67 1,88 0,72 -4,37 3,03
Aqueux Ethanolique | 1,00 1,88 0,59 -2,70 4,70
Methanoliq | 0,67 1,88 0,72 | -3,03 4,37
ue
90 | Ethanolique | Methanolig | -1,33 1,88 0,48 | -5,03 2,37
ue
Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
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Methanolig | Ethanolique | 1,33 1,88 0,48 -2,37 5,03
ue Agqueux 1,00 1,88 0,59 |-2,70 4,70
Agueux Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Methanoliq | -1,00 1,88 0,59 | -4,70 2,70
ue
12 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
0 ue
Agqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Methanoliqg | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Agueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanoliqg | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue
24 | Ethanolique | Methanoliq | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
0 ue
Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Methanolig | Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Aqueux Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Methanoliqg | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue
P. 30 | Ethanolique | Methanolig | -2,00 1,88 0,29 | -5,70 1,70
mirabilus ue
Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Methanoliq | Ethanolique | 2,00 1,88 0,29 -1,70 5,70
ue Aqueux 1,67 1,88 0,38 | -2,03 5,37
Agueux Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Methanoliq | -1,67 1,88 0,38 | -5,37 2,03
ue
90 | Ethanolique | Methanolig | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
ue
Aqueux -0,67 1,88 0,72 | -4,37 3,03
Methanoliqg | Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Aqueux Ethanolique | 0,67 1,88 0,72 -3,03 4,37
Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue
12 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
0 ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Methanolig | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Agueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanoliqg | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue
24 | Ethanolique | Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
0 ue
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Agqueux 0,67 1,88 0,72 | -3,03 4,37
Methanolig | Ethanolique | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
ue Aqueux 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Aqueux Ethanolique | -0,67 1,88 0,72 -4,37 3,03
Methanoliq | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
ue
Seratia 30 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Methanolig | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Agueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanolig | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue
90 | Ethanolique | Methanoliq | 2,00 1,88 0,29 | -1,70 5,70
ue
Aqueux 1,67 1,88 0,38 | -2,03 5,37
Methanoliq | Ethanolique | -2,00 1,88 0,29 | -5,70 1,70
ue Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Agueux Ethanolique | -1,67 1,88 0,38 | -5,37 2,03
Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue
12 | Ethanolique | Methanoliq | -1,00 1,88 0,59 -4,70 2,70
0 ue
Aqueux 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Methanoliqg | Ethanolique | 1,00 1,88 0,59 | -2,70 4,70
ue Aqueux 1,33 1,88 0,48 -2,37 5,03
Agueux Ethanolique | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Methanoliq | -1,33 1,88 0,48 | -5,03 2,37
ue
24 | Ethanolique | Methanoliq | 0,67 1,88 0,72 | -3,03 4,37
0 ue
Aqueux -0,67 1,88 0,72 -4,37 3,03
Methanoliq | Ethanolique | -0,67 1,88 0,72 | -4,37 3,03
ue Aqueux -1,33 1,88 0,48 -5,03 2,37
Agueux Ethanolique | 0,67 1,88 0,72 | -3,03 4,37
Methanoliq | 1,33 1,88 0,48 | -2,37 5,03
ue
E.sakazaki | 30 | Ethanolique | Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 -3,37 4,03
ue
Aqueux -0,67 1,88 0,72 -4,37 3,03
Methanolig | Ethanolique | -0,33 1,88 0,86 -4,03 3,37
ue Aqueux -1,00 1,88 0,59 | -4,70 2,70
Aqueux Ethanolique | 0,67 1,88 0,72 -3,03 4,37
Methanoliq | 1,00 1,88 0,59 | -2,70 4,70
ue
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90 | Ethanolique | Methanoliq | 0,67 1,88 0,72 | -3,03 4,37
ue
Aqueux 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Methanolig | Ethanolique | -0,67 1,88 0,72 -4,37 3,03
ue Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Aqueux Ethanolique | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue
12 | Ethanolique | Methanoliq | 0,67 1,88 0,72 | -3,03 4,37
0 ue
Aqueux 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Methanolig | Ethanolique | -0,67 1,88 0,72 -4,37 3,03
ue Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Agueux Ethanolique | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue
24 | Ethanolique | Methanolig | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
0 ue
Aqueux -3,00 1,88 0,11 | -6,70 0,70
Methanoliqg | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue Aqueux -3,00 1,88 0,11 | -6,70 0,70
Agueux Ethanolique | 3,00 1,88 0,11 | -0,70 6,70
Methanolig | 3,00 1,88 0,11 | -0,70 6,70
ue
B.serius 30 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue
Aqueux -8,667 1,88 0,00 |-12,37 -4,97
Methanoliqg | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue Aqueux 8,667 1,88 0,00 |-12,37 -4,97
Agueux Ethanolique 8,667* 1,88 0,00 | 4,97 12,37
Methanoliq | 8,667 1,88 0,00 | 4,97 12,37
ue
90 | Ethanolique | Methanolig | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
ue
Aqueux 0,33 1,88 0,86 -3,37 4,03
Methanoliq | Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue Aqueux 0,67 1,88 0,72 -3,03 4,37
Agueux Ethanolique | -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Methanoliq | -0,67 1,88 0,72 -4,37 3,03
ue
12 | Ethanolique | Methanoliq | -0,67 1,88 0,72 -4,37 3,03
0 ue
Aqueux 1,00 1,88 0,59 -2,70 4,70
Methanolig | Ethanolique | 0,67 1,88 0,72 -3,03 4,37
ue Aqueux 1,67 1,88 0,38 | -2,03 5,37
Aqueux Ethanolique | -1,00 1,88 0,59 | -4,70 2,70
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Methanoliq | -1,67 1,88 0,38 | -5,37 2,03
ue
24 | Ethanolique | Methanolig | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
0 ue
Agqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Methanolig | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue Aqueux -0,33 1,88 0,86 | -4,03 3,37
Aqueux Ethanolique | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
Methanoliq | 0,33 1,88 0,86 | -3,37 4,03
ue
Candida 30 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
alb. ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Methanolig | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Aqueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanolig | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue
90 | Ethanolique | Methanoligq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Methanoliqg | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Agueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanolig | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue
12 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
0 ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Methanoliqg | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Agueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanoliqg | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue
24 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
0 ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanoliq | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue Agqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Agueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue
Pinicillium | 30 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
sp. ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 -3,70 3,70
Methanolig | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
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Agueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
Methanolig | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue

90 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70

Methanoliqg | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70

ue Agqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70

Agueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanolig | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue

12 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
0 ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70

Methanoliqg | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70

ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70

Aqueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanoliqg | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue

24 | Ethanolique | Methanoliq | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
0 ue
Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70

Methanoliq | Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70

ue Aqueux 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70

Agueux Ethanolique | 0,00 1,88 1,00 | -3,70 3,70
Methanoliqg | 0,00 1,88 1,00 |-3,70 3,70
ue
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