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EVALUATION IN VITRO DES ACTIVITES BIOLOGIQUES
DE PISTACIA LENTISCUS L. ET DE PINUS PINASTER

Résumé

L’utilisation des plantes a toujours fait partie de notre environnement. L’homme les utilise
pour se guérir ou pour procurer un bien fait & son organisme. Leur diversité en propriétés
biologiques estattribuéea une gamme extraordinaire de molécules bioactives qui agissent
comme agents chimique contre les maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi
comme des agents médicinaux.Ce travail est consacré a 1’étude phytochimique et biologique
des extraits bruts queux des parties aériennes de deux plantes Pistacia lentiscus et Pinus
pinaster, appartenant respectivement aux familles des Anacardiaceae et Pinaceae. Ceci afin

d’évaluer la possibilité de leurs utilisations en tant que source de substances bioactives.

Pour cela, I’activité antioxydante est évaluée en utilisant quatre différentes méthodes (DPPH,
ABTS, pouvoir réducteur, et le test au phénanthroline). De plus, I’effet inhibiteur des extraits
bruts contre les enzymes acétylcholinestérase et a-amylase a été également évalué.Le dosage
biochimique a révélé une teneur trés élevée en polyphénols et en flavonoides dans les feuilles
de Pistacia lentiscus et dans 1’écorce de Pinus Pinaster. A cet effet, les deux espéces ont
manifesté une excellente activité antioxydante avec les tests DPPH, ABTS et Phenanthroline.
Neamoins, il faut signaler que les extraits aqueux de Pistacia lentiscus et de Pinus
pinastern’ont présenté aucune activité antibactérienne vis-a-vis de Staphylococcus aureus et

Escherichia coli.

Mots clées : Pistacia lentiscus L. - Pinus pinaster - activités biologiques- extraits aqueux.



IN VITRO EVALUATION OF BIOLOGICAL
ACTIVITIES OF PISTACIA LENTISCUS L. AND PINUS
PINASTER

Abstract

The use of plants has always been part of our environment. Man uses them to heal
himself or to provide good for his body. Their diversity in biological properties is
attributed to an extraordinary range of bioactive molecules which act as chemical agents
against diseases, herbivores and predators but also as medicinal agents.This work is
devoted to the phytochemical and biological study of crude extracts from the aerial parts
of two plants Pistacia lentiscus and Pinus pinaster, belonging respectively to the families
of Anacardiaceae and Pinaceae. This is to assess the possibility of their uses as a source
of bioactive substances.

For this, antioxidant activity is assessed using four different methods (DPPH, ABTS,
reducing power, and the phenanthroline test). In addition, the inhibitory effect of crude
extracts against acetylcholinesterase and a-amylase enzymes was also evaluated.

The biochemical assay revealed a very high content of polyphenols and flavonoids in the
leaves of Pistacia lentiscus and in the bark of Pinus Pinaster. To this end, both species
showed excellent antioxidant activity with the DPPH, ABTS and Phenanthroline tests.

It should be noted that the aqueous extracts of Pistacia lentiscus and Pinus pinaster did

not show any antibacterial activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli.

Keywords: Pistacia lentiscus L. - Pinus pinaster - biological activities - aqueous extracts.

BELKSIR Dounia
FERDI Lamis
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INTRODUCTION

Les plantes ont existé sur la surface du globe terrestre depuis la vie sur terre, elles ont
un role prépondérant dans 1’évolution des sociétés humaines. Le végétal constitue la base de
vie de I’étre humain (Daaboul, 2004).

Le monde arabe a joué un réle efficace dans la diffusion des connaissances des plantes
médicinales de la Chine et de I'Inde vers les cotes occidentales de I'Afrique et de I'Espagne.
Les musulmans ont été parmi les premiers ethnobotanistes (Malu et al.,1982).Ce n‘est qu‘au
VIIIee siécle, avec le développement de la chimie analytique, qu’on est arrivé a connaitre et
isoler les principes actifs des plantes, ce qui a constitué le point de départ de ce qu’on appelle
. la chimie des produits naturels médicinaux qui s‘appuie sur une base scientifique (Ghyath,
1999).

Actuellement, cette médication par les plantes connait un regain d’intérét notable,
grace aux études scientifiques basées sur les méthodes analytiques et les expérimentations
nouvelles, que le monde médical découvre de plus en plus, le bien-fondé des prescriptions
empiriques des plantes médicinales (Lahsissene et al., 2009). Parmi les disciplines
scientifiques qui s’intéressent a la phytothérapie traditionnelle, I’ethnobotanique est
considérée comme une science qui permet de traduire le savoir-faire populaire en savoir
scientifique. Chaque culture a une histoire d’utilisation des plantes médicinales pour guérir
les maladies. En Algérie 1’usage de plantes médicinales est une tradition de mille ans. Le
travail le plus récent publié sur les plantes médicinales algériennes est reporté dans les
ouvrages de Bloued et Baba Aissa (Bloued, 1998 et Baba Aissa ,1999).

L’Algérie par son emplacement géographique particulier et ces qualités climatiques trés
variées, présente une végetation riche et diverse. On compte plus de 3000 especes de plantes,
dont 15% endémiques, appartenant a plusieurs familles botaniques (Gaussen et Leroy,
1982). Les plantes médicinales sont une bonne source de produits naturels pouvant avoir une
activité antimicrobienne, antidiabétique, anti-alzheimer et anti-inflammatoire. Ceci en raison
de leur richesse en métabolites secondaires tels que les terpénes, les alcaloides et les
composés phénoliques. Donc la présence des antioxydants naturels dans les plantes peut
fournir une protection contre un certain nombre de maladies et leur utilisation a été
inversement associee a la morbidité et a la mortalité dues aux troubles dégénératifs (Baba et
Malik, 2015).
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Parmi ces plantes médicinale différentes espéces du Pistacia et du Pinus, ont été
considérées comme un bon remede pour le traitement des ulcéres, I'nypertension, la toux, les
maux de gorge, I'eczéma, les calculs rénaux et la jaunisse (Villar et al., 1987; Ali-Shtayeh et
al., 2000; Rohdewald, 2002 et Gardeli et al., 2008 ). Plusieurs travaux de recherche ont
montré la richesse de ces deux plantes en molécules bioactives. Ce sont une source de
composés poly phénoliques dont nous citons le trans-resvératrol, les pro anthocyanidines et

une quantité remarquable de la daidzéine et la génistéine isoflavones (Gentile et al., 2007)..

C’est dans ce contexte que se présente ce travail de recherche dont le but principal est
la valorisation de la richesse de I’ Algérie en plantes médicinales et la recherche de nouvelles
molécules naturelles qui peuvent remplacer les molécules synthétiques. Pour cela notre étude
a pour objectif principal 1’évaluation des activités biologiques (1’activité antimicrobienne et
les activités antioxydantes et enzymatiques) de deux espéces Pistacia lentiscus et Pinus

pinaster.

Ce travailcomporteune partie bibliographique structurée comme suit :

e Le premier chapitre est consacré a des généralités bibliographiques sur les plantes

médicinales et leurs métabolites secondaire ainsi que le mode de préparations des extrais

végétaux.

e Le deuxieme chapitre renseigne sur les activités biologiquesa savoir; I’activité
antioxydante

e , antibactérienne, anti-alzheimeret I’activité enzymatiques.

e Le troisiéme chapitre comprend 1’étude ethnobotanique et chimique des plantes étudiées.

Tandis que 1’étude expérimentale concerne la description du matériel végétal, les méthodes
d’extractions ainsi que les méthodes d’évaluation des activités biologiques (antioxydante,
antibactérienne, anti-alzheimer et 1’activité enzymatiques). Par ailleurs, nous présenterons les

résultats et nous discuterons les activités biologiques des deux plantes étudiées.
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CHAPITRE I :

LAPHYTOTHERAPIE ET LES PLANTES MEDICINALES

I. Phytothérapie

1.1. Géneralités
A T’état naturel, la végétation recouvre la quasi- totalité de la zone émergée de planete. Grace aux
rapports entre la plante et I’homme, aussi vieux que I’humanité elle -méme, les végétaux furent

d’ailleurs la premiére colonisation terrestre (Gantet et al., 1998).

1.2. Définition

La phytothérapie est 1’utilisation de plantes ou de parties de plantes a des fins thérapeutiques. On
utilise soit les plantes telles quelles ou des préparations (formulations) réalisées a partir de la plante
entiere ou d’une partie d’intérét (racines, fleurs...) choisies pour leur richesse en métabolites
secondaires particuliers. Les principes actifs purs, isolés de la plante, ne sont pas considérés en
phytothérapie, il s’agit dans ce cas, de médicament (substance médicamenteuse) en tant que tel.
(Nausicaa et al., 2018).

1.3. Les préparations a base des plantes (phytomédicament et complément alimentaire)

Les plantes et préparations a base de plantes circulent sur le marché européen sous différents

statuts légaux.

e Les phytomédicament : sont des médicaments a base de plantes, soumis aux mémes
exigences de qualité, d’efficacité et d’innocuité, de production et de suivi que les

médicaments classiques.

e Le complément alimentaire : fait partie du circuit alimentaire et est produit selon ses
normes. Un complément alimentaire ne peut revendiquer une allégation de santé que si celle-
ci a été approuvée par 1’ Autorité européenne de Sécurité des Aliments (EFSA) (Nausicaa et
al., 2018).
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Il.  Plantes médicinales
I1.1.Genéralités

Depuis des milliers d’années, I’homme utilisé les plantes trouvées dans la nature, pour traiter et
soigner des maladies (Sanag, 2006). L’utilisation des plantes en phytothérapie est trés ancienne et
connait actuellement une région d’intérét auprés du public, selon 1’organisation mondiale de la
santé, environ 65-80 % de la population mondiale a recours au médicine traditionnelle pour

satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté et du manque d’acces a la

médecine moderne (OMS, 2003).

11.2. Définition

Les plantes médicinales sont des drogues Vvégétales qui possédent des propriétés
médicamenteuses. Ces plantes peuvent également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou
hygiéniques (Mansour, 2014). Ainsi que ces plantes ont une grande valeur thérapeutique depuis
longtemps et beaucoup de recherches sont en cours pour explorer davantage 1’utilisation de ces

dernieres pour améliorer la valeur de la santé humaine (Ansari et al., 2012).

1. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires (MS) se trouvent dans toutes les parties des plantes supérieures, ils
sont distribués différemment d'une plante a I’autre selon leurs rdles qui sont responsables des
fonctions périphériques indirectement essentielles a la vie de ces plantes (Hartmann, 2007). Les
métabolites secondaires sont classés en plusieurs groupes : les composés phénoliques, les terpenes et
les alcaloides. Chaque classe renferme une tres grande diversité de composés qui possédent une tres

large gamme d'activités en biologie humaine (Krief, 2003).

.1 Les composes phénoliques

Les composes phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques trés variées,
d’origine secondaire qui dérivent du phénol CeHsOH qui est un monohydroxybenzéne. Les composés
phénoliques sont fort répandus dans le regne végétal, on les rencontre dans les racines, les feuilles,
les fruites et I’écorce. La couleur et I’ardme, ou [’astringence des plantes dépendent de la
concentration et des transformations des phénols. Les composés phénoliques représentent de 2 a 3 %
de la matiere organique des plantes et dans certains cas jusqu’a 10 % et méme d’avantage. Tous les
phénols, a de tres rares exceptions (exemple : la lignine) sont des métabolites énergétiques des

échanger cellulaires et interviennent activement dans déferents processus: photosynthese,
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respiration, croissance, résistance aux maladies, infectieuse. Dans la nature ces composés sont
généralement nt dans un état li¢ sous forme d’esters ou plus généralement d’hétérosides. Ils existent

également sous forme de polymeéres naturels (tanins) (Maameri, 2008).

I11.1.1. Les acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle
phénolique (Bruneton, 2008). lls sont devisés en deux sous-classes: les dérivés de 1’acide

hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycianamique.

< Les acides hydroxy benzoiques (HBA) : lls présentent une structure en C6-C1, composé
d’un noyau benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique a" un carbone. On
trouve Dl’acide vanillique, I’acide syringique, 1’acide gentisique et l’acide gallique. Le

principal compose” est 1’acide gallique.

R5 COOH

R, = H : p-hydroxybenzoic acid
OH, R, = H : Protocatechuic acid
OCH,, R, = H : Vanillic acid

R, = OH : Gallic acid

; = R, = OCH, : Syringic acid

-

-

-

R
Il

Figure 1: Les Acideshydroxy-benzoiques (Taleb et al., 2016)

< Les acides hydroxycianamique (HCA): L’acide cinnamique est un composé C6-C3, leur
squelette de base est un noyau benzénique avec une chaine aliphatique a 3 carbones, avec un
ou plusieurs groupements hydroxyles souvent estérifiés en ester d’alcool aliphatique. Les
acides hydroxycianamique communs sont les acides caféique, p-coumarique, férulique et

sinapique.
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R4
COOH

7

R>

R, = H : p-Coumaric acid
OH, R, = H : Caffeic acid
OCH,;., R, = H : Ferrulic acid
R_, = OCH, : Sinapic acid

Figure 2: Les acides hydroxycianamique (Taleb et al., 2016)

11.1.2. Les flavonoides

Le terme flavonoides désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la

famille des polyphénoles. Certains sont des pigments quasi-universels des végétaux qui peuvent

participer dans les processus photosynthétiques, dans la régulation des genes et dans le métabolisme

de croissance. On les trouve, d’une maniere générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils

peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Yao et al.,

2004).

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré d'hydroxylation et de

méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des conjugaisons sur le cycle C, c'est-

a-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 3-O et la fonction 4-oxo (Assimopoulou,

2005). En se basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes

(Yao et al., 2004): anthocyanidines ; flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes

:isoflavanes ; flavanols ; isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones.

l Flavonols I

I Flavanones ] l Isofilavoncs I

O .

Tlespor
ES

[ Flavones I

FEpicaateciin

€ ratectrio~

Fre T omn il i

I Flavan-3-ols I [ Anthocyanins I

Figure 3: Classes distinctes des flavonoides (Kawser et al., 2016)
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111.1.3. Les tanins

Les tanins sont des polyphénoles que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels que les écorces
darbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est formée d'unités
répétitives monomeériques qui varient par leurs centres asymétriques et leur degré d'oxydation. Les
tanins sont des substances capables de former plusieurs combinaisons stables avec les protéines et

d‘autres polymeéres végétaux tels que les polysaccharides du point de vue chimique.

Les tanins sont des molécules phénoliques volumineuses. Les masses moléculaires des tanins actifs
se situent entre six cent et trois mille cing cent. lls sont responsables de I'astringence qui est la
capacité des tanins a former des complexes stables avec les protéines et les sucres. On distingue deux

types de tanins : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Djedaia , 2017).

< Les tanins hydrolysables : ont une structure de polyester et sous I’action d’un acide dilué ou
d’une enzyme ils s’hydrolysent en libérant une fraction glucidique ou polyalcoolique et des
acides carboxyphénoliques. Selon la nature de ces derniers, ont distinguent les gallotannins
qui produisent surtout de 1’acide gallique et les ellagitannins qui donnent en plus, de 1’acide

ellagique ainsi que d’autres acides phénoliques (Richardin et al., 1988).

Figure 4: Structure d’un tannin hydrolysable (Cowan, 1999)

< Les tanins condensés : sont des oligomeres et proanthocyanidines (Khanbabeaee et Van
Ree, 2002) constitués d’unités flavonoides (flavon-3-ol) liées par des liaisons carbone-

carbone (Hassampour, 2011).

Figure 5: Structure d’un tannin condensé (Cowan, 1999)
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1.2 Les composeés azotés (les alcaloides)
Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractére alcalin et

présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga, 2011).
On distingue trois classes d’alcaloides :

¢ Alcaloides vrais, sont bio synthétiquement formés a partir d’un acide aminé et comporte un
atome d’azote dans un systéme hétérocyclique (Bruneton, 1999). Ils sont présents dans les
plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (Badiaga, 2011).

e Pseudo-alcaloides, représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides

vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés (Bruneton, 1999).

e Proto-alcaloides, sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans le systéme
hétérocyclique (Bruneton, 1999), ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir
d’acide aminé. Ils sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans 1’eau

(Badiaga, 2011).

o ;
H3C\N N/ HO = fﬁ —~coa OH
A @ I f
a2 oa L NHMe
CH, HO,C" N CO.H
caféine Beétanine éphédrine

Figure 6: Structure de quelques alcaloides (Badiaga, 2011)

11.3. Les terpénes

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement représenté et d’un intérét
chimique considérable, trés diversifiés. lls constituent le principe odoriférant des végétaux. Cette
odeur est due a la libération des molécules trés volatiles contenant 10, 15, 20 atomes de carbones
(Seghiri, 2009).

