UNIVERSITE DU QUEBEC

MEMOIRE PRESENTE A
L’UNIVERSITE DU QUEBEC A CHICOUTIMI
COMME EXIGENCE PARTIELLE

DE LA MAITRISE EN RESSOURCES RENOUVELABLES

par

JEROME BERUBE-GAGNON, B.Sc. Chimie

Isolation et identification de composés antibiotiques des écorces de Picea mariana

2006



Bibliotheque

Linvaruits cy Qs
& Chicoutimi

“\ HJUQAC

Mise en garde/Advice

Afin de rendre accessible au plus
grand nombre le résultat des
travaux de recherche meneés par ses
¢tudiants gradués et dans I'esprit des
regles qui régissent le dépdt et la

diffusion des mémoires et theses
produits dans cette Institution,
I'Université du  Québec a

Chicoutimi (UQAC) est ficre de
rendre accessible une version
complete et gratuite de cette ceuvre.

L'auteur conserve ne€anmoins la
propriét¢ du droit d'auteur qui
protége ce mémoire ou cette these.
Ni le mémoire ou la these ni des
extraits substantiels de ceux-ci ne
peuvent étre imprimés ou autrement
reproduits sans son autorisation.

Motivated by a desire to make the
results of its graduate students'
research accessible to all, and in

accordance  with  the  rules
governing the acceptation and
diffusion of dissertations and
theses in this Institution, the
Université du Québec a

Chicoutimi (UQAC) is proud to
make a complete version of this
work available at no cost to the
reader.

The author retains ownership of the
copyright of this dissertation or
thesis. Neither the dissertation or
thesis, nor substantial extracts from
it, may be printed or otherwise
reproduced without the author's
permission.



il

Tshiuetin,

« Partager, pagayer, marcher, Katak, la
route difficile du Nord, a la rencontre
de ceux qui nous rendent meilleurs. »

Florent Vollant

« Nous assistons a I'émergence d'une science qui n'est plus limitée a des situations
simplifiées, idéalisées, mais nous met en face de la complexité du monde réel, une science
qui permet 2 la créativité humaine de se vivre comme l'expression singuliere d'un trait

fondamental commun a tous les niveaux de la nature. »

La fin des certitudes, llya Prigogine, Prix Nobel de Chimie 1977.
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RESUME

De nos jours, un grand nombre de composés issus de plantes sont utilisés en médecine
moderne et une majorité de ceux-ci le sont selon leur usage traditionnel. Des 25 composés
pharmaceutiques les plus vendus 3 travers le monde, 12 proviennent de produits naturels,
mais jusqu’ici, environ seulement 10 % des 250 000 especes de plantes inventoriées ont fait
I’objet de recherches de molécules bioactives. Au Québec, les plantes de la forét boréale
n’ont fait Pobjet que de trés peu de recherches de composés actifs bien que les peuples
autochtones aient utilis¢ une grande diversité de plantes pour soigner toutes sortes de
maladies et d’affections. Ces connaissances médicinales ancestrales permettent d’orienter et
de guider la recherche de molécules bioactives. De plus, face a I’émergence grandissante a
I’échelle mondiale du phénomeéne de résistance bactérienne aux antibiotiques, la découverte
de nouveaux composés antimicrobiens est devenue un objectif primordial dans la lutte
contre les infections causées par des souches bactériennes résistantes. En Amérique du
Nord, les écorces de plusieurs coniferes €taient utilisées dans la médecine traditionnelle
amérindienne pour un usage antiseptique. Le but de ce projet de recherche était donc, dans
un premier temps, d’évaluer ’activité antibactérienne d’extraits d’écorces de coniferes de la
forét boréale, soit : Abies balsamea, Larix laricina, Picea glauca et Picea mariana, puis en
second lieu, d’isoler et d’identifier les composés responsables de I’activité de I’extrait ayant
montré la plus grande activité. Ainsi, des extraits éthanoliques d’écorces ont été préparés et
leur activité antimicrobienne a été évaluée sur deux souches bactériennes, Staphylococcus
aureus et Escherichia coli, a I’aide de la méthode de diffusion du disque. Des quatre
extraits testés, celui de I’écorce de P. mariana (épinette noire) s’est avéré le plus actif
contre la souche de S. aureus. La bioautographie a permis [’isolation bioguidée de
molécules actives présentes dans cet extrait. Dans la fraction active isolée, sept molécules
de la classe des acides résiniques ont été identifiées par chromatographie gazeuse couplée &
la spectrométrie de masse (GC-MS) : ’acide pimarique (1), I’acide sandaracopimarique (2),
P’acide isopimarique (3), I’isopimarol (4), I’acide palustrique (5), I’acide déhydroabiétique
(6) et P'acide abiétique (7). Cette étude constitue la premiére confirmation de la présence
d’isopimarol dans I’écorce de P. mariana. Les composés (5), (6) et (7) sont les composés
les plus abondants dans la fraction active isolée. L’évaluation de I’activité antibiotique des
composés identifiés a montré que les composés (2), (3), (5), (6) et (7) sont actifs contre S.
aureus. Nos résultats semblent donc valider I'utilisation traditionnelle de I’écorce de cette
plante dans la médecine amérindienne.
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Chapitre I

INTRODUCTION



1. Introduction

1.1 Introduction générale

Depuis des milliers d’années, "humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans
son environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies.! Actuellement,
P’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) estime qu’environ 80% des habitants de la
plancte ont recours aux médecines traditionnelles & base de plantes en tant que soins de

santé primaire.”

A Torigine, ces ressources étaient employées sous leur forme brute, puis au fil du
temps, la préparation d’extraits et de concentrés ont permis d’en intensifier I’effet
médicinal.? A partir du XIX®™ siécle, les molécules responsables des effets thérapeutiques
ont été isolées et ont servi de prototypes a I’élaboration de médicaments.>® Quelques
exemples de ces composés sont présentés a la figure 1. Plus de 120 composés provenant de
plantes sont aujourd’hui utilisés en médecine modemne et prés de 75% d’entre eux sont

utilisés selon leur usage traditionnel.’
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Figure 1. Exemples de molécules issues de produits naturels.’