Leur squelette carboné est constitué d'unités isopréniques reliées, c'est ce que I'on appelle la regle de
I'isoprene. Ces squelettes peuvent étre arrangés de fagon linéaire ou bien former des cycles (Kone,

2018). Les terpénes sont classés dans le tableau suivant :
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Tableau 1:Classification des terpénes (Seghiri, 2009)

Monoterpénes Co
Sesquuiterpenes Cis
Diterpenes C20
Sesterpénes Cas
Triterpenes et Stéroides Cao
Tetraterpenes Cao
Polyterpénes (C10)" avec n>8

Iv. Effet antioxydants

IV.1. Le stress oxydatif

Le « stress oxydatif métabolique » est défini comme un état tissulaire particulier qui perturbe
I’homéostasie de nos cellules, qui se caractérise comme un déséquilibre entre les tissus qui générent
des radicaux libres dérivés de 1’oxygeéne et I’ensemble des réactions mises en jeu pour rétablir
I’équilibre (Halliwell et al., 2007).Donc c’est le résultat d’un déséquilibre entre la production de

composés pro-oxydants et leur élimination (Zerargui, 2015).
IV.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres (RL) sont des atomes, des molécules ou des ions (dérivent de I'oxygéne, I'azote et
du soufre) avec un ou plusieurs électrons sur sa couche externe non appariés qui sont trés instables et
actifs vis-a-vis des réactions chimiques (Carocho et Ferreira, 2013). Ces radicaux libres a des
concentrations physiologiques élevées induisent la mort cellulaire et 1’apoptose (Salido et Rosado,

2009).

V.  Mode de préparation des extraits végétaux
V.1. L’extraction solide/liquide

Dans le domaine de I’extraction de métabolites ou de principes actifs, 1’extraction solide/liquide
est souvent décrite comme une extraction par diffusion, permettant de séparer les composés
extractibles solubles d’une matrice solide, formée par les tissus végétaux, a I’aide d’une phase

liquide (Escribano-Bailon et Santos-Buelga, 2003).



Partie bibliographique Chapitre | : La phytothérapie et les plantes médicinales

V.2.

» La matiére premiére : La mati¢re premiére est [’un des paramétres les plus importants

mais aussi le plus difficile a maitriser. En effet, une méme variété de plantes est souvent
de qualité¢ variable selon les conditions climatiques, les pratiques culturales, 1’origine
géographique... Il est donc d’autant plus complexe de garantir la qualité constante des
extraits.

Le solvant: Le solvant définie comme la tendance naturelle d’un systéme a rendre
homogéne les concentrations des especes chimiques en son sein, la diffusion est un
phénomene de transport irréversible qui se traduit par leur migration des zones de forte
concentration vers celles de faible concentration par un déplacement de constituants de
la matrice végétale vers le solvant. L’extraction par diffusion suppose alors la non-
dénaturation de la matrice végétale et la conservation de I’intégrit¢ des membranes
cellulaires (Cacace et Mazza, 2007).

Les extraits végétaux

On utilise le plus souvent la plante séchée sous forme de tisanes ou broyée et directement incorporée

dans une gélule. Les formulations ou préparations les plus fréquentes en phytothérapie sont les

extraits. Ce sont des préparations concentrées, liquides (extraits fluides et teintures), solides (extraits

secs) ou de consistance intermédiaire (extraits mous) (Figure 7).

Ces extraits obtenues a partir de la drogue végétale (plante ou partie de celle-ci) séche, broyée et

préparée par plusieurs procédés :

o La macération : la phase de contact est maintenue a température ambiante.

o Ladécoction ou reflux : la phase de contact est maintenue a température d'ébullition du solvant.

o La digestion : la phase de contact est maintenue a une température intermédiaire aux deux

premiers cas.

o L'infusion : le solvant bouillant est versé sur le solide

10
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Figure 7: Procédé général de I'extractOion solide/liquide (Anonyme 1, 2018).

V.3. Les facteurs qui influencent I’extraction solide /liquide
De nombreux facteurs influents sur la qualité d’un extrait végétal, et leurs combinaisons permettent

d’obtenir une quasi-infinité d’extraits différents.

La méthode d’extraction, la technologie employée, le choix d’un solvant d’extraction, ainsi ces
propriétés physico-chimiques (polarité, viscosité, etc.), est bien évidemment 1’un des principaux

parametres conditionnant I’efficacité d’une extraction solide/liquide.

De nombreux facteurs sont alors susceptibles d’influencer les trois grands processus élémentaires qui
régissent I’extraction solide/liquide : diffusion du solvant dans le solide ; échanges a I’interface

solide/liquide et diffusion des solutés dans leur solvant a travers le solide (Tableau 2; Figure 8).

11
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Tableau 2: Processus élémentaires de I’extraction solide/liquide par un solvant dans un solide

végetal (Chemat, 2011).

Extraction solide/liquide

Processus élémentaire

Facteurs impliques

Affinité solvant/soluté,
Diffusion Phénomene | Transport du solvant dans le solide viscosité, rapport de taille
du solvant molécules/pores
Effet Choix du solvant, broyage, compression- Gonflement, remplissage,
détente, percolation forcée plastification
Rupture des liaisons chimiques, Nature des liaisons soluté/solide
Libération Phénomene | diffusion au travers d'une membrane, | (hydrogene, covalente, etc), affinité
du soluté dissolution soluté/solvant
Effet Choix du SOIVam'_ a-lugr-nentation Molécules libres dans la matiére
température, modification du pH
Transport du soluté dans le solide,
Phénomeéne | transfert du soluté en périphérie du Porosite de la matrice, integrité des
solide vers le solvant membranes, viscosite
| 2) Libération
”’ du soluté
1) Diffusion )

du solvant

3) Diffusion

du soluté

Interactions solwésolide
& soluté/solvant

Figure 8: Schéma des trois étapes élémentaires de I’extraction solide/liquide par un solvant dans un

solide végetal (Chemat, 2011).
12
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CHAPITRE Il :

LES ACTIVITES BIOLOGIQUESDES PLANTES MEDICINALES

I. Détermination du total en polyphénoles et flavonoides

1.1. contenu total phénolique (TPC)

Les composés phénoliques sont les structures les plus abondantes dans les plantes. Les
composes antioxydants sont habituellement de forme phénolique. Certaines propriétés antioxydantes
des composés phénoliques proviennent de leur capacité a perdre un proton, a chélater les métaux et a
dismuter les radicaux libres(Aksoy et al., 2013).

Le contenu en polyphénoles totaux des extraits est évalué suivant la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu(Singleton et Rossi, 1965).Ce dernier est un réactif acide de couleur jaune constitué
par un mélange d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique . Il est réduit, en présence
de polyphénoles en un mélange bleu d'oxydes de tungsténe et de molybdéne. L’absorbance du
mélange obtenu est mesurée a 760 nm. Une augmentation de [’absorbance corresponde a
I’augmentation de la quantité de polyphénoles présents dans les extraits végétaux(Macheix et al.,

2005).

1.2. Contenu total flavonoique (TFC)

Les flavonoides constituent le groupe majeur des antioxydants phénoliques dérives des
plantes médicinales(Ouyang et al., 2018). Ils sont composés de flavanols, d’anthocyanines,
d’isoflavonoides, de flavanones et de flavones. Les flavanones et les flavones sont habituellement
trouvées dans les mémes fruits et sont reliées par les enzymes spécifiques, alors que les flavones et

les flavonols ne partagent pas ce phenomene et sont rarement trouvés ensemble.

Les anthocyanines sont également absentes dans les plantes riches en flavanones. Les propriétés
antioxydantes sont conférées sur des flavonoides par les groupes phénoliques d'hydroxyle. Ils
activent également les enzymes antioxydantes et empéchent des oxydases. Les flavonoides les plus

importantes sont catéchine, catéchine-gallate, quercétine et kaempferol(Carocho et Ferreira, 2013).
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Figure 9: Structure de base des flavonoides(Lin et al., 2015)

Il.  Activité antioxydante et les antioxydants

1.1 Généralités

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation. En effet, la
plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydants sont attribuées en partie, a la
capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH)
et superoxydes (O 2) (Barus, 2008).

Dans les systemes biologiques, un antioxydant est une substance qui, en faible concentration
comparativement a la quantité des substances oxydables, retarde significativement ou prévient
I’oxydation des substrats comme les lipides, les protéines, les DNA et les carbohydrates. Son role est

d’intercepter les radicaux libres avant qu’ils ne réagissent avec le substrat.

On distingue deux sources d’antioxydants :

> Source exogene apportée par [’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en

vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique.

» Source endogene composée: d’enzymes (superoxyde dismutase (SOD), glutathion
peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de
systéemes de réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases (Halen et al.,
2007).

La figure ci-dessous (figure 10) montre 1’équilibre entre le systéme antioxydants endogéne, les
antioxydants exogeénes et les différents radicaux libres produits par 1’organisme durant son
fonctionnement normal. Des facteurs externes tels que I’exposition aux rayons UV, aux polluants, et

la consommation du tabac peuvent aussi stimuler la production des radicaux libres dans 1’organisme.
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Une surproduction des espéces réactives peut induire 1’oxydation des molécules biologiques

essentiellement I’AND, des lipides et protéines qui est a I’origine de différentes maladies chroniques.

Antioxydants endogénes

Enzymes: SOD, CAT, GPx, GR @ (a)
Antioxydants non enzymatiques:
Peroxisomes Mitochondrie

Protéines fixatrice des métaux de

H,0,, 0,*, OHe, NO, Rayons UV,

transition ( ferritine , transferrine , .
Meédicaments, polluants,

ceruloplasmine , etc), bilirubine , acide . X
pesticides, fumer

urique , glutathione (GSH)

Antioxydants exogénes

Vitamines (C, E, et A)

Polyphénols ‘
Carotenoides (lycopéne , caroténe)

Désiquilibre entre la
production des radicaux libres
et les antioxydants

(b)

Oxydation

Maladies chroniques (cancer, o
maladies cardiovasculaires, &5

diabetes, etc ADN Lipides Phopholipides
membranaires

Figure 10: Notion de 1’équilibre oxydants/antioxydants dans les systémes biologiques (a), induction

du stress oxydant et son implication dans le développement des maladies chroniques (b)
(Halen et al., 2007)

Les composés phénoliques jouent un r6le important dans la santé humaine en raison de leurs activités
pharmacologiques diverses comme antivirales, anti-inflammatoires, anti-cancéreuses, anti-
allergiques, anti-microbiennes, cardioprotectives et vasodilatoires. En outre, ils peuvent prévenir la
modification oxydative par neutralisation et piégeage des radicaux libres, ou réduction des métaux

par I'intermédiaire de leurs activités anti oxydantes(Ladoh et al., 2015).
11.2.  Mise en évidence de I’activité anti-radicalaire

Les procédures utilisées pour évaluer l'activité antioxydante ont évolué considérablement de ceux
utilisées précédemment quand l'efficacité des antioxydants a été simplement mesurée en surveillant
la formation de I'espéce réactive oxygénée. Diverses analyses chimiques extrémement sensibles et

des technologies automatisées de detection sont utilisées pour I'évaluation de I'activité antioxydante
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par des mécanismes particuliers, par exemple, la mesure de la capacité des antioxydants a réduire le

radical stable, pouvoir réducteur, réduction du cation radical ABTS+*(Zhong et Shahidi, 2015).

11.2.1. Activité anti-radicalaire au DPPHe
Cette meéthode a été développée par Blois (1958) dont I’objectif est de déterminer I’activité

antioxydante en employant un radical libre stable 1’a,a-diphényl-B-picrylhydrazyl.

L'analyse est basée sur la mesure de la capacit¢ d’un antioxydant a réduire le radical DPPH".
L'électron impair de I'atome d'azote dans le DPPH ; initialement violet ; est réduit en recevant un
atome d'hydrogéne des antioxydants a I'hydrazine correspondante et se décolore donc en jaune
(Contrerasguzman et Strong, 1982). Cette transformation peut étre suivie par spectrophotométrie

UV visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517nm (Molyneux, 2004).

N N
N +RH — o INH +R+
O2N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH" stable violet DPPHH réduit jaune

Figure 11:Transformation du radical DPPH" en DPPHH (Glilgin, 2012)

11.2.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS**

L’activit¢é ABTS a été déterminée par la méthode de Re etal., (1999). Cette technique
implique la production directe du chromophore ABTS™" bleu/vert par une réaction entre I’ABTS et le
persulfate de potassium. Ceci a des maximums d'absorption aux longueurs d'onde 645,734 et 815
nm. Le principe de cette méthode est basé sue la mesure de la consommation du radical ABTSH™"
suite a I’addition d’un échantillon antioxydant. Ce dernier réagit avec ABTS ™ (en exces) par transfert

d’¢électrons pour redonner I’ABTS incolore (Figure 12)(Roginsky et Lissi, 2005).

L’activit¢ des composés est alors exprimée par la Capacité Antioxydante Equivalente Trolox

(TEAC) qui correspond & la capacité antioxydante d’une solution de Trolox® (1 mM) (analogue
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hydrophile de la vitamine E). Ainsi, plus la valeur TEAC est élevée, plus 1’antioxydant est efficace

(Schlesier et al., 2002).

T
\ /

CsHs CzHs
ABTS
K2S,0¢
4
‘05S s s SO,
>—N_N—<
N /N
C,Hs CzHs
ABTS™

(ou antioxydant a tester donneur de H")

\J

‘0,8 s s SOy ‘o
>=N—N=< + COOH
H g
N N 1y,
\ / HsC o CHgy
C,Hs CsHs

ABTSH™

Figure 12: Formation et piégeage du radical ABTS"" par un antioxydant donneur deH" (Gilgin,
2012)

11.2.3. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power ) est un dosage colorimétrique du transfert
d'électrons, basée sur ’aptitude des extraits testés & réduire le fer ferrique (Fe™®) présent dans le
ferricyanure de potassium ( KsFe(CN)s ) en fer ferreux (Fe*?) et la formation de ferrocyanure de
potassium (Ks[Fe(CN)s]) (Pellegrini etal., 2003)(Figure 13).
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Ferricyanure de potassium Ferrocyanure de potassium

Figure 13: Mécanisme réactionnel du test FRAP (Gulgin, 2012)

Ceci se traduit par le virage de la couleur jaune du ferricyanure de potassium vers une couleur
bleue/verte dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de I’antioxydant (Chou et al.,2003).
L’absorbance du milieu réactionnel est mesurée a 700 nm. Une augmentation de 1’absorbance est

directement reliée a I’augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

11.2.4.Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?- phénantroline

Le complexe Fe(+2)-phénantroline est largement appliqué dans la méthode
spectrophotométrique classique pour la détermination du fer (Szydlowskaczerniak et al., 2008).
Cette technique est basée sur la formation du complexeFe+2-phénantroline rouge-orangé suite a une
réaction d’oxydoréduction (Figure). Ce complexe est soluble a pH basique et peut étre mesuré a une

absorbance de 510 nm(Adhikamsetty et al., 2008).

Fe2+

1,10 o-phenanthroline

Figure 14: Formation du complexe Fe*2-phénantroline (Apak et al., 2007)
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I11. Activité enzymatique

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui jouent un réle important dans les réactions
biochimiques nécessaires pour la croissance, la maturation et la reproduction des étres vivants. Leur
quantification par mesure de I’activité catalytique dans les échantillons biologiques est importante

dans divers domaines(Glatz, 2006).

111.1.Evaluation de I’activité antidiabétique

Les inhibiteurs antidiabétiques synthétiques actuellement utilisés causent des effets secondaires
gastro-intestinaux tels que la diarrhée, la flatulence, le boursouflage abdominal. Par conséquent, des
inhibiteurs naturels d'alpha amylase peuvent étre employés en thérapie pour le traitement de

I’hyperglycémie postprandiale avec un minimum d’effets secondaires (Nair et al., 2013).