De plus, des 25 composés pharmaceutiques les plus vendus au monde, 12 d’entre eux
sont issus de produits naturels.*® Apparemment, cela signifie que le nombre de
meédicaments issus de produits naturels est proportionneliement supérieur a ceux issus de la
chimie combinatoire ot plus de 10 000 molécules doivent étre synthétisées puis testées afin

de mener au développement d’un seul médicament.'®"

Lorsque les grandes compagnies pharmaceutiques se sont détournées des produits

naturels pour se tourner vers la chimie combinatoire au tournant des années 1990, elles



croyaient alors qu’a 'intérieur de quelques années, le nombre de molécules thérapeutiques
obtenues serait grandement augmenté.’ Cependant, malgré les dizaines de milliards de
dollars investis en recherche et en développement (R&D) au fil des années, le nombre de

121314 Ces nouvelles méthodes de découverte de molécules

nouveaux médicaments a chuté.
bioactives semblent avoir atteint certaines limites, ce qui peut expliquer un renouveau de
Pintérét porté a la recherche de composés a partir des sources naturelles telles que les

pl'cmtes.s"5

&

Par conséquent, les quelques 250 & 300 000 espéces inventoriées de plantes que 'on
trouve sur Terre, dont seulement 5 & 15% ont fait I’objet de recherches de molécules
bioactives, représentent un réservoir immense de nouveaux composés médicinaux

potentiels.'*'”

1819 Selon certains auteurs, les composés d’origine naturelle présentent
I’avantage d’une trés grande diversité de structures chimiques et ils possédent aussi un tres

large éventail d’activités biologiques.’

Les plantes utilisent différents moyens pour se défendre des agressions de leur
environnement que constituent les herbivores, les insectes, les bactéries, les moisissures, les
rayons UV, etc. Certains de ces moyens de défense font appel a des composés chimiques
qui interagissent avec le métabolisme de I’attaquant; étant alors intoxiqué et affecte, ce
dernier pourrait étre découragé de poursuivre son attaque. Certains de ces composés ont
aussi un effet pharmacologique chez ’humain et peuvent donc servir de remedes, tout

dépendant de la dose utilisée.”® La recherche de composés possédant une activité



thérapeutique ne peut toutefois pas &tre entreprise au hasard compte tenu du trés grand
nombre d’espéces végétales. Cette démarche doit donc &tre orientée.” Dans cette optique,
I’ethnopharmacologie étudie les propriétés pharmacologiques des plantes et des
préparations utilisées en médecine traditionnelle et permet donc d’orienter la recherche de

composés bioactifs. 2

En Amérique du Nord, les peuples autochtones utilisaient une grande variété de
plantes afin de traiter toutes sortes de maladies, infections et traumatismes.”® Pendant prés
de 10 000 ans, soit & partir de leur arrivée sur le continent nord-américain jusqu’a leur
sédentarisation par les gouvernements dans les années 1950, la survie de ces peuples a été
étroitement liée aux connaissances qu’ils avaient des plantes médicinales.”® De facon
générale, ils croyaient que la nature fournissait les remédes 2 toutes les maladies.”’ «Si une
maladie sembie étre provoquée d’une fagon naturelle, c’est a un herboriste qu’on fait appel;

. ’ ‘ . 2
s’il n’est pas capable d’écarter la douleur, on se tournera alors vers un homme-médecine.»*®

Les travaux de Jones et al. (2000) ont montré que certaines plantes utilisées comme
antimicrobiens par les peuples amérindiens de I’Est du Canada présentent une activité
biologique significativement plus élevée que celle de plantes médicinales courantes ou de
plantes choisies aﬁ hasard.”’ Dans la médecine traditionnelle des peuples autochtones du
Québec, les coniferes étaient les plantes le plus souvent utilisées.”? Leur écorces servaient a
la préparation de nombreux remedes utilisés pour soigner les brilures, les coupures, les

plaies infectées, les infections pulmonaires et respiratoires ainsi que les problémes gastro-



intestinaux.”" Cependant, jusqu’a ce jour, les arbres de la forét boréale utilisés en
médecine traditionnelle par les peuples autochtones du Québec n’ont fait 1’objet que de trés

peu d’études phytochimiques.

D’autre part, on constate que jusqu’a maintenant seule la matiére ligneuse a présenté
un intérét pour I’industrie forestiére puisqu’elle entre dans la fabrication de produits tels
que les pétes et papiers et le bois d’ceuvre qui sont générateurs d’emplois et de profits. Ce
secteur d’activité est trés important pour notre économie puisqu’il représente a lui seul pres
de 100 000 emplois au Québec.” Ce sont principalement les résineux (épinette noire, sapin
baumier, méléze et thuja) qui sont exploités par I'industric du bois et du papier.*?
Cependant, lors de I’exploitation de la matiere ligneuse, une grande quantité de biomasse,
c'est-a-dire de branches, d’aiguilles et d’écorces, est produite. Chaque année, environ 2,5
millions de tonnes d’écorces sont ainsi détruites puisqu’elles sont le plus souvent briilées
pour fournir de I’énergie.*® C’est donc une perte de biomasse importante. Cette matiére
végétale contient pourtant un grand nombre de molécules comme les flavonoides, les
coumarines, les alcaloides, les polyphénols, les tannins, les lignanes, les terpénes et
plusieurs autres qui possédent potentiellement des activités biologiques telles qu’anti-

inflammatoires, anti-cancérigénes, antimicrobiennes, anti-oxydantes, etc. 34,3536

Le Laboratoire d’analyse et de séparation des espéces végétales (LASEVE) s’intéresse
donc a la valorisation de cette biomasse provenant de la forét boréale dans le but d’isoler et

d’identifier des molécules possédant une activité biologique intéressante. De plus, ce



laboratoire utilise les données de la médecine traditionnelle des peuples amérindiens du

Québec comme base afin de guider cette recherche de molécules bioactives.™’
1.2 Problématique

La chimiothérapie des infections bactériennes a débutée au début des années 1940
avec la découverte de la pénicilline par Flemming®® Moins de quatre ans aprés
P’introduction de la pénicilline G en usage clinique (1941), des cas ot la souche bactérienne
Staphylococcus aureus avait développé une résistance a cet antibiotique €taient rapportés.
Dans les années 1950, I’'usage d’antibiotiques tels que I’érythromycine, la tétracycline et les
aminoglycosides pour traiter des patients atteints d’une infection causée par la souche S.
aureus rtésistante aux pénicilﬁnes a mené 3 l’appariﬁon de souches de S. aureus

multirésistantes.

La méthiciline a été développée en 1960 afin de traiter les infections causées par les
souches S. aureus multirésistantes. Cependant, cette méme année, des souches de S. aureus
résistantes & la méthiciline (SARM) sont apparues.® Durant les années 1970, les cas de
SARM ont été observés a travers le monde entier. De nos jours, plusieurs études ont montré
que le SARM représente une importante source d’infections nosocomiales (infections

contractées en milieu hospitalier).***!



Selon I’OMS, 1l y aurait chaque jour un million d’infections qui se produisent dans les
hopitaux du monde.** Plusieurs bactéries sont responsables de ce phénoméne dont entre
autres : les Streptocoques, par exemple Streptococcus pyogenes, les staphylocoques, par
exemple Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Escherichia coli et plusieurs
autres.* En 2004, le «National Nosocomial Infections Surveillance System» estimait que
prés de 55% des cas de staphylocoques rapportés en milieu hospitalier aux Etats-Unis

étaient résistants 3 la méthicilline.*

Le phénoméne de la résistance bactérienne aux antibiotiques est dfi en grande partie a
la prescription massive d’antibiotiques par les médecins, leur mauvaise administration et

leur usage non-médical.*>*

¢ Egalement, 1’utilisation des antibiotiques en agriculture comme
promoteurs de la croissance et dans la prévention des infections est suspectée de contribuer
au développement de souches résistantes non seulement chez les animaux, mais aussi chez
les populations humaines.*’ Fait intéressant, aux Etats-Unis, plus de 50% des antibiotiques

produits sont utilisés en agriculture et la situation est sensiblement la méme a travers le

monde.*® La figure 2 présente quelques exemples d’antibiotiques couramment utilisés de

1nos jours.
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Figure 2. Antibiotiques couramment utilisés de nos jours.
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Presque tous les nouveaux antibiotiques développés depuis les 40 derniéres années ne
sont que des variantes de composés chimiques connus et pour lesquels les bactéries ont déja
développé des résistances.” La classe la plus récente d’antibiotiques, les oxazolidinones,
a ét¢ introduite en usage clinique dans les années 1970. L ’antibiotique le plus récent sur le
marché, la linézolide (Zyvox), appartient a ce groupe et a été introduit sur le marché Nord-
américain en 2000. Dés 2001, des cas de SARM résistants a la linézolide ont été rapportés.
Sa structure chimique est présentée a la figure suivante (Fig. 3). Le phénoméne de
résistance aux antibiotiques se développe donp trés rapidement et a pour conséquence de

complexifier d’année en année la lutte aux infections microbiennes.

Paradoxalement, les grandes corporations pharmaceutiques délaissent peu a peu le
domaine de la recherche d’antibiotiques nouveaux pour se concentrer davantage sur les
maladies chroniques qui promettent des profits 2 plus long terme.>'** La problématique de
la résistance aux antibiotiques rappelle cependant qu’il est important de trouver de
nouvelles molécules possédant une activité antibactérienne qui agissent sur des cibles
cellulaires différentes de celles visées par les antibiotiques actuellement utilisés.® Les
plantes peuvent é&tre une source intéressante de nouveaux composés antibiotiques
permettant de faire face & ce probléme mondial majeur.> Lors des tests d’évaluation de
Pactivité antibactérienne réalisés au LASEVE, Dextrait d’écorce d’épinette noire (P.
mariana) a démontré ’activité la plus intéressante. Par conséquent, ce projet de recherche
avait donc pour but de réaliser I’isolation de molécules bioactives sur ’écorce de cette

plante, une espece végétale de la forét boréale souvent utilisée en médecine traditionnelle
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amérindienne comme antiseptique™ et aussi parce qu’il s’agit d’une des principales
essences végétales exploitées par I’industrie forestiere au Québec. Les quantités d’écorces
d’épinette noire qui sont détruites chague année sont grandes et pourraient faire 1’objet

d’une revalorisation si des composés antibiotiques intéressants y étaient découverts.
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1.3 Objectifs du projet de recherche

Le principal objectif de ce projet de recherche visait & valoriser I’écorces de coniféres
de la forét boréale par I’évaluation de D’activité antibiotique d’extraits d’écorces d’4.
balsamea, de L. laricina, de P. glauca et de P. mariana. Pour atteindre cet objectif,

plusieurs objectifs spécifiques devaient &tre réalisés :

1) Préparer d’extraits éthanolique a partir des écorces.

2) Evaluer Iactivité antibactérienne des extraits bruts sur une souche
bactérienne Gram-négative : Escherichia coli, et une souche Gram-positive :
Staphylococcus aureus.

3) Isoler et identifier les composés responsables de Pactivité antibactérienne

d’un des exfraits.

Afin de bien situer le contexte dans lequel ce projet de recherche s’inscrit, nous
présentons, au chapitre II, une revue de littérature sur P. mariana qui décrit les principales
caractéristiques de cet arbre, ses différentes utilisations médicinales par les peuples
amérindiens ainsi que la phytochimie du genre Picea et de I’espéce P. mariana. Le
Chapitre III contient [Particle scientifique qui sera soumis au Journal of
Ethnopharmacology et qui présente 1’essentiel des travaux et des résultats obtenus dans le
cadre de ce projet de recherche. Au chapitre IV, nous effectuons un retour sur les éléments

importants de ce projet et nous terminons en proposant, a la lumiére des résultats obtenus,

différentes perspectives de recherche.



Chapitre II

REVUE DE LITTERATURE

13
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2. Revue de littérature

Etant donné que I’extrait d’écorces de P. mariana est celui qui a démontré Iactivité
antibactérienne la plus intéressante lors des travaux réalisés dans le cadre de ce projet et
que les efforts d’isolation des molécules bioactives ont été ensuite concentrées sur cet
extrait, on trouve donc dans ce chapitre-ci une revue de littérature qui décrit les principales
caractéristiques de cet espéce, ses utilisations ethnopharmacologiques ainsi que la

phytochimie du genre Picea et de I’espece P. mariana.

2.1 Principales caractéristiques de Picea mariana

L’épinette noire (P. mariana (Mill.) BSP) est un arbre conifére dg: la famille des Picea.
11 atteint une hauteur de 8 a 20 métres et posséde une forme en cOne étroit et aigu. Le bois
des rameaux est pubescent et ses cones ont de 2 a 3 cm de longueur. Ses terrains de

prédilection sont humides, granitiques, sablonneux ou tourbeux.
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Figure 3. P. mariana : 3) Cones. b) Profil de I’arbre. c) Aire de distribution”

Tel que présenté a la figure 4, cette espéce se retrouve uniquement en Amérique du Nord,
de Terre-Neuve jusqu’en Alaska et de la limite nordique des arbres jusqu’au sud des
Grands Lacs et du nord du New Jersey.® Au Québec, on retrouve 1’épinette noire
principalement dans la forét boréale. C’est par conséquent ’espéce dominante de la forét

d’ Abitibi ainsi que de la Cote-Nord.”