II1.1.1. Inhibition de I’alpha amylase

L'a-amylase est une enzyme digestive, produite par les glandes salivaires et les glandes
pancréatiques, synthétisée également dans les fruits de plantes durant leur maturation. C’est I’un des
endo-amylases les plus significatives qui hydrolyse les liaisons a(1-4) glycosidiques a I’intérieur des
chaines de I'amidon pour donner des molécules de maltose (disaccharides de a-glucose) (figure 15).
Cette enzyme est principale pour 1'absorption et la digestion de I’amidon et I’hydrate de carbone
intégré dans la nourriture, ceci peut étre une cible pour le traitement du diabéte type 2.

L’Acarbose est un médicament bien connu, utilis¢é comme inhibiteur de 1’enzyme a-amylase. Il
retarde la digestion d'hydrate de carbone et diminue le niveau postprandial de glucose plasmatique.

Cependant, il possede des effets indésirables tels que la diarrhée, les hernies, 1'ulcération...

Des inhibiteurs de 1’a-amylase d'origine naturelle tels que les flavonoides et les composés
phénoliques des plantes sont suggérés comme une approche alternative pour la prévention et le
traitement de la maladie du diabéte type 2 avec sans ou peu de risque d'effets secondaires (Khan et
al., 2018).

19


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/biochemical-reaction
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/biochemical-reaction
https://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Digestion
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-glande-salivaire-6954/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fruit_(botanique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maturation

Partie bibliographique Chapitre 11 : les activités biologiques des plantes médicinales

+ I>
Diiode

Complexe amylose-iode

Figurel5: Formation du complexe amylose-iode en absence de 1'a-amylase (Boursier, 2005)

1I1.2. Evaluation de I’activité anticholinestérase

L’acétylcholinestérase est une enzyme qui est impliqué dans la transmission du signal au
niveau des neurones par son action hydrolytique sur le neurotransmetteur acétylcholine (ACh) au
niveau des synapses apres son action sur les récepteurs postsynaptiques. Cette action permet 1’arrét
de la transmission du signal, un mécanisme impliqué dans la régulation de la transmission neuronale

comme montré dans la figure 16 (Mukherjee et al., 2007).

Dans la maladie d’Alzheimer, le taux du neurotransmetteur ACh connait une diminution trés
remarquable due principalement a la mort des neurones productrices de ce neurotransmetteur
(neurone cholinergiques) provoquée par plusieurs facteurs comme le stress oxydatif, accumulation
du peptide B-amyloide, etc. cette diminution anormale de I’ACh est a 1’origine des symptdmes
caractéristiques de la maladie d’Alzheimer comme la perte progressive de la mémoire, les troubles

comportementaux, linguistiques, et autres troubles(Uriarte-Pueyo et Calvo, 2011).

Ainsi, ’'une des stratégies proposées pour traiter la maladie d’Alzheimer, est d’augmenter la
concentration de I’ACh dans la fente des synapses par I’inhibition de sa dégradation par I’AChE. En
effet, les inhibiteurs de cette enzyme constituent le seul traitement approuvé et plusieurs molécules
comme la galantamine, la tacrine, la rivastigmine, et le donepezil sont utilisés pour améliorer les

symptdmes des patients avec cette maladie (traitement palliatif)(Racchi et al., 2004).
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Néanmoins, un grand effort a été dévoue pour la recherche de nouvelles molécules plus
particuliérement d’origine naturelle exergant un effet inhibiteur sur I’AChE comme alternatifs pour
les médicaments actuellement utilisés. Parmi les composés dérivants des plantes, les alcaloides
constituent les composés les plus actifs dans I’inhibition de I’AChE (Murray et al., 2013).

Les monoterpénes constituants les huiles essentiels comme le géraniol, limonéne, et 1’a-
caryophyllene ont montré un effet inhibiteur contre I’AChE mais faible (Mukherjee et al., 2007). En
plus de ces composés, certains flavonoides ont ét¢ rapporté d’avoir un effet inhibiteur de I’AChE

(Uriarte-Pueyo et Calvo, 2011).
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Figure 16: Principe de la transmission cholinergique ((Mukherjee et al., 2007)

V. Activité antibactérienne

IV.1. Généralités

Les plantes n’ont pas un systéme immunitaire proprement dit qui peut identifier une infection
spécifique, leur propriété antimicrobiennes sont géneralement efficaces contre une large gamme de

micro-organisme (Benrokia et Aouar, 2015).
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IV.2. Les principales substances antimicrobiennes
IV.2.1. Les bactéries

Les bactéries (Bacteria) sont des organismes vivants unicellulaires et procaryotes présents dans tous
les milieux. La plupart des bactéries possédent une paroi cellulaire glucidique. Les bactéries les plus
grosses mesurent plus de 2 um et, jusqu'au début du XXIe siecle, les spécialistes considéraient que

les plus petites mesuraient 0,2 um, mais il existe des « ultramicrobactéries », y compris en eau douce

(Hahn et al., 2003).

IV.2.1.1. Les infections bactériennes

L’infection bactérienne correspond a 1’invasion locale ou générale de 1’hote par des bactéries
pathogenes. Elle conduit le plus souvent a une maladie infectieuse. Caractérisée par sa localisation et

par des signes cliniques spécifiques lie au pouvoir pathogéne de la bactérie (Savignac et al., 2005).

» Localisation

e L’infection locale : est due a des micro-organismes qui résident dans un espace limité de
I’organisme. Elle touche le plus souvent la peau ou les muqueuses.

e l’infection loco-régionale : est une infection locale qui s’est étendent. Elle peut attendre les
vaisseaux lymphatiques puis les ganglions lymphatiques.

o [’infection générale : est caractérisée par une atteinte généralisée de 1’organisme. Les
microorganismes de I’infection loco-régionale se sont propagés au sang ou bien des
microorganismes ont pénétré directement dans le sang par la voie veineuse. On parle de
septicémie lorsque les micro-organismes se multiplient dans le sang et de toxémie si des

toxines sont présentes dans le sang (Savignacet al., 2005).

IV.2.1.2. Description des bactéries étudiées

» Staphylococcus aureus
Ces bactéries sphériques sont des cocci a Gram positif, qui se divisent sur plusieurs plans pour
former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grec Staphylos), ils
sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant 5% de Na CI et pour certains jusqu'a 10 et

méme 15%. lls sont aérobies ou anaérobies facultatifs.
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Les staphylocoques sont des germes ubiquistes largement distribués dans I'environnement naturel de
I'nomme, mais ils le sont plus fréquemment et en plus forte densité sur les surfaces cutano-

mugqueuses des mammifeéres.

Il existe une certaine relation entre les espéces de staphylocoques et I'néte qui les héberge.
Staphylococcus epidermidis est l'espéce la plus fréquente et la plus abondante sur les surfaces
cutanées de I'nomme. Staphylococcus aureus est l'espece prédominante chez I'homme et autres

mammiferes, la cavité nasale de I'nomme est sa niche préférentielle.

Les staphylocoques ont un pouvoir pathogéne opportuniste extrémement large qui s'exerce avec une

grande fréquence en milieu hospitalier.

L'espece Staphylococcus aureus, responsable d'infections pyogénes de la peau et des muqueuses
(furoncle, impétigo, staphylococcie maligne de la face, staphylococcies bulleuses), mais aussi
osseuses (ostéomyélite), digestives (entérocolites post-antibiotiques), septicémiques. Staphylococcus

epidermidis un agent de plus en plus fréquent d'infections nosocomiales (Leclerc et al., 1995).

» Escherichia coli
Ce genre comprend 5 especes, mais Escherichia coli est la plus importante. Cette espece est
subdivisée en sérotypes sur la base des antigenes présents. Escherichia coli, un héte commun de
I’intestin de ’homme et des animaux ; elle est recherchée a ce titre, comme genre témoin de

contamination fécale, dans 1’eau et les aliments.

A l'intérieur de l'espéce il y a des pathotypes souvent associés a des sérotypes particuliers. Certains
de ces pathotypes sont responsables d'infections intestinales (gastroentérites et diarrhées) leur
pouvoir pathogene est induit par des facteurs d'adhésion et/ou la production d'entérotoxines.
Escherichia coli entéropathogéne (diarrhées infantiles), Escherichia coli entérotoxinogéne (turista),
Escherichia coli entéroinvasif (invasion des cellules intestinales), Escherichia coli

entérohémorragique (diarrhées sanglantes), Escherichia coli entéroadhérent (diarrhée du voyageur).

D'autres responsables de méningites néonatales, provoquent des infections du tractus urinaire, ou

encore des septicémies qui correspondent a un nombre restreint de sérotypes (Leclerc et al., 1995).
IV.2.2. Les antibiotiques

Un antibiotique est une substance antibactérienne produite par des micro-organismes (champignons
et bactéries) ou de synthese chimique capable d'inhiber la multiplication ou détruire les
microorganismes (Abdallah et al., 2019).
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IV.2.2.1. Mode d’action
Lorsque I’on parle d’activité antibactérienne, on distingue deux sortes d’effets:

e Une activité letale (bactéricide): c’est la propriété de tuer les bactéries dans des conditions
définies ;
¢ Une inhibition de la croissance (bactériostatique) : inhibition momentanée de la multiplication

d’une population (Hammer, 1999).

IV.2.2.2. Résistance aux antibiotiques

Une bactérie est dite résistante lorsqu’elle supporte une concentration d’antibiotique nettement plus
élevée que celle qui inhibe le développement de la majorité des autres bactéries de la méme espéce

(Ramdani Bouguessaet al., 2009).

» Les types de résistance
e Naturelle: présente chez tous les membres d’une méme espéce ou d’'un méme genre bactérien.
Elle est lie a son patrimoine génétique.
e Acquise: qui est un résultat de la modification du patrimoine génétique. Il peut s’agir d’une
Mutation qui peut entrainer, par exemple, une modification de la cible de I’antibiotique ou bien

diminuer sa pénétration (Nauciel et Vildé, 2005).

IV.3. Meéthodes d’évaluation de I’activité antibactérienne
IV.3.1. Technique en milieu solide (méthode de la diffusion en disque)

La diffusion de I’agent antimicrobien dans le milieu de culture ensemencé résulte d’un gradient de
I’antimicrobien. Quand la concentration de I’antimicrobien devient si diluée qu’il ne peut plus
inhiber la croissance de la bactérie testée, la zone d’inhibition est démarquée. Le diamétre de cette
zone d’inhibition autour du disque de 1’antimicrobien est corrélée avec la concentration minimale
inhibitrice (CMI) pour la combinaison particuliére bactérie/antimicrobien, la zone d’inhibition

correspond inversement a la CMI de I’essai.

Généralement, plus la zone d’inhibition n’est importante, plus la concentration d’antimicrobien
nécessaire pour inhiber la croissance bactérienne des organismes est faible. La mesure manuelle des
zones d’inhibition peut prendre du temps. Les dispositifs automatisés avec zone de lecture sont
disponibles et peuvent étre intégrés avec le rapport de laboratoire et les systéemes de manipulation de

données. Les disques devraient étre distribués également de sorte que les zones d’inhibition autour
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des disques antimicrobiens dans 1’essai de diffusion en disque ne chevauchent pas et qu’ainsi la zone
d’inhibition puisse étre déterminée. Généralement cela peut étre effectué si les disques sont distants
d’au moins 24 mm de centre a centre, bien que cela dépende de la concentration du disque et de la
capacité de I’antimicrobien a diffuser dans la gélose (Alawa, 2003 ; Fekih , 2015).

IV.3.2. Technique en milieu liquide (méthode de dilution)

Selon Bendahou et al. (2008) et Chaker (2010), le but des méthodes de dilution en bouillon et en
gélose est de déterminer la concentration la plus faible de I’antimicrobien test¢ qui inhibe la
croissance de la bactérie testée. C’est la concentration minimale inhibitrice (CMI), habituellement

exprimée en mg/ml ou mg/L. Cependant, la CMI ne représente pas toujours une valeur absolue.

La « veritable » CMI est un point entre la plus basse concentration qui empéche la croissance de la

bactérie et la concentration inférieure immédiate.
1V.3.2.1. Ladilution en bouillon

La dilution en bouillon est une technique dans laquelle une suspension bactérienne (a une
concentration optimale ou appropriée prédéterminée) est testée contre des concentrations variables
d’un agent antimicrobien dans un milieu liquide. La méthode de dilution en bouillon peut étre
effectuée dans des tubes contenant un volume minimum de 2 ml (macrodilution) ou dans de plus
petits volumes a I’aide de plaques de microtitration (microdilution). L’utilisation de ces plaques avec
un protocole documenté, y compris les précisions sur les micro-organismes de référence approprié,

peut faciliter la comparaison des résultats entre analyses.
IV.3.2.2. Ladilution en gélose

La dilution en gélose implique I’incorporation d’un agent antimicrobien dans un milieu gélosé a des
concentrations variables, en général une dilution en série de 2 en 2, suivie de I’ensemencement d’un

inoculum bactérien défini a la surface de la gélose de la bofte.

IV.3.3. Meéthode bio-autographique

La méthode bio autographique consiste en I’isolement des constituants actifs a travers une cible apres
dilution rapide. Les chromatogrammes sont recouverts d’un milieu de culture incorporé de
microorganismes. Aprés une incubation pendant 24 heures a 37 °C, un révélateur approprié permet
d’observer ’activité (Fekih, 2015).
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CHAPITRE Il :
ETUDE BOTANIQUE ET PHYTOCHIMIQUE DE PISTACIA LENTISCUS ET
DE PINUS PINASTER

I. Etude botanique et phytochimique dePistacia lentiscus

I.1.Description botanique

Le pistachier lentisque est un arbrisseau vivace de trois métres de hauteur, ramifié, a odeur de résine
fortement acre (Beldi etal,.2021). Pistacia lentiscusest une espéce de la famille des Anacardiaceae,
dioique (plantes males et femelles) (Amara et al,.2019) qui produisent des baies globulaires rouge
vif (Boudieb et al.,2019). Cette espéce se distingue des deux autres espéces spontanées d’Algérie du

méme genre : P.atlantica Desf et P.terebinthus L (Doghbage et al,.2020).
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Figure 17: Arbuste de pistachier lentisque (Belksir et Ferdi, 2021)

Une étude monographique du pistachier a été réalisée par Zohary (1954) et Khelil et Kellal (1980)

montrant que le genre Pistacia comprend les espéces suivantes :

o Pistacia atlantica Desf. ou pistachier de I'Atlas,

e Pistacia lentiscusL. ou lentisque : fruits non comestibles,

o Pistacia terebinthusL. ou thérébinthe: fruits aigrelets comestibles,
o Pistacia vera ou pistachier cultivé,

o Pistacia afghanistania,

o Pistacia chinensis,

o Pistacia khinjuk,

e Pistacia mexicana,
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e Pistacia palestina,
¢ Pistacia wienmannifolia,
o Pistacia intergerrima.
Par ailleurs, en Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre espéces ; en l'occurrence :Pistacia

lentiscus, Pistactcia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica(Quezel et Santa ,1962).
1.2. Taxonomie

D apres les études réalisées par Quezel et Santa (1963) et Djedaia (2017), le positon des lentisques
dans la systématique du régne végétal est donnée par 1‘arbre phylogénique représenté dans le tableau

ci-dessous:

Tableau 3: Classification botanique du Pistacia Lentiscus (Djedaia, 2017)

Reégne Plante
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédone
Sous classe Dialypétales
Série Diacifores
Ordre Sapindale
Famille Anacardiacées
GENRE Pistacia
Espéce Lentiscus

1.3. Morphologie de I’espéce
o les feuilles: Les feuilles sont persistantes, paripennees, avec 4 a 10 folioles elliptiques,
obtuses, mucronulées, coriaces, vert foncé sur la face supeérieure, vert clair en dessous, a

limbe décurrent. Le pétiole est étroitement ail (Lemaistre, 1959).
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e les fleurs: L’espece est dioique (pied male et femelle sont distinct) ; fleurissent en grappes
spiciformes denses de couleur rougeatre, unisexuées et trés aromatiques (Amara et al.,
2019).

e Les fruits : Les fruits du pistachier est une baie globuleuse de 2 a 3 monosperme ; d’abord
rouge, puis noir a maturité (Amara et al.,2019).

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

une fois distillé, fournit une essence employée en parfumerie (Boughrara, 2015).