2.2 Utilisations en médecine amérindienne traditionnelle

De nombreux peuples amérindiens vivant dans la forét boréale utilisaient différentes
parties de I’épinette noire afin de traiter et soigner les symptomes de plusieurs maladies.
Les Algonquins utilisaient la gomme d’épinette noire en tant qu’onguent désinfectant et ils

préparaient une infusion avec les branches afin de «guérir I’intérieur».>® Les Cris utilisaient

* Image tirée de I’ouvrage : Flora of North America, Vol. II : Pteridophytes and Gymnosperms, 1993, Ed.
Flora of North America editorial committee, Oxford University press, New-York, p.370.
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eux aussi la gomme (résine) récoltée sur le tronc qu’ils appliquaient sur les plaies, coupures
ou brilures infectées. Une décoction de gomme était administrée afin de soigner les maux
de ventre et d’estomac. Les cOnes d’épinette noire étaient bouillis dans I’eau et la décoction
ensuite utilisée pour soigner les diarrhées, les infections des yeux, de la bouche, de la gorge
ou des dents ainsi que certaines maladies vénériennes.***® De plus, les Cris mangeaient
les bourgeons et les extrémités des branches pouf leur effet tonique et aussi pour la
prévention de problémes cardiaques.”’ Les Esquimaux du Nord du Québec (Inuktitut)
appliquaient une pommade de graisse et de gomme d’épinetie noire sur les plaies
pustuleuses. Une décoction de gomme ou d’aiguilles permettait de traiter les infections
respiratoires.”? Les Innus (Montagnais) buvaient une décoction des branches afin de
soulager la toux et les maux de gorge:.63 Les Iroquois machaient la gomme d’épinette noire
pour faciliter la digestion.“ Les Ojibwais prenaient une infusion de racines et d’écorces
contre les douleurs stomacales et les tremblements.”® Les aiguilles et ’écorce étaient
utilisées en tant que stimulants et toniques. L’écorce servait aussi de sel médicinal.* Les

Potawatomis du Wisconsin appliquaient une pate faite d’écorce interne d’épinette noire sur

les inflammations cutanées.”’
2.3 Ktudes phytochimiques de Picea
2.3.1 Le genre Picea

En Norvege, Slimestad (2003) a évalué la composition en flavonoides des bourgeons

et des aiguilles chez les arbres du genre Picea et il 2 montré que chez Picea, les flavonoides
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prédominants sont ceux présentant des structures moins oxygénées telles que le kaempférol

et la quercétine.®®

Kraus et Spiteller (1996) ont examiné les composés phénoliques présents dans les
petites branches de P. glauca.’® Ces composés étaient obtenus suite 3 une extraction a
PPAcOEt et les glucosides étaient présents dans ’extrait de n-butanol (n-BuOH). Les
acétophénones sont les composés phénoliques prédominants (jusqu’a 70 %) et les
glycosides d’acétophénones sont les principaux constituants (90 %) de la fraction
glucosidique. Au début de la période de végétation, I’acide cinnamique et ses dérivés sont
les principaux composés présents dans les branches (>90 %), puis leur proportion diminue
en faveur d’autres composés phénoliques. Les quantités de lignanes et de glycosides de
lignanes dans les branches sont faibles. Levitin, en 1977, a étudié ’écorce d’épinette
blanche et y a quantifié¢ la présence d’holocellulose (38,3 %), de lignine (7,7 %) et d’acides

phénoliques (7,7 %).”

Selon la littérature, on trouve chez plusieurs espéces du genre Picea des alcaloides de type
pipéridine disubstituées en positions 2 et 6.”’? Par exemple, chez Picea abies et Picea
pungens, le (+)-6-épidihydropinidine et le (+)-6-épiépipinidinol ont été identifiés.” Ces
alcaloides sont présents dans les aiguilles, le bois et les racines. Chez Picea, on retrouve ces

alcaloides 2,6-disubstitués sous leur forme cis et trans, alors que chez le genre Pinus, ceux

qui ont 6té isolés ne se trouvaient que sous la forme cis.™ De plus, certains alcaloides de ce
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type ont montré une activité tératogene trés élevée et seraient peut-étre impliqués dans les

cas d’avortement de vaches qui consomment des aiguilles de pin.”

En Turquie, le groupe de Ugar a I’Université d’Istanbul a analysé par GC-MS les composés
volatils présents dans les aiguilles et le bois de Picea orientalis, une espéce qui pousse dans
la région du Caucase et de la Mer noire. Dans les aiguilles, les composés volatiles
majoritaires sont : a-pinéne, camphéne, f-pinene, f-myrcene, &3-caréne, o-terpinoléne,
bomnéol, terpinéol-4, a-terpinéol, acétate de bornyle, S-caryophylléne, o-humuléne,
germacene D, muurolol, a-cadinol. Dans le bois, les composés volatiles majoritaires sont :
a-pinéne, f-pinéne, &3-caréne, f-phéllandréne, limonéng, o-terpinoléne, terpineol-4, o-
terpinéol, acétate de bornﬁe, a-copacne, p-caryophyliene, o-humuléne, oxyde de
caryophyliéne, oxyde de manoyle, labdadién-8-ol, abiénol, palustrol, ester méthylique

d’acide déhydroabiétique, néoabiétal, ester méthylique d’acide abiétique.”

Au Japon, ’équipe de Tanaka a isolé des triterpénes de type époxyserratanes & partir
des cires qui recouvrent les aiguilles de Picea jezoensis.”® Dans le cadre d’une autre étude,
ils ont également isolé et identifié¢ plusieurs diterpénes de type abiétane dans I’écorce du

tronc de Picea glehni.”

2.3.2 Picea mariana (Mill.) BSP.
Etant donné que P. mariana représente une des principales espéces végétales

exploitées par I'industrie foresti¢re, elle fait I’objet de nombreuses études a caractere
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écologique et environnemental. Ces études s’attardent & comprendre et & évaluer les types
d’environnements menant & une pousse plus rapide des arbres, les types de sols favorisant
la meilleure régénération de cette espéce, la flore microbienne associée a cette espéce

78,79,80,81

d’arbre, etc. Par contre, peu d’études phytochimiques ou pharmacologiques ont été

réalisées jusqu’a ce jour sur P. mariana.

L’équipe de Willfér en Finlande a identifi¢ les composés phénoliques bioactifs
présents dans les nceuds et le bois de cceur de P. mariana. Dans les nceuds, ils ont identifié
plusieurs lignines telles : 7-hydroxymatairésinol, secoisolaricirésinol, liovil, laricirésinol,
matairésinol et pinorésinol. Leur équipe a aussi identifié un flavonoide : la catéchine. Dans
le bois de cceur, les principaux composés phénoliques sont : 7-hydroxymatairésinol, 7-allo-
hydroxymatairésinol, secoisolaricirésinol, liovil, a-conidendrine, laricirésinol, matairésinol,
lignine A, cyclolaricirésinol, pinorésinol, les deux isomeéres du 1,3-(bis-guaiacyl)-1,2-
propandiol et la catéchine.®* Dans la littérature, on rapporte que la (-)-catéchine est
phytotoxique alors que [’énantiomeére (+) a des propriétés antibactériennes et
antifongiques.® On rapporte aussi que le matairésinol posséde des activités antibactérienne

et antioxydante.*

Hooper et al. (1984) ont identifi¢ les phytostérols et les triterpénes de 67 plantes
médicinales utilisées par les amérindiens des Maritimes.*® Dans les branches, I’écorce et les
aiguilles de P. mariana, ils ont confirmé la présence de phytostérols : le campstérol, le

stigmastérol et le fS-sitostérol. Dans I’écorce, les branches et les aiguilles, ils ont identifié la
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f-amyrine, un triterpéne. L’g-amyrine a aussi été identifiée dans les branches.® Les
phytostérols sont connus pour leur activité antimicrobienne® et peuvent étre ajoutés a la
nourriture afin de minimiser la détérioration causée par la croissance microbienne ou
Poxydation.*” Dans une autre étude, Schneider ef al. (1991) ont isolé deux alcaloides dans

les aiguilles de P. mariana : 1’epidihydropiridine et le pinidiol (Figure 5).%

Lors de la fabrication de la pulpe a partir du bois de coniféres par le procédé «Krafi»,
une huile est obtenue. Conner et al. (1980) ont identifi€ les principaux composés et groupes
de composés présents dans le bois de ceeur et I’écorce de P. mariana permettant de
caractériser la composition de I’huile obtenue avec cette espéce.® L’équipe de Conner a
ainsi identifié dans le bois de coeur et dans I’écorce les composés suivants :

-acides gras : palmitique, stéarique, oléique, linoléique,5,9,12-octadecatriénoique,
5,11,14-eicosatrienoique, béhénique

-acides résiniques :  pimarique, sandaracopimarique, palustrique, lévopimarique,
isopimarique, abiétique, déhydroabiétique, néoabiétique

-non saponifiables :  diterpénes, campestérol, sitostérol, triterpenes

L’activit¢ antibactérienne de certains acides résiniques, entre autre [’acide

déhydroabiétique, est connue et rapportée dans la littérature.*®
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Figure 4. Molécules identifiées chez Picea mariana.
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Résumé

Les écorces de coniferes provenant de la forét boréale sont utilisées depuis des millénaires
dans les médecines traditionnelles des Premiéres Nations du Nord-Est du Canada comme
antiseptiques afin de traiter diverses infections. L’activité antibactérienne d’extraits
éthanoliques d’écorces d’Abies balsamea, Larix laricina, Picea glauca et Picea mariana, a
été évaluée sur deux souches bactériennes, soit Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
Les quatre extraits étaient actifs sur la souche Gram-positive S. aureus et inactifs sur E.
coli. L’isolation des molécules z;ctives présentes dans ’extrait éthanolique de P. mariana a
été bioguidée par bjoautographie. Dans la fraction active isolée, sept molécules de la
famille des acides résiniques ont été identifiées par GC-MS : I’acide pimarique (1), Pacide
sandaracopimarique (2), ’acide isopimarique (3), ’isopimarol (4), I’acide palustrique (5),
P’acide déhydroabiétique (6) et ’acide abiétique (7). Cette étude constitue la premiére
confirmation de la présence d’isopimarol dans I’écorce de P. mariana. Parmi les composés
identifiés, les plus abondants sont les composés (5), (6) et (7). L’activité antibactérienne
des composés identifiés dans la fraction active a été évaluée et les composés (2), (3), (5),

(6) et (7) ont montré une activité contre S. aureus.
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1. Introduction

En Amérique du Nord, les peuples des Premiéres Nations utilisaient une grande variété de
plantes dans le but de traiter et de soigner toutes sortes de maladies (Moerman, 1991).
Durant des milliers d’années, la survie de ces peuples a été étroitement lide a la
connaissance qu’ils avaient des plantes médicinales (Assiniwi, 1988). Dans la médecine
traditionnelle amérindienne, les coniferes étaient le groupe de plantes le plus largement
utilis¢é (Arnason, 1981). Leurs écorces entraient dans la fabrication de différentes
préparations servant a traiter les briilures, coupures, plaies infectées et aussi les problémes
gastriques ou intestinaux (Bergeron et al., 1996). Les écorces d’A. balsamea, de L. laricina,
de P. glauca et de P. mariana étaient utilisées en tant qu’antiseptiques dans les médecines
traditionnelles des Algonquins, des Cris, des Innus et des Iroquois (Moerman, 1998 ;
Marles et al., 2000). Dans cette étude, P’activité antibactérienne d’extraits éthanoliques
d’écorces de quatre coniferes: A. balsamea, L. laricina, P. glauca, P. mariana, a été
évaluée sur deux souches bactériennes, soit S. aureus et E. coli. Plusieurs composés

antibactériens ont par la suite ét¢ identifiés dans I’extrait de P. mariana.
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2. Matériel et Méthodes

2.1 Matériel végétal

Quatre espéces de coniferes ont été sélectionnées : Abies balsamea (L.) Mill, Larix
laricina (Du Roi) Koch., Picea glauca (Moench) Voss., Picea mariana (Mill.) BSP. Le 13
décembre 2003 dans la région de Chicoutimi (71°0'11" W, 48°18'41" N), les quatre espéces
de coniferes ont été récoltées et identifiées par M. Patrick Nadeau, technicien en biologie
(Université du Québec a Chicoutimi). Pour chacun de ces arbres, un spécimen témoin a été
déposé a I’'Herbier Louis-Marie & I’Université Laval & Québec et les numéros de références

correspondants a A. balsamea, L. laricina, P. glauca, et P. mariana sont respectivement :

0493199, 0493197, 0493200 et 0493198.

2.2 Extraction

L’écorce a d’abord été enlevée des troncs, séchée a I’air libre durant 24 heures puis broyée
et mise en poudre. Les poudres d’écorces (80 g) de chacune des quatre espéces
sélectionnées ont été extraites & I’aide d’éthanol 95 % en utilisant un appareil de type
Soxhlet pour une durée de 12 heures. Le solvant a ét€ évaporé sous pression réduite a ’aide
d’un évaporateur rotatif. L’ emploi d’une pompe a vide a ensuite permis d’enlever les traces

de solvant dans Pextrait.