Figure 18:Les différentes parties du Pistacia lentiscus(feuilles, fruits, fleures et mastic)
(Bendouissa, 2004)

I.4. Répartition géographique

Pistacia lentiscus L. est une espéce forestiére, originaire du sud européen (Crité, 1965). Cet
arbrisseau est courant en sites arides de la région méditerranéenne (de 1’Asie, 1’Europe, 1’ Afrique
jusqu’aux Canaris) (Boullard, 2001). Il pousse & I’état sauvage, sur tout type de sole dans 1’ Algérie
sous climat subhumide et semi-aride (Amara et al., 2019). 1l est couramment dispersé en Algérie sur
tout le littoral (Charef, 2008).
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Figure 19: Distribution de Pistacia lentiscus dans le bassin méditerranéen (Al Saghir, 2006)

1.5. Nomenclature

Pistacia lentiscus L. (Anacardiacae) connu dans les trois régions d’Algérie sous différents noms.
Dans la région littorale de Jijel, a ’Est du pays, la plante se dénomme en dialecte local: « troou
troo». Dans la région de la Kabylie (centre du pays): « Amadagh » et dans la région extréme-Est

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

Nom latin Nom francais Nom anglais Nom arabe

Pistacia lentiscus Lentisque Lentisk s uall

1.6.  Usage thérapeutique

Il s’est avéré que 78% des usages de P. lentiscus sont thérapeutiques (Hafsé et al., 2015). Selon la
partie utilisée de la plante, elle est connue pour traiter différentes maladies comme les ulceres,

I'nypertension, la toux, les maux de gorge, les brulures, I'eczéma, les calculs rénaux, les douleurs

dorsales (Moncef et al., 2021).
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1.6.1. Propriétés biologique et pharmacologique

Des recherches réalisées par Moncef et al., (2021) montrent une fréquence d'utilisation élevée de
I’huile fixe extraite artisanalement a partir des fruits mur par rapport aux autres parties de la plantes.
Celle-ci est surtout préconisée en usage externe pour les troubles cutanés mais est aussi utilisée pour

traiter les troubles gastro-intestinaux et les affections pulmonaires.

Par contre les résultats obtenus par Hafsé et al., (2015) indiquent que le feuillage représente la partie
la plus utilisée de la plante (77%) etque les feuilles sont pourvues d'activités anti-inflammatoire,
antibactérienne, antifongique, antipyrétique, astringente, hépatoprotective, expectorante et
stimulante. Elles sont également utilisées dans le traitement de 1’eczéma, des infections buccales, des
diarrhées, des lithiases rénales, de la jaunisse, des maux de téte, de I’asthme et des problemes

respiratoires.

Le mastic de Pistacia a été utilisé par les guérisseurs traditionnels pour le soulagement des douleurs

abdominales, des maux d'estomac, la dyspepsie et l'ulcere gastroduodénal (Bemmou et al., 2015).

P. lentiscus pourrait étre considéré comme source de produit bioactifs pour la formulation de

nouveaux médicaments, surtout qu’aucun effet indésirable n’a été signalé.
1.7.  Etude chimique de Pistacia lentiscus

1.7.1. Métabolites secondaires

La plante est connue pour contenir une huile essentielle et fixe (Arab, 2014), une huile grasse
(Charef et al., 2008), des tanins condensés et hydrolysables (Abbas et Boudriche,2007), des
glycosides flavonoiques (Vaya et Mahmood , 2006), des anthocyanes (Longo et al., 2007)et des
triterpénes (Atmani et al., 2002).

L’étude phytochimique montre que les fruits de Pistacia lentiscus L. ont une tres forte teneur en
anthocyanes, leucoanthocyanes, tannins totaux, tannins galliques flavonoides, glucosides. Avec une
présence modérée des mucilages et une absence totale des saponosides, des quinons libres, des

coumarines et des alcaloides (Arab, 2014).

Les travaux réalisés par Hamad et al. (2011) ont montré aussi que les protéines représentent 5% du
poids des fruits de Pistacia lentiscus. La composition minérale de ces fruits montre que la teneur en
potassium est la plus élevée (2,67%), alors que celles du sodium, calcium et phosphore sont de :
0,46, 0,37 et 0,004 % respectivement.
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La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est caractérisée par la présence de
glycosides de flavonoles comme la quercétine, myricetine, luteoline ainsi que I’isoflavone genisteine.
Elle contiennent 6 a 7% du gallotannins de faible poids moléculaire, a savoir I’acide gallique et les
dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3, 4,5-O-trigalloyl (Romani et al., 2002) et des stérols et
triterpenes, des saponosides (Bammou et al., 2015).

I1.  Etude botanique et phytochimique dePinus pinaster

11.1. Description botanique

Pinus pinaster Aiton de la famille des Pinaceae est un arbre monoique, a croissance initiale rapide
et a port droit (Figure 19). C'est un arbre qui peut atteindre 30 m de haut (en général de 20 a 30 m),
qui arrive a maturité vers 40 ou 50 ans et qui peut vivre jusqu'a 500 ans (Rameau et al., 2008).
C’est un arbre d’assez grande taille, résineux avec une cime étalée et peu compacte, son tronc est
recouvert d’une écorce, trés épaisse et profondément crevassée est brun violacé (Dominique,
2007).La classification de Fieshi et Gaussen distingue deux sous-especes :

e Pinus pinasterssp. pinaster (Pin mésogeen)

e Pinus pinasterssp. Atlantica (Pin atlantique) (Baradat, 1986).

Par contre, selon Farjon (2001), I’espéce Pinus pinasterest subdivisée en trois sous-especes :

eescarena (syn. hamilto nii, syn. mesogeen sis), présent sur les cotes méditerranéennes du sud
ouest de I’Europe.
e pinaster (syn. atlantica, syn.maritima) présent sur les cotes atlantiques du sud ouest de 1I’Europe.

e renoui (syn. maghrebiana) présent au nord de I’ Afrique.

Figure 20: Le Pin maritime (Belksir et Ferdi, 2021)
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I1.2. Taxonomie
Selon William (1789), Pinus est le genre des coniféres le plus largement étendu dans la famille des
Pinaceae avec plus de 100 espéces (Farjon, 1984; Price et al., 1998), comprenant notamment le
pin maritime (Pinus pinaster ou Pinus maritima) dont la taxonomie est présentée dans le tableau ci-
dessous (Kramer et Green, 1990).

Tableau 4: Classification botanique du pinus pinaster (Kramer et Green, 1990).

Reégne Plante

Sous-regne Tracheobionta
Classe Pinopsida
Embranchement Pinophyta ou conifére
Sous embranchement Gymnospermes
Ordre Pinales

Famille Pinacées

Genre Pinus

Espéce Pinus pinaster

I.3. Morphologie de I’espéce Pinus pinaster

Les rameaux, verticillés et étalés, forment au sommet de I’arbre un gobelet pyramidal s’arrondissant

a maturité. lls portent de gros bourgeons ovoides et non résineux (Anonyme, 2003).

e les feuilles ou les aiguilles: épaisses et rigides, sont groupées par deux (géminées). Leur

section transversale a une forme semi-circulaire. Elles mesurent de 10 a 20 cm de long (Rameau

et al., 2008).

e L’écorce : gris pale chez les sujets jeunes, devient rougeatre puis rougeatre-noir au fil de
I'4ge. Epaisse, elle se crevasse avec les années et les rhytidomes forment de grandes écailles.

e Letronc : flexueux, présente des courbures en différents sens.

e les fleurs : La floraison du pin maritime a lieu en avril mai.

e Les fruits: Les fruits sont des cbnes trés gros (10 a 18 cm de long) (figure 20)
(Dominique, 2007).
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a) Cones femelles mars b) Ecorce en plaques sur le tronc  c) Feuilles et fruits
Figure 21:Les différentes parties du pin maritime (Pinus pinaster) (Belksir et Ferdi, 2021)

Le pin maritime a une croissance rapide et sa longévité est de 200 ans environ. C’est une espéce
monoique, c'est-a-dire que les fleurs males et femelles sont distinctes mais présentes sur le méme
arbre. Les organes reproducteurs sont des cones soit males, soit femelles. Il est pointu, brillant et
allongé se présente en général par groupe de deux ou trois, de grande dimension (5 a 8 cm de large),
souvent courbées a la base et presque toujours symétriques. Apres maturation, les cones peuvent

rester sur les branches plusieurs années (Amitouche et Rakem, 2017) (figure 21).

Figure 22: Les cones (Belksir et Ferdi 2021)

Essence de lumiére, le pin maritime demande un climat assez chaud et supporte assez mal les hivers
rigoureux. Une certaine humidité atmosphérique lui est nécessaire. 1l se contente des sols les plus

pauvres s’ils sont suffisamment profonds et dépourvus de calcaire (Tableau 5).
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Tableau 5: Les stations favorables du pin maritime (Dominique, 2007)

Tres sec

Sec

Mesophile

Frais

Assez
humide

Humide

Imondes

Irés acide
Acide
Assez ocide
Pev acide
Neulre
Cokare

.4. Reépartition géographique

Le pin maritime est une espece de la méditerranée occidentale a affinité atlantique. Sa répartition est
comprise entre le 31°™ et 46°™ de latitude Nord et entre le 8™ de longitude Ouest et le 13°™ de
longitude Nord (Figure 23).
Dans cette aire, le pin maritime se répartie comme suit:
e En Europe: Les peuplements de pin maritime se divisent en deux blocs :
» Le premier concerne ’atlantique (Portugal, Espagne et la France).
» Le deuxiéme celui du domaine méditerranéen (Ouest de 1’Espagne, Sud Est de la France,

des iles d’Elbe et de Pantelleria et ceux de la bordure du littoral de I’Italie) Seigue (1985).

e En Afrique: Le pin maritime se limite a I’Afrique du Nord. Sa répartition est disjointe et se
présente comme suit :
» En Algérie : il se trouve sur le littoral constantinois, le tell oriental et dans le
littoral kabyle. Les plus beaux peuplements se rencontrent a Collo et a Jijel
(Amitouche et Rakem ,2017)
» Au Maroc : elle s’étend sur les chaines du Rif, du Moyen Atlas et du Haut Atlas
(forét de Puntacires au Rif) (Alaoui et al., 2011).
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Les études récentes conduites par I'l.N.R.A. et I'Université de Bordeaux | portant sur la
croissance, la forme, I'écophysiologie et les génes marqueurs (terpenes) aboutissent actuellement
a distinguer cing grandes races géographiques (R.G):

e R.G. du Maghreb : Algérie, Tunisie, Maroc.

e R.G. méditerranéenne continentale : Espagne de I'Est et du Sud, Var, Alpes-Maritimes,

Italie.

e R.G. corse.

e R.G. ibérique Nord-Ouest (Portugal, Vieille Castille, Gallice).

e R.G. landaise (Baradat, 1986).

Figure 23: Air de répartition (Bleu) de pin maritime en Europe et en Afrique du nord
(Alia et Martin, 2003)
I1.5. Nomenclature

Selon Kahlouche-Riachi, (2014), le pin maritime présente la nomenclature suivante :

Nom latin Nom francais Nom anglais Nom arabe

Pinus pinaster pin maritine maritine pine goadl yisuall

11.6. Usage thérapeutique

L’utilisation des extraits d’écorces de pin maritime comme source de bienfaits pour la santé humaine
remonte a Hippocrate, le « Pere de la Médecine », qui mentionnait leurs effets thérapeutiques sur les

maladies inflammatoires (Packer et al., 1999).
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En Amérique, I’extrait d’écorces de pin maritime était utilisé par les Indiens natifs comme remede

pour les plaies enflammées ou les ulceres (Yougken, 1924; Chandler et al., 1979).

11.6.1. Propriétés biologique et pharmacologique

Les extraits d'écorce de P. pinaster contiennent un meélange d'un grand nombre de substances
utilisées pour traiter un large éventail de maladies dégenératives grace a leurs propriétés

antioxydants, anti-inflammatoires, anti tumorales, antiathérogenes, antivirales et antimicrobiennes.

IIs ont démontré des effets bénéfiques pour le traitement de plusieurs maladies, telles que les
maladies cardiovasculaires, métaboliques, neurologiques (lravani, et al., 2011 ;Raza et al.,
2019).Ainsi des avantages hypocholestérolémiants , ils augmentent la microcirculation par
augmentation de la perméabilité capillaire (Rohdewald, 2002 ;Gulati, 2005).

» Dactivité anti-inflammatoire: des effets anti-inflammatoires chez les patients asthmatiques et
réduction des symptdmes d'hyperactivité avec déficit de I'attention chez les enfants ont été notés
(Lau et al., 2004 ;Dvorakova et al.,2007).Ces extraits agissent egalement sur les maladies
neurodégénératives (Rohdewald, 2002).ils défendent les cellules nerveuses contre les béta-
amyloides, ou la toxicité induite par le glutamate, la perte d'histamine libéré des mastocytes et
inhibe également I’action cytokine pro-inflammatoire (Peng et al., 2002 ;Blazso et al., 2004).

» L’activité antioxydante: Les extraits d’écorces de pin maritime montrent une activité
antioxydante particuliérement élevée dans les tests de donneur d’hydrogene, transfert d’électrons en
solution, d’inhibition de peroxydation lipidique en émulsion, par comparaison aux extraits de
pépins de raisin (Tourino et al., 2005). Ces activités ont été reliées a la présence des procyanidines.
Les antioxydants des extraits d’écorces de pin maritime donnent lieu a une synergie qui peut se

perdre lors d’un fractionnement ou d’une purification (Jerez et al., 2009).

L’extrait peut également accroitre I’activité¢ des antioxydants synthétiques de la vitamine C et du
Trolox dans un systéme mod¢ele de peroxydation lipidique, 1’effet étant dépendant de la dose et de la
durée du traitement (Sivonova et al., 2006). Le recyclage de la vitamine C par les antioxydants
apportés par D’extrait d’écorces de pin maritime explique leur effet de prévention du scorbut.
L’extrait d’écorces de pin maritime peut donc étre exploité comme agent antioxydant pour piéger des
radicaux libres excessifs pour de nombreuses applications agroalimentaires et pour la protection de la
peau (Ross et Kasum, 2002). D’ailleurs, plusieurs constituants des écorces de pin maritime tels que

I’acide gallique, I’acide protocatéchique et la catéchine sont rapidement absorbés par la peau
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humaine et rendent les extraits utilisables pour des applications topiques (Sarikaki et al., 2004).

D’autres propriétés découlent de cette faculté a piéger les radicaux libres telles que des activités

cardio-protectives, anticancéreuses et anti hypertensives (Packer et al., 1999).

» Autres activités: En plus de leurs activités antioxydant élevé, Tous les PBE présentaient un

activités antibactériennes et antihyperglycémiques. Et ils ont une faible cytotoxicité et une activite

contre les cellules cancéreuses car celles-ci ont été négativement affectées (Pedro Ferreira-Santos
et al., 2020).

1.7.

Etude chimique de Pinus pinaster

Chimiquement, la famille des Pinaceae, dont les pins font partie, est surtout caractérisée par la

présence de résines, de tanins, de terpenes, de lignans et de quelques stilbénes (La Fever et al.,
1994).

11.7.1. Les métabolites secondaires

L’activité biologique des extraits végétaux peut étre attribuée a des métabolites secondaires. En

particulier, les extraits de Pinus pinaster sont riches en acides phénoliques, flavanols et flavonoides

(ex:

acide cinnamique, acide hydroxy benzoique, catéchine, quercétine et taxifoline) (Market al.,

2019).

e Les Polyphénoles

Les composés phénoliques retrouvés dans les pins sont trés variés. Les lignans, dérivés des
phénylpropanes, sont souvent présents en grande quantité. Ceux principalement rencontreés dans
le bois de cceur, les nccuds et I'écorce sont le lariciresinol, Tisolariciresinol, le
secoisolariciresinol et le (-)-nortrachelogenin (Suga et al., 1993; Willfor et al., 2003a; Willfor
et al., 2003b). Le xylopyranoside de (+)-isolarisiresinol est un glycoside de lignan isolé dans un
extrait méthanolique des aiguilles de Pinus densiflora (Jung et al., 2003).

Les stilbénes constituent aussi des composés phénoliques majoritaires dans le bois interne de
plusieurs pins. Certains agissent comme phytoalexin, c'est-a-dire que leur présence a été induite
par un stress provenant d'une attaque fongique ou bactérienne. Les plus rencontrés dans le genre
Pinus sont le pinosylvin, le pinosylvin monomethyl étheret le pinosylvin diméthyleéther. Ces
derniers sont des constituants caractéristiques du bois interne du genre Pinus (Rowe, 1989).