2.3 Culture des microorganismes
Les souches bactériennes utilisées était Escherichia coli (ATCC 25922) et Staphylococcus

aureus (ATCC 25923) et ont été cultivé dans du bouillon de culture «Nutrient Broth»
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(Difco) et incubés durant la nuit pour une durée de 18 heures a 37 °C avant d’étre utilisées
lors des tests d’activité antibactérienne. Les souches étaient conservées a -80 °C dans un

mélange de bouilion de culture «Nutrient Broth» et de 5% (v/v) de glycérine.

2.4 Tests d’activité antibactérienne

2.4.1 Diffusion du disque

L’activité antibactérienne des extraits ¢thanoliques d’écorces a été évaluée & ’aide de la
méthode de diffusion du disque (Bauer et al., 1966). Les bactéries ont été inoculées sur gel
d’agar Mueller-Hinton (Fluka) placé dans des pétris stériles qui a ensuite été inoculé avec la
solution bactérienne en utilisant une tige de coton. Un milligramme (1 mg) d’extrait
éthanolique d’écorce a été dissout dans 20 pul. de DMSO, placé sur un disque de fibre de
verre de 6 mm de diamétre (Difco) et celui-ci a ét€ déposé sur la surface d’agar inoculée.
Des disques imprégnés de DMSO (20 pL) et de chloramphénicol (30 pg), servant
respectivement de témoin négatif et de témoin positif, ont aussi été¢ déposés sur la surface
de la gélose inoculée. Les pétris ont ensuite été incubés & 37 °C pendant 18 heures. Un
extrait est considéré actif lorsqu’on mesure une zone d’inhibition autour du disque d’un

diametre supérieur & 6 mm et a I'intérieur de laquelle aucune croissance bactérienne n’est

observée.

2.4.2 Bioautographie
Afin d’identifier quelles étaient les molécules responsables de ’activité antibactérienne

dans [Pextrait éthanolique de P. mariana, nous avons adaptée une méthode de
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bioautographie a partir d’anciennes méthodes (Hamburger ef al., 1987 ; Didry et al., 1990)
et celle-ci est une combinaison de deux variantes connues sous les appellations de

«bioautographie par contact» et «bicautographie directe» (Rios et al., 1988).

Dans un premier temps, nous avons sépar¢ 1’extrait éthanolique de P. mariana en effectuant
une extraction liquide-liquide & ’aide de chloroforme (CHCI;) et d’eau. Ces solvants ont
ensuite été évaporés. Des tests sur CCM (Wagner, 1984) ont permis de déterminer qu’un
mélange chloroforme-méthanol dans un rapport de 40 : 1 est le systéme de solvants le plus
appropri¢ pour obtenir une bonne séparation des composés présents dans Dextrait
chloroformé. La bioautographie de cet extrait a ensuite été réalisé selon la méthode
suivante : 1 mg d’extrait dilué dans 100 puL d’acétone a été déposé au bas de la plaque
CCM (5cm X 20 cm) sur une bande de 2 cm située & 1,5 cm du bord de la plaque. La
plaque a ensuite été développée dans un systéme de solvant CHCl;/MeOH dans un rapport
de 40 :1 jusqu’a ce que le front de solvant soit &8 2 cm du haut de la plaque de CCM. Le
solvant a été évaporé avec précaution sous la hotte. Par la suite, dans une hotte
microbiologique, une couche de 1 mm d’épais d’agar Mueller-Hinton solidifié a été
déposée sur la plaque CCM développée. La surface de la gélose a été inoculée avec une
solution bactérienne de 1 X 107 bactéries/mL 4 I’aide d’un coton tige. La plaque a été
incubée pendant 18 heures a I'intérieur d’une boite en plastique non-hermétique ou se
trouvent des plats de pétris contenant de I’eau stérile. Puis, une solution de chlorure de
para-iodonitrotétrazolium (INT) 2 mg/mL (Cole, 1994) a été vaporisée sur la surface de la

gélose et incubée a nouveau pendant quatre heures. L’INT est alors transformé par une
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déhydrogénase bactérienne en un composé d’une couleur rouge foncé. L’inhibition de la
croissance bactérienne est révélée par la présence de zones claires. Pour fin de
comparaison, une seconde plaque CCM est développée en paraliele et révélée en vaporisant
une solution d’acide sulfurique 20 % (v/v) dans le méthanol puis en plagant la plaque dans

une étuve 3 80°C pendant 5 minutes.

2.4.3 Evaluation des «Minimum Amount of Compound Spotted»

En utilisant la bioautographie, nous avons déterminé, pour chacun des composés identifiés
par GC-MS dans la fraction active isolée, la quantité minimale déposée sur la plaque ayant
une activité inhibitrice de la croissance bactérienne, apéelée en anglais : «Minimum Amount
of Compound Spotted» (MAC) (Didry et al. 1990). Les tests ont été effectués en utilisant
des standards d’acides résiniques (Helix Biotech Corporation) correspondants aux
composés identifiés dans la fraction isolée. Ces composés sont dilués dans ’acétone a des
concentrations de 5.0, 2.5, 1.25, 0.625 , 0.312 et 0.156 mg/mL. Ensuite, 20 pL de chacune
de ces concentrations soﬁt déposés sur une méme plaque de CCM ce qui donne
respectivement une masse déposée (MAC) de 100 pug, 50 pg, 25 pg, 12.5 pg, 6.25 ug et
3.12 pg. Une couche de gel d’agar Mueller-Hinton est déposée sur la plaque de silice, puis
la surface de gélose est inoculée avec une solution bactérienne de 1 X 107 bactéries/mL a
P’aide d’un coton tige. Tel que décrit a la section 2.4.2, la plaque est incubée et ensuite
développée en utilisant 'INT. Le MAC est déterminé comme étant la plus faible quantité

d’un composé déposée produisant une zone d’inhibition visible. La détermination du MAC
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du chloramphénicol, celui-ci servant de témoin positif, a été effectuée de la méme fagon.

Un témoin négatif était aussi évalué en utilisant 20 pl. d’acétone pure.

2.5 Isolation et identification des composés actifs

2.5.1 Isolation

La séparation des molécules actives de ’extrait de P. mariana a été effectuée a P’aide d’une
premiére colonne chromatographique sur gel de silice (Silicycle, Ultra Pure, Silia-P Flash
F2s4, 40-63pm) et le solvant d’élution était le chloroforme distillé. L’extrait (15,0 g} a été
déposé sur la colonne et 27 fractions ont été obtenues. Chaque fraction a été analysée par
CCM en utilisant un systéme de solvants CHCl;/MeOH 40 :1 et le révélateur utilisé était
H,SO4 20% dans MeOH. Les fractions ont été regroupées selon leur profil CCM. La
fraction ORG1-F, (5,27 g) contenait les composés ayant un Rr de 0,6. La chromatographie
de 4,0 g de ORGI-F; a permis d’isoler, en utilisant un gradient 100 % CHCL a 100%
MeOH, 705 mg d’une fraction contenant les composés ayant un Ry de 0,6. Cette fraction a
été purifiée sur colonne chromatographique ouverte en utilisant la phase inverse RPig
comme phase stationnaire. Le systéme de solvants d’élution était un mélange méthanol-eau
dans un rapport 99 : 1. Les fractions 40 & 50 contenaient les composés ayant un Ry de 0,6 et

ont été regroupées (97 mg).