La teneur en extractibles et en polyphénoles des écorces de pin maritime a été déterminée par

diverses méthodes comme le renseigne le tableau 6.
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Tableau6: Teneur en extractibles et en polyphénoles des écorces de pin maritime obtenus selon

plusieurs méthodes d’extraction

Tencur en extractibles | Rendement en polyphénols| .. . . .
{mg EAG par 100 mg de Origine géographique de

Source Conditions d'extraction (mg par 1 mg de | . . 2
. R a matiére premiére
matére séche) matiére séche)
. il de Sacxhlet cau : 3,2
Fradinho et Appareil d :
EI 111.1[}1 E=u, éthanol, dichlorométhane &thanol : 10,3 M.D. Centre du Portugal
” 430 min, aprés traitement alcalin | dichlorométhane : 3,1
Agitation a 120 rpm caw : 1,7= 01 ean : 1%+ 0,01
Pinelo et al., |Eao acidifiée avec HCL, méthano] . ,
. ) v A .9 R . T: Ll E=
2004 cthanol 98% méthano] : 29+ 02 | méthanol : 11,2 £ 0,44 arrega, Lleida, Espapne
30-90 min, 25-50°C, LS 5-10 éthanol : 8,2 = 0,1 éthanol : 8,2 = 0.6
Agitation a 140 rpm
! ”Zzu;tﬁ"" Ethanol 98% N.D. 8.3 Vedra, Comila, Espagne
Gl min, S0°C, LS 5
Appareil de Soxhlet
e Ethanal 9.7£09 ND. Beira Litoral, Portugal
120 i, 'S 50
Braga ctal, Extraction en fhlll:li:- SUpeTCritique ) . .
AR 0 puis 0, et éthanol 108 30 N.D. Beira Litoral, Portugal

140 min, 150 bar, 40°C

o Les flavonoides
L’équipage de I’explorateur francais Jacques Cartier a découvert, lors de I’hiver 1534, que la
décoction d’écorces de pin maritime prévenait avec efficacité le scorbut causé par une carence en
vitamine C (Maimoona et al., 2011). Plus tard le professeur Jacques Masquelier détermina que les
flavonoides, en grande quantité dans D’extrait d’écorces de pin maritime, €taient responsables de

I’activité anti-inflammatoire.

e Lestanins

Les principaux tanins retrouvés dans les pins, surtout étudiés a partir du pin maritime (Pinus
maritima ), sont des oligomeéres de deux a sept unités de fiavan-3-ol. Les plus fréquemment retrouves
sont les procyanidines, c'est-a-dire des oligomeres de catéchine ou d'epicatéchine (Romani et al.,
2006). Les tanins constituent la plus grosse fraction d’extractibles polyphénoliques. Les Polyphénols
les plus communs dans 1’écorce de pin maritime sont la catéchine, 1’épicatéchine, la
dihydroquercétine (ou taxifoline), et des dimeéres, triméres, oligomeres et polymeéres de procyanidine

tels que les oligoproanthocyanidines composées de sous unités flavan-3-ol (Wood et al., 2002).
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e Lesterpenes
Une trés grande variété de terpénes a été identifiée dans le genre Pinus. Les compositions en
terpenes volatils des aiguilles de plusieurs especes de pin ont déja été analysées. Les composés
présents en plus grandes quantités sont des mono ou des sesquiterpénes et leurs concentrations varient

d'une espéce a l'autre (Tsitsimpikou et al., 2001; Yu et al.,, 2004; Hong et al., 2004 ; Ka et
al.,2005)..
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

MATERIEL ET METHODES

Notre présente étude a pour but d’évaluer in vitro quelques activités biologiques rattachées a deux
especes végétales a savoir Pistacia lentiscus et Pinus pinaster. A cet effet, une investigation phyto-
chimique est realisée sur les feuilles du lentisque et 1’écorce du pin. Ceci dans le but d’extraire les
métabolites secondaires responsables de l’activité antioxydante, antimicrobienne et de 1’activité

enzymatique de ces deux espéces vegeétales et de faire une étude comparative de ces deux espéces.

Pour cela, un suivi de certains parametres physico-chimiques et biologique a été réalisé au niveau du
laboratoire de Pharmacologie toxicologie de I’institut des sciences vétérinaire de Constantine 1, du
laboratoire régional de la police scientifique ainsi qu’au niveau des laboratoires de productions

animales et de biochimie du Centre National de Recherche en Biotechnologie (CRBt).

l. Matériels

I.1.Matériels végétales
Le matériel végétal choisi dans la présente étude est représenté par deux plantes :

Pistacia lentiscus appartenant a la famille des Anacardiaceae, et Pinus pinaster de la famille des

Pinacée représentées comme suite :

e Les feuilles de Pistacia lentiscus(PLE) : La partie aérienne de la plante (feuilles) est

récoltée dans la région de Larouche wilaya de Skikda en Mai 2021(Figure 24).

a) Les feuilles de Pistacia lentiscus L. b) la région du récolte

Figure 24: (Belksir et Ferdi, 2021)
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e L’écorce de Pinus pinaster (PPI): La partie du tronc du pin maritime (écorce) est

récoltée en Mai 2021 dans la région de Djebel EI Ouahch de la wilaya de Constantine
(Algérie). (Figure 25).

a) le tronc du pin maritime. b) la région du récolte

Figure 25: (Belksir et Ferdi, 2021)

Les échantillons sont nettoyés et séchés (figure 26) a température ambiante et a 1’abri de la lumicre
pour mieux conserver les molécules sensibles. Par la suite, la plante a été broyée finement et
conservée dans un endroit sec a I’abri de la chaleur et de la lumiére. La poudre végétale ainsi obtenue

a servi pour I’extraction (Figure 27).

Figure 26: séchage des feuilles de PLE Figure 27: Broyage des feuilles de PPI
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Il.  Méthodes
Principe : Le choix du solvant est le premier facteur qui permet d’agir sur le rendement et la
sélectivité d’une extraction solide/liquide. Il doit, bien siir, étre apte a solubiliser les composes a
extraire, si possible sans limitation de solubilité, mais aussi présenter une bonne affinité pour le
support solide sans solubiliser d’autres constituants présents (sélectivité) et permettre son recyclage
et la purification de 1’extrait a colt énergétique et impact environnemental moindres ,le solvant doit
aussi satisfaire des contraintes telles que :la sécurité (risque d’inflammabilité et d’explosivité ),
I’absence d’émission de composés organiques volatils, I’absence de toxicité, (Ademe , 2012; Kim et
al., 2009).
I1.1. Préparation des extraits aqueux bruts
L’eau, molécule de petite taille dont les composantes de polarité et de liaison hydrogéne sont trés
élevées, est le solvant naturel du vivant dans lequel se réalisent la synthese des métabolites
cellulaires et les échanges intra- et intercellulaires (Raven et al., 1999).Ainsi, bien que métabolisés
dans I’eau, tous les métabolites secondaires ne sont pas solubles dans ce solvant a température
ambiante et pression atmosphérique (ex des Polyphénoles) (Collin et al., 2011).
Donc I’élévation de la température ou la déstructuration de la matiére végétale (broyage, traitement
thermomécanique, etc.) préalables ou simultanées, préconisées pour accélérer 1’extraction, se
traduisent alors par une modification de la matrice solide (déstructuration des membranes par
dénaturation des protéines et des assemblages de complexes lipoprotéiques, rupture des parois, voire
défibrage des structures pariétales lignocellulosiques).
C’est le cas de ’extraction des polyphénoles, accumulés dans des vacuoles a I’intérieur des cellules
vivantes sous forme glycosylée ou d’autres formes conjuguées (Dixon et Paiva, 1995). lIs peuvent,
par ailleurs, étre présents dans certaines parois, comme, par exemple, les tanins au cceur du bois
(Amrani Joutei et al., 1994). Leur extraction nécessitera alors une rupture des structures vacuolaires
et pariétales, suivie d’une diffusion de la matrice solide vers le solvant.

I1.1.1. Procédure de ’extraction (L’extraction a chaud ou décoction)

I’extraction par décoction a été effectuée sur les deux parties des plantes (Les feuilles de Pistacia

lentiscus et L’écorce de pinus pinaster selon le protocole décrit par BAMBA et al., (2021).

Une masse de 100 g de poudre végétale fine a été ajoutée a 1L d’eau distillée et le mélange est porté
a ébullition pendant 15 minutes. Apres refroidissement, la decoction (le mélange) a été essoree dans
un carré de tissu propre, puis filtrée successivement deux fois sur du coton hydrophile et une fois sur

du papier filtre (papier Whatman® 3mm). Le filtrat obtenu a été ensuite séché lentement a 1’étuve a
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50 °C pendant 72h. La poudre obtenue ou décocté aqueux a été conservée dans un flacon stérile et

sec. Les différentes étapes d‘extraction sont présentés dans la figure 28 suivante

Pistacia lentiscus (PLE) Pinus pinaster(PPI) Eau dist*e + poudre végeétale

Pesée des échantillons Ebullition pdt 15 mn

ol

Refroidissement Filtration

Séchage dans a I’étuve 50 °C  Pdt 72h Décocté agueux ou extrait brut de PLE et PPI

Figure 28: Procédure de la décoction (Belksir et Ferdi, 2021).
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Procédure de la décoction

Matériel végétal m=100g + -Décoction a chaud (eau

Solvant (eau distillé) v=1000ml distillée) a 80° pdt 15 mn

ﬂ -Refroidissement
ﬂ_ Filtrat

-filtration

Marcs

-Séchage dans une étuve a
50°C pdt 72h

Extrait aqueux

11.1.2. Le rendement

La mesure d’un rendement de I’extrait (R) est une étape tres importante pour savoir la quantité
et le pourcentage d’extrait obtenus par une extraction. Ce rendement est le rapport entre le
poids de I’extrait sec (apres 1’évaporation) exprimé en g et le poids de 1’échantillon initial (poudre
végetale en g). Le rendementd’extraction(%) pour chaque extrait a été calculé par la formule
suivante :

R (%) = (Me /M) x 100
Equation 1: Rendement de I’extraction
(%) : Rendement d’extraction exprimé en %.
Me : Masse de l'extrait sec résultant en g
M : Masse du matériel végétal (poudre) en g utilisée pour I’extraction.

I1.2 Dosage colorimétrique des polyphénoles

11.2.1Dosage des polyphénoles totaux

»  Principe
Le dosage des polyphénoles totaux a été effectué par la méthode utilisant le réactif Folin-Ciocalteu.
Ce dernier est constitu¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
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phosphomolybdique (HsPMO12040) qui sera réduit, en milieu alcalin par les polyphénoles, donnant

un mélange d’oxydes de tungsténe (W8023) et de molybdeéne (M0g023). La coloration bleue produite

est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et posséde une absorption maximum aux environs
de 750 -765 nm (Sango, 2006).

Procédure du dosage

Le contenu en polyphénoles totaux est détecté en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu (FCR)

(Singleton et Rossi, 1965) par la méthode de dosage sur microplaque de 96 puits déecrite par

Muller et al., (2010). Un volume de 20 pl d’extrait de plante (1 mg d’extrait dissout dans 1 ml de

méthanol) est ajouté a 100 pl de FCR dilué (1:10). Ensuite un volume de 75 pul de carbonate de

sodium (7,5%) est additionné (Annexe V). Aprés 2 heures d’incubation a 1’obscurité et a

température ambiante. L’absorbance de différentes intensités de la couleur bleue résultante est

déterminée a 765 nm. Un blanc est préparé de la méme manicere en remplagant I’extrait par le

solvant utilisé (Méthanol).

Les teneurs en polyphénols sont déterminés a partir de la courbe

d’étalonnage réalisée avec I’acide gallique et sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique par

mg d’extrait (ug EAG/mg).

» Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique

On prend une quantité de 0,5 mg de 1’acide gallique qui est dissoute dans 5ml de méthanol pour

obtenir la solution S1. Le tableau suivant représente les dilutions préparées pour la solution étalon.

Tableau 07 : Les dilutions de la gamme d’étalon de I’acide gallique
Dilutions 25ug/ml | 50ug/ml | 75ug/ml | 100pg/ml | 125pug/ml | 150ug/ml 175ug/ml | 200pg/ml
SM () 25 50 75 100 125 150 175 200
Méthanol (ul) | 175 150 125 100 75 50 25 0

20ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque avec 100ul FCR (1:10) et 75ul de

Na2CO3 (7,5%). L’incubation dure 2 heures suivie par la lecture sur microplaque a 765nm.
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11.2.3.Dosage des flavonoides

> Principe
Les teneurs des flavonoides ont ét¢ mesurés par une méthode utilisant le trichlorure d’aluminium
(AICI3). La quantification des flavonoides a éte effectuée par une méthode basée sur la formation
d’un complexe tres stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene présent sur les

carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika , 2005).

» Procédure du dosage
La méthode décrite par Topcuet al., (2007) est utilisée et adaptée avec quelques modifications pour

une determination sur microplaque a 96 puits.

Un volume de 50 pl de I’extrait est mélangé avec 130 pl de méthanol, 10 pl d’acétate de potassium
et 10 ul de nitrate d’aluminium (Annexe V). Le mélange est ensuite maintenu a la température
ambiante pendant 40 min puis une lecture d’absorbance est réalisée a 415 nm. Les concentrations en
flavonoides sont déterminées a partir d’une courbe d’étalonnage tracée utilisant la quercétine comme
standard (Annexe 1V).Les résultats sont rapportés en termes de pg équivalent de quercétine par mg

d’extrait (ug EQ/mg).

» Préparation de la gamme d’étalon de la Quercétine
On prend 1 mg de la Quercétine et en dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution

0.2mg /ml Sm

Tableau 08: Les dilutions de la gamme d’étalon de la Quercétine

Dilutions 25ug/ml | 50ug/ml | 75ug/ml | 100pg/ml | 125pug/ml | 150ug/ml 175ug/ml | 200ug/ml
SM (ul) 25 50 75 100 125 150 175 200
Méthanol (ul) | 175 150 125 100 75 50 25 0

50 pl de chaque dilution sont transférés dans une microplaque 96 puits + 130 pl (MeOH) + 10ul (S1)
(CH3COOK) +10 pl (AL(NOs3)2, 9H20 + attendre 40 mn + lecture a 415nm.

11.3. Les activités antioxydantes

L’évaluation de 1’activité antioxydante est effectuée sur une microplaque 96 puits utilisant

différentes concentrations d’échantillon. La concentration initiale est fixée a 4 mg/ml. Pour cela, une
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série de 7 dilutions a été réalisée dans des Eppendorfs par transfert d’un volume de 500 pl de chaque

concentration dans un Eppendorfs contenant 500 pl du méthanol comme le montré la (figure 29).

500 pl de Méthanol+ 4 mg d’échantillon

+ 1ml de Méthanol l l l l l '

TV

1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

Figure 30: Préparation des dilutions et mode opératoire sur une microplaque 96 puits
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11.3.1Activité antiradicalaire au DPPH

» Principe
La méthode de DPPH est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de ’espéce radicalaire
stable DPPH en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne ou d’électrons (AH), qui aboutit a la
formation d’une forme non radicalaire, le DPPH-H. La solution initiale de DPPH (forme radicalaire)
possede une couleur violette avec un maximum d’absorbance a 517 nm. La réduction de cette
solution entraine la transformation de la couleur violette en couleur jaune. L'absorbance de la couleur
violette restante apres réduction est ainsi mesurée a 517 nm. Plus la perte de la couleur est rapide plus

le donneur d’hydrogéne est considéré comme un antioxydant fort (Belmokhtar, 2015).

> Procédure du dosage
L'activité antiradicalaire au DPPH est déterminée spectrophotométriquement par la méthode décrite
par Blois (1958). Sur une microplaque a 96 puits, une solution de 160 ul du DPPH' (Annexe I1) a été
mélangé avec 40 pl de I’extrait préparé a plusieurs concentrations. Le mélange a été maintenu a une

température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant 30 min.

La capacité antioxydant de nos échantillons a été¢ exprimée en pourcentage d’inhibition du radical

DPPH?e et est calculée par 1’équation suivante

% Inhibition = (A contrdle — A échantillon) /A contréle x 100

Equation 2: Pourcentage d’inhibition du DPPH.

A échantillon : Absorbance de 1’échantillon.
A contrdle : Absorbance du contrdle négatif.

I1.3.2 Activité du piégeage du cation radical ABTSe+

» Principe
L’ABTS"" forme également un radical libre relativement stable. Dans cette méthode, une solution du
cation ABTS™ de couleur bleue est préparée au préalable par la réaction de ’ABTS (forme réduite)
avec le persulfate de sodium (oxydant) pendant 16h. La réduction de ’ABTS"" par I’addition d’un
antioxydant entraine la décoloration de la solution bleue dont I’absorbance est mesurée par

spectrophotométrie a 734 nm.
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» Procédure du dosage
L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al., (1999). Sur une microplaque a 96
puits, un volume de 160 pl d’ABTS++ (Annexe 1) a été ajouté a 40 ul de I’extrait dilué dans le
méthanol a plusieurs concentrations. Le mélange a été maintenu a l'obscurité et a température
ambiante, aprés 10 min d’incubation I'absorbance a ét¢ mesurée a 734 nm. Le trolox et le 1’acide

ascorbique sont utilisés comme standards(Annexell).

% Inhibition = (A contrdle — A échantillon) /A contréle x 100

Equation 3: Pourcentage d’inhibition d’ABTS.

11.3.3Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

» Principe
La méthode du pouvoir réducteur est utilisee pour mesurer la capacité réductrice des ions de fer.
Dans cette méthode, le fer ferrique complexé au ferrocyanure (Fe**(CN)s) est réduit en fer ferreux
(Fe?*(CN)g) présentant une couleur bleue-verte avec un maximum d’absorption a 700 nm (Hsu et al.,
2006 ; Bijoyet al., 2008).

> Procédure du dosage
Le pouvoir réducteur des extraits bruts de Pinus et de Pistacia est déterminé par la méthode
d’Oyaizu (1986) avec une légére modification. Un volume de 10 pl de D’extrait a différentes
concentrations est additionné a 40 pl d’une solution tampon phosphate (pH 6,6) (Annexe V) et a 50

ul d’une solution de ferrycianide de potassium (1%).

L’ensemble est incubé dans 1’étuve a S0°C pendant 20 min. Ensuite, 50 pl d’acide tri-chloroacétique
(10%) sont ajoutés pour stopper la réaction. Enfin, un volume de 40 pul d’eau distillée et 10 pl d’une

solution de chlorure de fer anhydre (0,1%) sont ajoutés (Annexe V).

La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement

préparé, en remplagant I’extrait par le méthanol.

Le controle positif est représenté par solutions d’antioxydants standards : ’acide ascorbique et

trolox dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons (Annexe V).
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Les résultats ont été calculés a titre de 0,50 (ng/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50

d’absorbance.
I1.3.4 L’activité de phénanthroline

> Principe
La méthode est basée sur la réduction des ions de fer ferrique (Fe®") du complexe 1, 10-
phenanthroline-Fe*3 par les antioxydants vers le fer ferreux pour donner le complexe phénanthroline-

Fe*? de couleur rouge dont I’absorbance est mesurée & 510 nm (Szydlowska-Czerniaka, 2008).

» Procédure du dosage
L’activité de phénantroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniak et al.,
(2008). Un volume de 10 pl de I’extrait a différentes concentrations est déposé avec 50 ul de
chlorure de fer anhydre (0,2%), 30 pul de phénantroline (0,5%) et 110 pl de méthanol (Annexe II).
Le mélange obtenu est incubé dans 1’étuve a 30°C pendant 20 min et 1’absorbance est mesurée a 510
nm. Le trolox et I’acide ascorpique (Annexe I1) sont utilisés comme standards. Les résultats ont été

calculés a titre de Aos0 (ng/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.

1.2. 11.4 Activité enzymatique
I1.4.1 Inhibition de I’a-amylase

» Principe :
L’a-amylase dégrade I’amidon en composés moins complexes qui ne peuvent pas réagir avec I’iode.
L’inhibition de I’a-amylase par un inhibiteur entraine 1’accumulation de 1’amidon qui réagit par suite

avec I’iode pour donner un complexe bleu-noir dont 1I’absorbance est mesurée a 630 nm.

» Procédure du dosage
L'activité inhibitrice de I'alpha -amylase a été déterminée par la méthode de Zengin et al. (2014)avec
quelques modifications. Sur une microplaque de 96 puits, un volume de 25 pl d’extrait a différentes
concentrations est mélangé avec 50 pl d’une solution d’a-amylase (1U), puis incubé pendant 10 min
a 37°C. Ensuite, 50 pl d’amidon (0,1%) sont additionnés. Le mélange est incubé une autre fois
pendant 10 minutes a 37°C. Aprés incubation, 25 pl d’acide hypochlorique (1M) et 100 ul d’iodure
de potassium iode sont ajoutés. La lecture de 1’absorbance est réalisée a 630 nm. L’acarbose est
utilisee comme standard (Annexe I1). Le pourcentage d’inhibition de I’ a-amylase a été calculé par

la formule suivante :
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Inhibition(%6) = 1-[(Ac-Ae)-(As-Ab)/(Ac-Ae)]

Equation 4:Pourcentage d’inhibition de I’a-amylase
Ac=Absorbance [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]

Ae=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI]
Ab=Absorbance [Extrait+1KI+125 pl de tampon]

I1.4.2 Inhibition de I’acétylcholinestérase

» Principe
La réaction est basée sur la dégradation de 1’acétylthiocholine par I’acétylcholinestérase avec la

libération de ’acétate et la thiocholine qui réagit avec le 5,5'- dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour

former un complexe jaune montrant une absorbance a 412 nm (Ellman et al., 1961).

AChE
(CH3)sN+CH2CH2SCOCH3 + H2O 5 (CH3)sN+CH2CH2S™ + CH3COO™ + 2 H+

Acétylthiocholine Thiocholine Acétate

S——S
O,N NO,

5,5'- dithiobisnitrobenzoate (DTNB)

5-thio-2-nitrobenzoate . 2-nitrobenzoate-5-
NO, §-5-CH-CHz-N'(CHg)s O2N S mercaptothiocholine
(Jaine) +
CoO ~o0c,

Figure 31: Réaction d’Ellman (Ellman et al., 1961)
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» Procédure du dosage
Dans une microplaque a 96 puits, 150 pul de tampon phosphate de sodium (100 mM, pH 8) et 10 ul
des extraits bruts des deux plantes étudiées avec différentes concentrations et 20 ul de ’enzyme
acétylcholinestérase (5.32.10 U) sont mélangés. Aprés une incubation de 15 min & 25°C, 10 pl de
DTNB (0.5mM) et 10 pul d’acétylthiocholine iodide (0.71 mM) sont ajoutés.

L’absorbance de la couleur jaune ainsi formée est immédiatement mesurée a 412 (t= Omin) et apres
15 min. Les résultats sont exprimés en termes de pourcentages d’inhibition apres soustraction des

absorbances a t=0 min on utilisant la formule suivante :
Inhibition (%) = (Ac-Ag) / Ac*100

Equation 5: Pourcentage d’inhibition de 1’acétylcholinestérase
Ou:

Ac : est I’absorbance du controle négatif (sans extrait)
AE : est I’absorbance de la réaction en présence de 1’extrait.

1.5 Activité antibactérienne
I1.5.1.  Souches bactériennes
Pour évaluer I’activité antibactérienne des extraits des feuilles de Pistacia lentiscus et
d’écorce de Pinus pinaster, deux souches bactériennes ont été utilisés provenant du
laboratoire de microbiologie de I'université de Skikda .Les deux souches utilisées sont :
> Bactéries a Gram négatif:Escherichia coli : souche de référence (ATCC 25922) isolée de
d’examen cytobactériologique urinaire ECBU.
> Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus : souche de référence (ATCC 25923)
isolée a partir d’une plaie de diabétique.
11.5.2. Les milieux de culture
Les milieux de cultures utilisés dans 1’activité antibactérienne sont :
o Gélose nutritive pour préparer des cultures jeunes de 24 ;
e Héktoen comme milieu sélectif pour 1’isolement d’Escherichia coli ;
e Chapman comme milieu sélectif pur ’isolement et I’enrichissement du Staphylococcus
aureus

o Lagélose Muller Hinton pour les tests antibactériens (antibiogramme).
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11.5.3. Préparation des cultures jeunes :

Quelques colonies bien isolées des cultures pures sont prélevées a I’aide d’une anse de platine, puis
mises dans 10ml d’eau physiologique stérile a 0,9% de (Na Cl). La suspension bactérienne a été bien
homogénéisée. A partir de cette suspension, nous avons ensemencé les souches bactériennes sur des

boites de pétrie coulées avec de la gélose nutritive puis incubé a 37C° pendant 24 h afin d’avoir des

cultures jeunes.

Figure 32: Préparations des cultures jeunes dans les différents milieux de culture

I1.5.4. Préparation de ’'inoculum

Quelques colonies isolées a partir de culture jeune ont été mises en suspension dans 9 ml d’eau
physiologique stérile a 0.9% de (Na CI), ont été bien homogénéisée, puis la suspension a été ajusté a
0,8 Mc Farland (DO=0,08 a 0,1) a I’aide d’un spectrophotométre réglé sur une longueur d’onde de
625 nm. L’inoculum peut étre ajusté soit en additionnant de la culture bactérienne s’il est faible ou
d’eau physiologique s’il est trop fort, puis nous avons pris 1 ml de I’inoculum qui a été introduit dans

9 ml d’eau physiologique afin d’obtenir un inoculum de 107 UFC/ml (Kheyar et al., 2014).

Figure 33: Préparation des suspensions bactériennes
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11.5.4. Meéthode de diffusion

Pour étudier I’activité antibactérienne des extraits aqueux bruts des obtenus, on a choisi la méthode
de diffusion sur disques, appelée aussi méthode de Vincent ou technique de 1’aromatogramme mise
au point par Schroeder et Messing en 1949 et cité par (Rhayour, 2002).

Dans cette méthode, on a utilisé des disques de papier Wattman de 6 mm de diamétre, imprégnés par
un volume connu de I’extrait brut a évaluer et déposés a la surface d’un milieu gélosé (Agar de
Muller Hinton « AMH »), préalablement ensemenceé par écouvillonnage en surface par la suspension
bactérienne. Apres incubation pendant 24 h a 37° C, la lecture des résultats a été faite par la mesure
du diametre de la zone d’inhibition en mm (Ponce et al., 2003).

11.5.5. Préparation des dilutions

Une gamme de concentration a été préparée a partir de I’extrait aqueux brut de concentration de
0,1g/ml selon la méthode de dilution de deux en deux (1/2, 1/4, 1/8, 1/16), dans les cinq tubes a essali
que nous avons nommeé de 1/2 jusqu'a 1/32, nous avons déposé 500ul d’eau, ensuit nous avons ajouté
au premier tube (1/2) ,500ul de I’extrait aqueux brut, puis nous avons bien homogénéisé pour obtenir
une solution de dilution 1/2, ensuit a partir de cette derniére nous avons pris 500ul que nous avons
introduit dans le deuxiéme tube (1/4) pour obtenir une solution de dilution 1/4. Et les mémes étapes
ont été répétées jusqu'a 1’obtention de la derniére solution a dilution 1/16(figure 34).

La lecture des résultats se fait par la mesure de diametre de la zone d’inhibition selon (Ponce et al.,
2003).

* (-) souche résistante (D < 8 mm)

* (+) souche sensible (9mm < D < 14mm)

* (+ +) souche tres sensible (15mm <D < 19 mm)

* (+ + +) souche excrément sensible (D >20 mm)

Figure 34: Préparation des dilutions pour les deux extraits de Pistacia lentiscus et de Pinus pinaster
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e Analyses statistiques
Les résultats de dosages biochimiques et des tests biologiques in vitro effectués sur les extraits bruts
des feuilles et de 1’écorce des deux plantes respectives Pistacia lentiscus et de Pinus pinaster sont
exprimeés en moyenne + SD d’analyses en trois répétitions. Les valeurs de Clso (Concentration
d’inhibition a 50%) et de Aos (Concentration indiquant 0,50 d’absorbance) sont calculées par la
méthode de régression linéaire a partir des trois courbes : [% inhibition = f (concentrations)] pour la

Clso et [Absorbance= f (concentrations)] pour la Ao so.
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Dans la présente partie, nous présenterons et traiterons les résultats obtenus de 1’étude phyto-
chimique et de I’activité biologique in vitro des extraits bruts des feuilles de Pistacia lentiscus(PLE)
et de I’écorce de Pinus pinaster(PPI). Ceci dans le but d’extraire les métabolites secondaires et
I’analyse quantitative par dosages colorimétriques ainsi quel comparaison de 1’activité anti-oxydante,
antimicrobienne et enzymatique de ces deux especes Vvégetales jouissant de propriétés

pharmacologiques intéressantes.

l. Rendement d’extraction
La premiére quantification a faire est celle du rendement de ’extrait brut des feuilles de Pistacia

lentiscus et 1’écorce de Pinus pinaster obtenu par la technique de décoction.

Les résultats obtenus par les calculs de rendements des deux extraits aqueux sont présentés dans le

tableau suivant :

Tableau 09: Le rendement d’extraction

Pistacia lentiscus Pinus pinaster
Me (Masse de I'extrait sec (g)) 10.61 9.88
M (Masse du matériel végétal (poudre) sec (g)) 100 100
R (Rendement d’extraction (%)) 10.61 % 9.88 %

Les résultats obtenus montrent que les deux extraits aqueux présentent un rendement respectif de
9.88% et 10.61 % pour I’écorce de Pinus pinaster et les feuilles de Pistacia lentiscus.

Il est important de souligner que la variation des résultats d’un extrait a I’autre est influencé par la
méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les conditions dans lesquelles 1’extraction est

effectuée (a chaud ou a froid) (Celhay ,2013).

Rappelons que le produit ionique de 1’eau augmente sensiblement avec la température et que son
pouvoir hydrolytique augmente également (Marshall et Franck, 1981; Verma, 2003;Rangsiriwong
et al., 2009).

Tout cela apparait par la diversité des resultats obtenus des différentes chercheures citant entre eux

Les valeurs de rendement de PPI réalisé par Celhay, (2013) qui sont presque identique a celles
obtenues par notre extrait:(10,6 %, vs 9.88%) respectivement. Tandis queux taux de rendement plus
élevé (27,80 £ 0,14% vs 10.61 %) obtenu des feuilles de PLE réalisé par Cheniti et
Bennacef(2019).
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1. Dosage des polyphénoles et flavonoides

Le dosage quantitatif en polyphénoles et en flavonoides des deux extraits aqueux de Pistacia
lentiscus L. et de Pinus pinaster, ont été realisées par deux methodes respectives : la méthode de
Folin-Ciocalteu (FCR) et la méthode de trichlorure d’aluminium. En revanche, la détermination
quantitative des flavonoides est réalisée par la méthode de trichlorure d’aluminium et la quercétine a
été utilisée comme standard. Les figures (35-36) représentent les courbes d’étalonnage respectives
de I’acide gallique et de la quercétine utilisées comme molécules standard pour le dosage des

polyphénoles totaux et des flavonoides.

0,80 + y =0,0034x+ 0,1044
R?=0,9972

0,00 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

concentration (png/meg)

Figure 35 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénoles totaux

y = 0,0048x
1,00 - R?=0,997

Absorbance ea nm

0,00 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

concentration en jig/mg

Figure 36: Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
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Les résultats du dosage colorimétrique ainsi que les plaques des extrais aqueux des feuilles de
Pistacia lentiscus (PLE) et de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI) sont présentés dans le tableau (10) et
les figures (37-38) :

Blane
l BLE
y PPI

Blanc

7S & 5 . TFC
Figure 37 : Plaques de dosage des polyphénoles (TPC) et des flavonoides (TFC) des deux extraits
de pistacia lentiscus et de Pinus pinaster

Tableau 10: Le contenu total en polyphénoles et la teneur des flavonoides des extraits bruts des
feuilles de Pistacia lentiscus et de 1I’écorce de Pinus pinaster

Extrais a0ueux Teneur en composés phénolique Teneur en flavonoides
g (ng GAE/mg d’extrait) (ng QE/mg d’extrait)
Pistacia lentiscus (PLE) |414,98+24,79 112,84+0,88
Pinus pinaster (PPI) 521,54+53,49 88,26+16,35

Tout le contenu phénolique de chaque extrait a été déterminé par la méthode spectrophotométrique
de Folin-Ciocalteu (FCR) en utilisant 1’acide gallique comme phénol standard. Une courbe

d’étalonnage réalisée avec différentes concentrations d’acide gallique est présentée figure (34).