2.5.2 Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse
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Avant d’étre analysée par GC-MS, la fraction isolée a d’abord éié solubilisée dans le
chloroforme puis méthylée a I’aide de diazald (Black, 1983). L’analyse de la composition
chimique de la fraction active isolée a ensuite été réalisée a I’aide d’un appareil Agilent
Technologies GC 6890N coupié a un spectrométre de masse Agilent Technologies 5973
Network. La colonne chromatographique est une HPS-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym) de
marque Agilent Technologies. La température de la colonne était programmée a 100°C
pendant 2 minutes puis augmentée jusqu’a 280°C & un gradient de 3°C/min puis maintenue
a cette température pendant 10 minutes. Les températures de I’'injecteur et du détecteur
étaient respectivement de 250 et 280°C. L’Hélium était le gaz vecteur & un débit de 1

mL/min et le volume d’injection était de 1 pL.
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3. Résultats et discussion

3.1 Extraction

Les écorces des quatre especes de coniféres ont été extraites avec de 'EtOH 95% par
soxhlet. Les rendements obtenus lors de la préparation des extraits éthanoliques sont de

28,8 g (36%) pour 4. balsamea, 22,4 g (28%) pour L. laricina, 15,2 g (19%) pour P. glauca

et de 19,2 g (24%) pour P. mariana.

3.2 Evaluation de P’activité antibactérienne des extraits

L’activité antibactérienne des extraits de coniferes a été évaluée sur une souche bactérienne
gram-positive : §. aureus, et une souche gram-négative : E. coli a I’aide de la méthode de
diffusion du disque. Les résultats présentés au tableau 1 montrent que les quatre extraits
sont modérément actifs contre la souche de S aureus et inactifs sur E. coli. A notre
connaissance, il s’agit de la premiére démonstration de ’activité antibactérienne d’extraits
éthanoliques d’écorces de ces coniféres. Parmi les quatre extraits testés, [’extrait
éthanolique de P. mariana est celui qui a démontré 1’activité antibactérienne la plus élevée
sur S. aureus avec un diamétre d’inhibition de 10,70 mm. L’extrait de P. mariana a été

étudié dans le but d’isoler et d’identifier les composés antibactériens.
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Tableau 1. Activité antibactérienne des extraits d’écorces de coniféres par la méthode de

diffusion du disque.
Inhibition de la croissance bactérienne
(mm)
Extrait’ E. coli S. aureus

+0,05  x005
A. balsamea - 9,50
L. laricina - 9,10
P. glauca - 8,60
P. mariana - 10,70
Témoin positifb 25,00 22,30
Témoin négatif® - -

*: 1 mg d’extrait éthanolique d’écorce

®: 30 ug de chloramphénicol

¢ 20 uL de DMSO

- : inactif

3.3 Isolation des composés actifs de ’extrait de P. mariana

L’extrait éthanolique de P. mariana a été fractionné par une extraction liquide-liquide
(CHCl3-eau) afin de simplifier la composition chimique de 1’extrait. Les deux fractions ont
été testées et la fraction CHCI; s’est avérée la plus active. La bioautographie de la fraction
chloroformée de P.mariana a permis de bioguider I'isolation de composés antibactériens.
En effet, aprés bioautographie, la fraction présente une zone d’inhibition & un Ry de 0,6
(Figure 1). Sur la base du Ry des composés révélés par bioautographie, 1’extrait éthanolique

de P. mariana a été séparé par chromatographie sur colonne tel que décrit dans la section

matériel et méthode et ie suivi de la séparation sur colonne a été fait par CCM dans les
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mémes conditions d’élution que celles utilisées pour la bioautographie. L’activité
antibactérienne de la fraction active isolée a été testée par diffusion du disque (résultats

non-montrés).

A

a) Bioautographiec  b) CCM révélée

Figure 1. Bioautographie de I’extrait chloroformé de P. mariana.

3.4 Identification des composés actifs par GC-MS

La fraction isolée a été méthylée a I’aide de diazald puis analysée par GC-MS (figure 2).
Sept pics ont été détectés dont deux pics particulierement plus intenses, soit les pics 6 et 7 a
des temps de rétention de 42,79 et 43,93 min respectivement. Les autres pics sont quant a
eux d’intensité faible & moyenne et révelent la présence de composés minoritaires dans la

fraction. Les résultats de cette analyse par GC-MS sont présentés au tabieau 2.
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Figure 2. Chromatogramme GC-MS de la fraction isolée
Les composés de la fraction isolée ont été identifiés en comparant les temps de rétention
des pics et leurs spectres de masse & ceux d’acides résiniques commerciaux. Sept composés
ont été identifiés (figure 3) : I'acide pimarique (1), ’acide sandaracopimarique (2), P’acide
isopimarique (3), 'isopimarol (4), I’acide palustrique (5), I’acide déhydroabiétique (6) et
I’acide abiétique (7). Les pourcentages relatifs des composés 1 & 7 étaient respectivement
de 0,92%, 3,68%, 5,55%, 0,53%, 5,03%, 50,96% et 29,53%. Les composés (5), (6) et (7)
constituent 86% de la fraction isolée. Les résultats de cette analyse sont présentés au
tableau 2 et les spectres de masse des composés identifiés sont présentés en annexe. Tous
les composés identifiés dans la fraction isolée, excepté I’isopimarol, ont déja été identifiés
dans ’écorce et le bois de cceur de P. mariana (Conner ef al., 1980). Ces travaux rapportent
pour la premiére fois la présenée d’isopimarol dans I’écorce de P. mariana. 1’isopimarol a
¢té identifié dans diverses plantes ainsi que dans des extraits d’aiguilles et de boisv de Picea

orientalis (Ugar et al., 2003).
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/
%COOR %COOH
acide pimarique (1) scide sandaracopimarique {2)
'"*m/
% %
%COOH %COOH

acide isopimarique (3) isopimarol (4) acide palustrique (5)

COOH

acide déhydroabiétique (6) acide abiétique (7)