Les résultats du dosage colorimétrique des composés phénoliques totaux des extrais aqueux des
feuilles de Pistacia lentiscus (PLE) et de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI) sont présentés dans la

figure (37).
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mPLE
PPl

Tenneur en composés phenoliques GAE
ng/mg d'extrait

Extraits

Figure 38 : Teneur en composés phénoliques totaux des extraits aqueux des feuilles de Pistacia
lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI).

mPLE
PPI

Tenneur en flavonoides QF pg/mg
d'extrait

Extraits

Figure39 : Teneur en flavonoides des extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et
de I’écorce de Pinus pinaster (PPI)

Les résultats des teneurs en polyphénoles et en flavonoides des deux extraits aqueux des feuilles de

Pistacia lentiscus L et de 1’écorce de Pinus pinaster sont représentés dans les figures (38 et 39).

A T’observation du tableau (10), nous remarquons une richesse en composés phénolique pour les
deux plantes respectives avec une teneur de 414,98+24,79 ng GAE/mg pour I’extrait PLE et une
teneur plus élevée pour I’extrait de PPI (521,544+53,49 ng GAE/mg).

Par ailleurs, I’extrait aqueux de PPI présente une teneur en flavonoides plus faible par rapport a

Pextrait de PLE (88,26+16,35 vs. 112,840,88 png QE/mg).
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Des études photochimique récentes (Benameur et al., 2010; Djida et al., 2013;Babouche et al.,
2020) enregistrent des teneurs plus faibles en composés phénoliques des extraits des feuilles de
Pistacha lentisques L. et de I’écorce de Pincus pinastre comparativement a nos extraits aqueux
respectifs (414,98+24,79 ; 521,54+53,49 ag GAE/mg vs. 361,59 + 11,07 ; 345,95 + 1,17; 3015 £
0,015 pg GAE/mg). Par ailleurs, Houairi (2019) et Pedro Ferreira-Santos et al., (2020) rapportent
des teneurs en contenu phénolique total des extraits respectifs de Pinus pinaster et de Pinus
halepensis plus faibles (462,5 + 11 ; 410,66 pug GAE /mg).

Le taux en flavonoides de I’extrait aqueux du lentisque inscrit par Atmani et al., (2009) et par
Cherbal et al., (2012) est respectivement inferieurs a celui enregistré dans la présente étude (PLE)
(12,93 £ 1,69 ; 38,7+0,02 png QE/mg vs.112,84 +0,88 ug QE/mg).

Selon Houairi (2019), les extrais méthanoiques et aqueux du méme genre (Pinus halepensis) ont une
teneur respective en flavonoides plus faible (19,75 ; 5,75ug EQ/mg) que celle représenté par notre
extrait Pinus pinaster (88,26+16,35 ug QE/mg).

Selon Pedro Ferreira-Santos et al., (2020), la teneur en flavonoides de I’extrait aqueux de Pinus
pinaster variait de 77 a 161 pg QE/mg, ceci serait di au solvant utilisé dans le processus d'extraction.
Ces mémes auteurs notent un taux en TF plus faible de la méme espéce végeétale cité
comparativement a notre plante (77,5 + 4 vs 88,26+16,35 ng QE/mg). Ces résultats précédemment
décrits sont en accord avec notre travail, ou il a été observé que les extraits d'écorce de P. pinaster

sont tres riches en composés phénoliques vis-a-vis les flavonoides.

Cette fluctuation des résultats trouve probablement son explication dans la différence d’un certain
nombre de facteurs intrinseques et extrinséques a savoir les conditions de croissance, le processus de
maturation et les conditions de stockage (Bergonzi et al., 2001 ; Wang et Zheng, 2001), ou bien les
facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol. De plus, la
méthode d’extraction ainsi que le choix du solvant peut également influencer la teneur en composés

phénoliques (Ebrahimzadeh et al., 2008).

I11. Activité antioxydant
L’activité antioxydante des extraits de plantes dépend de la composition et de la structure des bio-
composés, tels que les acides phénoliques et les flavonoides et leur capacité a neutraliser les
Reactifs Oxygen Species (ROS) et d'autres radicaux libres, c'est-a-dire des activités de chélateurs et

de piégeurs de radicaux libres (Carocho et al., 2013).
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Dans ce sens, différentes methodes ont éeté utilisées pour la détermination de I'activité antioxydante,
permettant I'analyse des différents mecanismes d'action des extraits. Le pouvoir antioxydant
réducteur ferrique FRAP, DPPH et ABTS sont les plus méthode largement utilisée pour déterminer
la capacité de piégeage des radicaux libres (Lee et al., 2020 ; Fan et al., 2020). C’est sur cette base
que nous avons utilisé ces méthodes pour I’évaluation de 1’activité antioxydante des extraits de
Pistacia lentiscus et de Pinus pinaster.
I11.1.Activité antiradicalaire au DPPH
L’activité anti-radicalaire est exprimée en concentration inhibitrice a 50% (Clso), qui correspond a la
concentration d’antioxydant nécessaire pour réduire le 50 % du DPPH. Plus la Clsg est faible, plus
I’antioxydant est efficace. Les résultats de 1’activité anti-radicalaire au DPPH des aqueux des feuilles
de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI) sont représentés dans le
tableau(11) et les figures (40 et 41). Ces extraits végétaux sont comparés aux étalons standards

(Trolox et Acide ascorbique).

PLE PPI
11[7 | N
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> = -
1/8 N /\/ y /
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Figure 40 : La plaque de dosage de I’activité anti radicalaire (DPPH) des extraits aqueux des feuilles
de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI).
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Tableau 11 : Inhibition du radical DPPH par les extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus L.
(PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI)

Concentration Inhibition %
/ml
(ug/ml) Clso
Extraits 3.125 6.25 125 25 50 100 200 (ug/mi)
standards
PLE 14,84+1,54 | 30,89+4,68 | 87,20+0,69 | 87,42+0,29 | SAT SAT SAT 8,35+0,34
PPI 13,02+2,74 | 26,31+1,20 | 51,52+1,15 | 79,98+2,11 | 83,45+0,29 | SAT SAT 12,14+0,25
Trolox 6.42+0.91 13.33+2.14 | 30.19+0.67 | 61.48+2.98 | 87.16+0.28 | 88.46+0.11 | 87.72+0.47 | 5.12+0.21
Acide ascorbique | 0.31+1.02 12.90+0.28 | 29.69+0.39 | 76.67+0.37 | 84.94+0.84 | 87.78+0.49 | 86.36+0.21 | 4.39+0.01
SAT : saturation
14
12
__10 = PLE
bD
__Ei PPI
=
Py B Trolox
(T3]
(W] acide ascorbique

Extraits et standards

Figure 41 : Valeurs Clso du test DPPH

Le tableau 11 et les figures (40-41) montrent la variation d’inhibition du radical DPPH en fonction

de la concentration des extraits testés. Selon la figure (41) le DPPH, radical libre de couleur violette

est réduit en un composé de couleur jaune en présence de composeés antiradicalaires. L’intensité de la

coloration, mesurée au spectrophotometre, est inversement proportionnelle a ’activité antiradicalaire

des différents extraits dont on souhaite déterminer 1’activité.

A D’observation du tableau (11), I’inhibition du radical DPPH (Clso) par les extraits aqueux des
feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI) sont de 1’ordre

de 8,35+0,34 et 12,1440,25 pug/ml pour I’extrait PLE et PPI respectivement.
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Selon les valeurs de Clso, on remarque que I’extrait aqueux de PLE manifeste une activité
antiradicalaire au DPPH (Cls50=8,35+0,34 ng/ml) supérieure a celle de I’extrait aqueux de PPI
(Cl50=12,1440,25 pg/ml). L’extrait aqueux de PLE est et trés proche de standard trolox (5,12+0,21
pg/ml) et est deux fois plus faible que I’acide ascorbique (4,39+0,01 pg/ml).

Les résultats de 1’évaluation de I’activité¢ antioxydante obtenues par Pedro Ferreira-Santos et al.,
(2020) montrent une activité anti-radicalaire considérable dans ’extrait d’écorce de Pinus pinaster
avec des ICso de I’ordre de 99,96 + 0,1ug/ml. Par ailleurs, les travaux de Nigro (2016) ont revélé une
activité anti-radicalaire faible par rapport a la présente étude (extrait aqueux de PPI) avec des ICso de

61,46ug/ml pour I’extrait aqueux de feuilles de Pinus halepensis.

L’étude réalisée par Bampouli et al., 2014 sur I’extrait aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus L a
enregistré une activité anti-radicalaire avec une valeur de 39.99 + 0.52 pg/ml inférieure que celle
représenté par I’extrait PLE (39,99 + 0,52 vs. 8,35+0,34 ug/ml).

I11.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS

Dans ce test, I’antioxydant réagit avec ABTS™ de couleur bleu/vert par transfert d’électrons pour
redonner ’ABTSH'" incolore. Cette transformation a été suivie par la mesure de 1’absorbance et la
détermination de la concentration inhibitrice des différents extraits en comparaison avec les

standards (trolox et acide ascorbique).

L’activité du piégeage du cation radical ABTS ou D’activité scavenger des extraits de pistacia
lentiscus et de pinus pinaster contre le radical ABTS est exprimée en Clso, qui correspond a la
concentration d’antioxydant nécessaire pour réduire le 50% de ’ABTS comme montré dans
tableau(12) et les figure (42).Sachant que le pourcentage d’inhibition est dose-dépendante ; plus on
augmente la concentration de I’extrait végétal, le pourcentage d’inhibition augmente. Par contre, plus

la valeur de Clsg est faible, plus ’antioxydant est efficace.

Les résultats de I’activité anti-radicalaire a ’ABTS des extraits aqueux des feuilles de Pistacia
lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI) sont comparés aux standards (trolox et acide

ascorbique). Les résultats sont présentés ci-dessous :
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Figure 42 : Plaque de dosage de ’activité anti radicalaire (ABTS) des extraits des feuilles de
Pistacia lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI)

Tableau 12: Inhibition du cation radical ABTS"" par les extraits aqueux des feuilles de Pistacia

PLE

PPI
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lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI)

Concentration Inhibition %

(ng/ml) Clso
Extraits 3.125 6.25 125 25 50 100 200 (kg/mi)
standards
PLE 31,97£1,80 | 62,67+1,12 | 87,54+1,70 | 90,13+0,68 | 90,91+0,68 | Sat Sat 4,96+0,01
PPI 48,20+8,43 | 58,07+1,46 | 74,23+3,34 | 90,33+1,11 | Sat Sat Sat 4,64+0,15
Trolox 14.74+0.37 | 26.15+0.65 | 51.70+1.51 | 89.72+0.67 | 92.89+0.19 | 92.89+0.19 | 91.84+1.19 | 3.21+0.06
ACIde. 13.43+0.82 | 28.76+0.67 | 52.94+0.94 | 93.21+0.11 | 93.08+0.19 | 92.40+0.88 | 92.96+0.11 | 3.04+0.05
ascorbique

Sat : saturation

5
4,5
a
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[:1:]
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n 2 - -
(=} 15 W Acide ascorbique
1
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Figure 43: Valeurs des Clso du test ABTS pour les extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus
L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI)
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D’aprés les résultats, les deux extraits PLE (4,96+0,01 pg/ml) et PPl (4,64+0,15 pg/ml) possedent
une excellente activité de piégeage des radicaux libres par rapport au standards trolox (3.21+0.06
pg/ml) et acide ascorbique (3.04+0.05 pg/ml).Ces résultats nous confirment que les deux extraits ont

une activité anti radicalaire tres élevée.

Dans cette activité, les extraits ont manifesté un pouvoir de piégeage des radicaux libres mieux que
dans 1’activité antiradicalaire au DPPH ceci peut étre justifié par la capacité du radical cation ABTS
d’étre plus polyvalent que le DPPH parce qu’il est soluble dans 1’eau et les solvants organiques, ce qui
permet une évaluation d’activité antiradicalaire pour les composés hydrophiles et lipophiles (Gulgin,
2010).

A partir de la figure (43) nous notant une disparition de la couleur bleu/vert, ce qui confirme les

résultats présentés dans le tableau précédent (Tableau 12).

Une étude récente sur 1’activité antioxydante des huiles essentielle de pistacia lentiscus L a montrer
une valeur de 113.72 £ 7.91 pg/ml dans les feuilles et une valeur de 73.80 + 3.96 dans les
fruits(Bouyahya et al., 2019 ).

Les travaux de Pedro Ferreira-Santos et al., 2020ont révélé une activité anti-radicalaire ABTS
faible par rapport a la présente étude avec des IC50 de 106.61 + 8.0pug/ml pour I’extrait aqueux de

d’écorce de Pinus pinaster.

Dans notre étude, les extraits de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de Pinus pinaster (PPI) ont manifesté
un pouvoir de piégeage du cation radical ABTS mieux que dans I’activité antiradicalaire au DPPH.
Ceci pourrait étre justifié par la capacité du radical cation ABTS a étre plus polyvalent que le DPPH
puisque ce radical libre (ABTS) est soluble dans 1’eau et les solvants organiques. Ce qui permet

d’exprimer une d’activité antiradicalaire pour les composés hydrophiles et lipophiles (Gulgin, 2010).

Bouyahya et al., (2019), en étudiant 1’activité antioxydante des huiles essentielles de Pistacia
lentiscus L., ont montré que les feuilles de cette plante présentent un pouvoir de piégeage du cation
radical ABTS (113,72 £ 7,91 pg/ml) ainsi que pour ces fruits (73.80 £ 3.96 pg/ml) comparativement
a notre extrait (4,96+0,01 pg/ml).

D’autre part, les travaux de Pedro Ferreira-Santos et al., (2020) ont révélé une activité
antiradicalaire ABTS faible de I’extrait aqueux de 1’écorce de Pinus pinaster par rapport a nos
extraits de Pinus pinaster (PPI) avec des ICso de 106,61 + 8,0ug/ml vs. 4,64+0,15 pg/ml.
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111.3 Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

La réduction des ions ferriques (Fe®*) déterminé par le test pouvoir réducteur basé sur la réduction
des ions Fe** du ferricyanure en Fe?* pour donner le ferrocyanure avec 1’apparition d’une couleur

bleue-verte et qui est bien illustré dans les figures 44-45).

L’activité du pouvoir réducteur FRAP est évaluée en mesurant les valeurs d’A.050ainsi que par
comparaison des extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de Pinus
pinaster (PPI) avec les standards trolox et acide ascorbique. Les résultats de la réduction du fer par la
méthode FRAP pour les extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de
Pinus pinaster (PPI) sont présentés dans le tableau (13) et les figures (44-45).

Figure 44: La plaque de dosage de I’activité de pouvoir réducteur (FRAP) des extraits des feuilles de
Pistacia lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI).

Tableau 13: Réduction du fer par la méthode FRAP pour les extraits aqueux des feuilles de
Pistacia lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI)

Concentration Inhibition %

(kg/ml) Aos
extraits et 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 (ug/ml)
standards
PLE 0,06£0,01 | 0,07+0,01 | 0,10+0,01 | 0,24+0,01 | 0,42+0,04 | 0,58+0,09 | 0,84+0,16 | 71,61+8,03
PPI 0,05+0,01 | 0,07+0,00 | 0,13+0,01 | 0,23+0,03 | 0,48+0,03 | 0,70+0,02 | 0,77+0,05 | 50,92+0,22
Trolox 0.07+0.00 | 0.08+0.00 | 0.09+0.01 | 0.13+0.00 | 0.19+0.02 | 0.28+0.05 | 0.60+0.04 | 5.25+0.20
Acide ascorbique 0.07+0.00 | 0.09+0.01 | 0.12+0.01 | 0.17+£0.01 | 0.25+0.02 | 0.4740.03 | 0.79+0.09 | 3.62+0.29
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Figure 45 : Valeurs des Ao s du pouvoir réducteur FRAP pour les extraits aqueux des feuilles de
Pistacia lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI)

La réduction du fer par la méthode FRAP pour les extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus
L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI) a également prouvé son effet. Ou nous remarquons a
I’observation de la figure ci-dessus, un pouvoir réducteur intéressant des extraits d'écorce de Pinus

pinaster et plus modéré pour les feuilles de Pistacia lentiscus.