Figure 3. Structures chimiques des composés identifiés

3.5 Evaluation de Pactivité antibactérienne des composés isolés

L’activité antibactérienne des composés identifiés dans la fraction isolée a été évaluée sur
la souche §. aureus (tableau 2). Le chloramphénicol, servant de témoin positif, a une valeur
de MAC de 0,2 ug sur cette bactérie. Les résultats montrent que ’acide pimarique et
I’isopimarol sont inactifs et que ’acide sandaracopimarique, 1’acide isopimarique, 1’acide
palustrique, I’acide dehydroabiétique et I’acide abiétique sont modérément actifs contre S.
aureus. Les trois composés majoritaires (5), (6) et (7) ont montré la meilleure activité

antibiotique avec un MAC de 6,25 pg. Ces trois composés pourraient étre les principaux
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responsables de Pactivité de Dextrait sur S. gureus. Plusieurs molécules parmi les acides
résiniques, dont entre autres I’acide déhydroabiétique et I’acide isopimarique, possédent des
activité biologiques connues (Keeling et al., 2006) telles qu’antibactérienne (Séderberg et
al., 1990}, antifongique (Slavuchinske et al., 1999), anti-tumorale, antivirale, inhibitrice de
P’oxyde nitrique (Gigante et al., 2003) et larvicide (Elliger et al., 1976). Les tests d’activité
que nous avons effectués montrent que ’isopimarol et ’acide pimarique ne sont pas actifs
contre S. aureus. Contrairement & Beccera et al. (2002), nous avons trouvé que 1’isopimarol

était inactif sur S. aureus.

Tableau 2. Composition chimique (%) de la fraction isolée et activité antibactérienne.

Activité antibactérienne
Temps de % relatif
#  Composé rétention S. aqureus
(min) MAC
(1e)
1 Acide pimarique 39,84 0,92 -
2 Acide sandaracopimarique 40,34 3,68 12,5
3  Acide isopimarique 41,51 5,55 12,5
4  Isopimarol 41,73 0,53 -
5  Acide palustrique 41,83 5,03 6,25
6  Acide déhydroabiétique 42,79 50,96 6,25
7  Acide abiétique 43,93 29,53 6,25
Chloramphénicol - - 0,2
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4. Conclusion

Les résultats de nos travaux ont montré I'activité antibactérienne d’extraits éthanoliques
d’A. bailsamea, de L. laricina, de P. glauca et de P. mariana sur une souche de S. aureus.
De plus, la mise au point d’une méthode de bioautographie adaptée & cette étude a permis
d’isoler rapidement les composés antibactériens présents dans I’extrait éthanolique de P.
mariana. L’extrait actif a été fractionné et sept composés de la classe des acides résiniques
ont été¢ identifiés par GC-MS dans la fraction active isolée : 1’acide pimarique (1), I’acide
sandaracopimarique (2), I’acide isopimarique (3), I’isopimarol (4), ’acide palustrique (5),
Pacide déhydroabiétique (6) et I’acide abiétique (7). Ces travaux constituent la premiére
identification de I’isopimarol dans 1’écorce de P. mariana. Parmi les composés identifiés,
les composés (5), (6) et (7) ont montré une activité intéressante et ceux-ci comptent pour

pres de 86% du contenu de la fraction active isolée.
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Spectre de masse du composé (1)
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ANNEXE 2

Spectre de masse du composé (2)
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ANNEXE 3

Spectre de masse du composé (3)
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ANNEXE 4

Spectre de masse du composé (4)
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ANNEXE 5

Spectre de masse du composé (5)
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Spectre de masse du composé (6)
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ANNEXE 7

Spectre de masse du composé (7)
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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4. Conclusion et perspectives

L’objectif de ce projet de recherche était de valoriser les écorces de coniféres par
I’évaluation de Pactivité antibactérienne d’extraits d’écorces d’A. balsamea, de L. laricina,
de P. glauca et de P. mariana, puis d’isoler et identifier les principaux composés
antibactériens d’un des extraits. L’extrait éthanolique d’écorce d’épinette noire s’est avéré
le plus actif contre la souche de S. aureus. L’élaboration d’une méthode de bioautographie
nous a permis de «bioguider» I’isolation des molécules actives. L’analyse par GC-MS de la
fraction active isolée a mené a I’identification de sept molécules faisant partie de la famille
des acides résiniques soit : ’acide pimarique (1), I’acide sandaracopimarique (2), 1’acide
isopimarique (3), 'isopimarol (4), I’acide palustrique (5), ’acide déhydroabiétique (6) et
I’acide abiétique (7). A notre connaissance il s’agit de la premiére identification de
P’isopimarol dans I’écorce de P. mariana. L’activité antibactérienne des composés
identifiés dans la fraction active a été évaluée et les composés (2}, (3), (5), (6) et (7) ont
montré une activité contre S. aureus. De plus, ces résultats ayant démontré P’activité
antimicrobienne d’extraits d’écorce d’A4. balsamea, de L. laricina, de P. glauca et de P.
mariana, il semble que 1’utilisation traditionnelle de ces écorces par les amérindiens dans le

but de traiter et soigner certaines infections et en tant qu’antiseptiques soit validée et

fondée.
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Ce projet de recherche constitue les premiers efforts, au LASEVE, dans ’élaboration
de différentes techniques et de méthodes permettant la découverte de nouvelles molécules
antibactériennes. Nous pensons qu’il pourrait &tre intéressant d’évaluer [activité
antibactérienne d’extraits de gommes et de houppiers provenant des quatre espéces de -
conifeéres utilisées dans ce projet et de préparer ces extraits en utilisant une extraction
séquentielle & P’aide de solvants de différentes polarités. Egalement, il serait d’intérét de
tester Pactivité de ces extraits ou des composés isolés sur des lignées bactériennes
résistantes aux antibiotiques telles que SARM et ERV (entérocoques résistants a la
vancomycine) et d’évaluer Pactivité antimicrobienne sur d’autres souches comme par
exemple : Bacillus subtilis, Clostridium difficile, Salmonella thyphumurium, Pseudomonas

sp., Streptococcus pyogenes, Enterococcus sp.

La forét boréale est une richesse majeure pour le Québec et une source importante de
molécules a potentiel thérapeutique. Pourtant, nous commengons & peine a nous intéresser
aux molécules bioactives que notre forét et ses plantes contiennent. D’autres projets comme
celui-ci permettront peut-étre un jour de diversifier le secteur d’activité relié¢ a la forét
boréale et d’amener au développement de produits a valeur ajoutée tout en redonnant une
place centrale et cruciale aux connaissances médicinales -des peuples amérindiens qui se

sont développées et transmises par la tradition orale au fil des millénaires.
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