Le meilleur teste évaluant I’activité réductrice du fer a été obtenue pour 1’extrait de Pinus pinaster
(PPI) avec une Aoso de 50,92+0,22 pg/ml. Ce résultat est dix fois inférieure a celle du trolox
(A050=5,25+0,20 pg/ml) et quatorze fois plus faible que celui de I’acide ascorbique (Aoso=
3,62+0,29 nug/ml).

En revanche, le pouvoir réducteur FRAP pour les extraits aqueux PLE (Aoso de 71,618, 30ug/ml)
est presque treize fois inférieure que celui du trolox (Ao.50=5,25+0,20 pg/ml) et vingt fois plus faible

que celui de I’acide ascorbique (Ao.so= 3,62+0,29 ug/ml).

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Bouyahya et al., (2019) qui enregistrent une
valeur presque similaire & nos résultats pour I’extrait de PLE (Aoso de 65,54 + 4,12 vs.

71,61+8,03pg/ml).

Par ailleurs, 1’évaluation de I’effet antioxydant (FRAP) réalisée par Pedro Ferreira-Santos et al.,
(2020) sur I’extrait aqueux de I'écorce de Pinus pinaster révele une valeur deux fois plus importante
que celle enregistré par notre extrait PPl (101,9+0,3 vs. 50,92+0,22 mmol d’équivalent Trolox/g
d’extrait).
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111.4 Activité de réduction par la formation du complexe Fe*2-phénantroline :
La réduction des ions Fe3* est également évaluée par le test au phénanthroline. Dans ce test les ions
Fe3* associés au phénanthroline vont étre réduits en présence d’un antioxydant en fer ferreux donnant
un complexe F?*-phénanthroline de couleur rouge orange. Cette coloration est représentée par la
figure(46). Cette réduction est déterminée par la mesure des valeurs de Ags des extraits aqueux des
feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI) et de celles des
standards trolox et acide ascorbique. La réduction du fer par la méthode phénanthroline pour les
extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI) sont

représentés dans le tableau 14et la figure(46).
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Figure 46: La plaque de dosage de I’activité de réduction par la formation du complexe Fe*2-
phénantroline par les extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de
Pinus pinaster (PPI)

|

Tableau 14: Réduction du fer par la méthode phénanthroline

Concentration Inhibition %
(Hg/ml)
. Aos
extraits 3.125 6.25 125 25 50 100 200
standards (Kg/mi)
PLE 0,35+0,02 | 0,44+0,01 | 0,65+0,03 | 1,07+0,04 | 2,13+0,12 | 2,24+0,15 | 4,51+4,51 | 8,01+0,45
PPI 0,37+0,04 | 0,44+0,03 | 0,67+0,02 | 1,09+0,04 | 1,88+0,12 | 3,36+0,10 | 4,52+0,15 | 7,92+0,67
Trolox 0.25+0.01 | 0.24+0.01 | 0.26+0.01 | 0.26+0.00 | 0.32+0.01 | 0.38+0.01 | 0.56+0.02 | 5.21+0.27
Acide . 0.26+0.01 | 0.29+0.00 | 0.29+0.02 | 0.31+0.01 | 0.37+0.01 | 0.50+0.00 | 0.80+0.00 | 3.08+0.02
ascorbique
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Figure 47: Valeurs des Ao s du test phénanthroline réalisé pour les extraits aqueux des feuilles de
Pistacia lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI)

A T’observation du tableau (12) et des figures (47-48), nous remarquons que 1’extrait PPI a présenté
une valeur deAo50=7,92+0,67 pg/ml qui est presque similaire a la valeur de I’extrait PLE (Aos0=
8,01+0,45ug/ml). Toutefois, les deux standards trolox et acide ascorbique présentent les plus fortes

activites réductrices respectives (Aoso= 5,21+0,27 et 3,08+0,02 ng/ml).

Dans notre étude, nous notons que les résultats des extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus
L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI) déterminant un pouvoir réducteur du phénanthroline
ce qui confirment les résultats des trois premiers tests antioxydants (DPPH, ABTS et FRAP). Les
deux extraits étudiés (PLE et PPI) possedent une treés bonne capacité de réduire le fer et de former

un complexe Fe*?- phénanthroline.

En récapitulatif, nous pouvons signaler une relation entre la teneur en composés phénoliques et
I’activité antioxydante des extraits bruts de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de Pinus pinaster. Ainsi en
combinant les résultats de cette étude, nous avons pu mettre en évidence 1 existence
d’une relation étroite entre la teneur en composés phénoliques de nos deux extraits bruts et leurs
activités antioxydantes. On constate aussi la tendance d’extraire plus de composés avec I’eau qu’avec
les autres solvants. Cela peut s’expliquer par le simple fait que 1’eau est un solvant fortement polaire
connu pour extraire une large gamme de molécules (Bonnaillie et al., 2012).et cela confirme le

rendement important obtenu pour nos deux extraits aqueux.
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L’activité antioxydante élevée de nos extraits est attribuée probablement a sa richesse de nos extraits
aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI) en
polyphénoles (414,98+24,79 vs. 521,54+53,49 ng GAE/mg d’extrait) et en flavonoides (112,84+0,88
vs. 88,26+£16,35 ng QE/mg d’extrait) respectivement.

En effet, selon Amié et al., (2003), les composés phénoliques et plus particulierement les
flavonoides sont reconnus comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de
piéger les espeéces radicalaires et les formes réactives de 1’oxygene. L’effet scavenger des
flavonoides FLOH est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend thermodynamiquement
capable de réduire les radicaux libres (Re¢) par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir des

groupements hydroxyle selon la réaction suivante : FLOH + Re donnera FLOe« + RH.

Cette réaction donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle (FLO*) qui va subir un
changement de structure par résonance, redistribution des électrons impaires sur le noyau aromatique
pour donner des molécules de faible réactivité par rapport aux Re. En outre, les radicaux flavoxyles

peuvent interagir entre eux pour former des composés non réactifs.

IV. Activité enzymatique

L’évaluation de I’activité enzymatique des extraits des feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE)

et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI) a été réalisée par I’inhibition de deux enzymes.

I.V.1.Evaluation de I’activité antidiabétique
L’activité enzymatique des deux plantes a été évaluée en mesurant leurs capacités a inhiber

I’enzyme alpha-amylase.

I.V.1.1.Inhibition de I’alpha amylase
Les résultats de I’activité inhibitrice de I’enzyme alpha-amylase des extraits de Pistacia lentiscus L.

et de Pinus pinaster est représenté dans la figure ci-dessus (figure 48)
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Figure 48 : La plaque de dosage de I’activité anti diabétique (inhibition d’alpha-amylase) des
extraits des feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI)

D’aprés la figure (48) on constate que 1’absence d’inhibition d’alpha-amylase par les deux PLE et
PPI est observée par la persistance de la couleur jaune en présence des différentes concentrations des

extraits et donc absence de 1’activité anti diabétique.
1.V.2.Evaluation de P’activité anticholinestérase

L’évaluation de I’activité anticholinestérase des deux extraits bruts des feuilles de Pistacia lentiscus
L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI) été réalisée par I’inhibition de 1’enzyme
Acétylcholinestérase, Cette inhibition est suivie par la mesure de 1’absorbance et la détermination de
la concentration inhibitrice (Clso) des différents extraits en comparaison avec le standard la
galantamine. Les résultats de cette activité sont reportés dans le tableau (15) et les figures (49-50).

Figure 49: La plaque de dosage de ’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase par les extraits des
feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI).
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Tableau 15: Inhibition de I’enzyme Acétylcholinestérase pour les extraits aqueux des feuilles de
Pistacia lentiscus L. (PLE) et de 1’écorce de Pinus pinaster (PPI)

oncentration( Inhibition %
pg/ml) Clso
Extraits 3.125 6.25 125 25 50 100 200 (ug/mi)
standards
PLE 22,31 +4,07 | 31,50+1,81 34,84+ 3,62 | 56,98+1,45 | 76,68+1,87 | 87,30+4,31 | 88,97+2,89 | 20,99+20,99
PPI Na Na Na Na Na 7,41+ 3,42 | 15,52+4,51 | >200
Galantamine 35,93 +2,28 | 43,77 £0.00 | 68,50 +0,31 | 80,69+0,41 | 85,78+1,63 | 91,80+0,20 | 94,77+0,34 | 6.27+1.15
Na : no absorbance
>
200
180
160
?140 mPLE
120
S,
gloo PPI
2 20 Galantamine
S 60
40
20
0
Extraits et standard

Figure 50 : Valeurs des Clso test anticholinestérase pour les extraits aqueux des feuilles de Pistacia
lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI)

A partir du tableau (13) Représentant le pourcentage d’inhibition de 1‘acétylcholinestérase pour les
extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus L. (PLE) et de I’écorce de Pinus pinaster (PPI), on
remarque que I’extrait PLE a montré une activit¢ modérée contre la AChE (Cl50=20,99+1,13ug/ml),

qui est trois fois plus faible que celle du standard la galantamine (Clso=6,27+1,15 pg/ml).

Une étude phytochimique des plantes médicinales Algériennes réalisées par Benamar et al, (2010)
qui a concerné I’activité anti-acétylcholinestérase. Ces auteurs ont rapporté un pourcentage
d'inhibition (Clso)proche a celui enregistré de notre étude sur extrait aqueux des feuilles de Pistacia
lentiscus L. (13,64+0,69vs.20,99+1,13ug /ml).

Dans notre étude, les résultats obtenus pour le extrait PPI, sont relativement plus forte (le
pourcentage d’inhibition supérieure a 200). Ceci pourrait étre di en raison de la forte concentration

de la solution mére de I'extrait utilisé dans ce test (4 mg d'extrait). Ainsi la forte coloration de
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I’extrait que nous aurons du mieux réduire ces concentrations a 1; 0,5 ou méme a 0,25 mg pour
obtenir éventuellement des valeurs dans les normes, comme l'indique la couleur 1’échantillon dans

les plaques qui vire au marron foncé témoigne la présence d'une certaine activité anticholinestérase.

Une activité intéressante contre 'AChE a également été¢ observée dans 1’huile essentielle de
Pinus nigra subsp. nigra avec une valeur inhibitrice a 50% de 94,4 g/ml. De plus, une activité
intéressante contre I'AChE a été observée également avec Pinus. nigra var. calabrica et P. nigra

subsp.nigra, avec des valeurs I1Cso respectives de 101,5 et 94,4 ug/mL (Marco B et al., 2010).

Selon Ustun et al., (2012) travaillant sur I'extrait d'écorce de Pinus pinaster, le Pycnogenol a
également provogué une inhibition remarquable contre I'AChE (63,33 = 0,22 pg/mL) pour une
concentration de la solution mére de 200 pg/ml. Cette activité est due a leur composition chimique
contenant principalement des acides phénoliques, des flavonoles et des tannins. A cet effet, Amessis
et al., (2014) affirment que les flavonoides et autres composées phénoliques possedent une activité

anti-acétylcholinestérase.

V. Evaluation de I’activité antimicrobienne

Il est connu que les différents extraits de 1’écorce du pin maritime « Pinus pinaster» et 1’huile de
Pistacia lentiscus présentent une activité antimicrobienne importante. Ceci a été démontré, par
recherches, y compris les travaux de (Torras, 2005) sur I’activité antimicrobienne du Pycnogenol®,
ainsi les études visant a examiner le potentiel pharmacologique des extraits de Pistacia lentiscus dans
le traitement des affections gastro-intestinales en particulier ceux provoqués par la bactérie
Helicobacter pylori (Al-Habbal et al., 1984).

V.1.Méthode de diffusion par disque

Pour caractériser 1’activité antimicrobienne de nos extraits, nous avons utilisé la méthode de
diffusion sur disques. C’est une technique qualitative basée sur la mesure du diamétre des halos

d’inhibition apparents autour des disques chargés d’extraits végétaux.

La technique a été utilisée sur I’ensemble de deux souches bactériennes, ce test préliminaire nous a

permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien de nos extraits.
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Les résultats présentés dans les figures (51-52) révelent une absence d’activité antimicrobienne de
I’écorce de Pinus pinasteret les feuilles de Pistacia lentiscus sur les deux souches testés;Escherichia

coli (Gram +) et Staphylococcus aureus (Gram -).

a) PPI b) PLE a)PPI b) PLE

Figure 51 : Effet de PPl et PLE sur S.aureus Figure 52 : Effet de PPI et PLE sur E. coli

Ces deux souches microbiennes se sont révélées résistantes aux deux extraits testés avec une zone
d’inhibition inferieur a 8mm. Par contres 1’étude de Kahlouche-Riachi effectué en 2014, sur I’effet
antibactérien de I’extrait hydro-éthanolique de 1’écorce du pin maritime sur les méme souches a
observé un effet antibactérien considérable : Escherichia coli (DI=12.33 £2.52 mm), Staphylococcus

aureus (DI=14.33 £3.51). Cependant, aucun effet n’a été observé dans notre étude.
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D’autre part, plusieurs études ont montré 1’efficacité potenticlle des extraits de Pistacia lentiscus
contre de nombreux agents pathogenes. Benhammou et al., (2008) ont trouvé que 1’extrait
éthanolique de Pistacia lentiscus est actif contre des bactéries pathogenes & Gram positif :

Staphylococcus aureus et n’est pas efficace contre Escherichia coli a Gram négatif.

Cela s’explique soit par I’absence des molécules fortement antimicrobiennes ou la faible capacité des
composes antibactériens, présents dans les différents extraits, a diffuser de maniére uniforme a

travers I'agar soit par les différents paramétres influencent 1’extraction (Rauha et al., 2000).
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Conclusion

CONCLUSION

A la lumiére de nos résultats, nous pouvons conclure que les extraits bruts aqueux des feuilles
de Pistacia lentiscusL.et de 1’écorce de Pinus pinaster représentent une tres bonne source

d’antioxydants.

Ceci est confirmé par les résultats obtenus par 1’évaluation des différentes activités antioxydantes ; a
savoir le piégeage du radical libre DPPH ; le piégeage du cation radical ABTS ; le pouvoir réducteur
(FRAP) et I’activité de réduction par la formation du complexe Fe+2 -phénanthroline. Cette activité
antioxydante est probablement liée a la richesse des deux espéces en meétabolites secondaires

notamment en polyphénoles et en flavonoides.

En outre, I’évaluation de I’activité enzymatique des extraits aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus
L.et de I’écorce de Pinus pinaster a montré une forte activité anticholinestérase pour les feuilles de
Pistacia lentiscus L. avec une absence d’activité antidiabétique et antibactérienne pour les deux

especes.

A I’avenir nous nous projetons de :

» Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui pourront répondre aux différents

problémes de la santé et d’étre une alternative aux médicaments synthétiques.

» Evaluer les activités biologique in vivo de ces deux plantes afin d’isoler les substances
responsables aux activités biologiques étudiées,

» avalidation de nos résultats in vitro par des tests in vivo, et la réalisation de d’autres activités
biologiques telles que les activités: anti-inflammatoire antimicrobiennes, antivirales,

analgeésiques, anti-carcinogenes.
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Annexes

Annexe | (activité antioxydante)

1. Matériel du laboratoire

Ampoule & décanter, tubes eppendorf, micropipettes de volumes différents, microplaques, ballons,

béchers, erlenmeyers, eprouvettes, flacons, spatules, portoirs, verres de montre.

2. Instruments
Balance de précision (KERN).
-Lecteur de microplaque (PerkinElmer).
-Agitateur magnétique MSH - 20D WISD
Etuve (Memmert).
- pH métre (METTLER TOLEDO).

-Bain Ultrason, EIma S70H, Elmasonic, Elma Schmidbauer GmbH, Germany

Annexe Il : Réactifs

Réactifs Compostions Quantités
DPPH® DPPH 6 mg
Méthanol 100 ml
Galvinoxyl Galvinoxyl 4 mg
Méthanol 100 ml
ABTS™ (7 mM) ABTS 19,2 mg
H20 5ml
K2S20s (2.45 mM) 3,3mg
H20 5ml
Phénantroline (0.5%o) 1,10-Phénantroline monohydraté 0,059
Méthanol g.s.p 10 ml
Ferrozine Ferrozine 0,5 ml
H>O 9,5 ml
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Annexe 111 : Solutions enzymatiques et substrats
Solutions Compostions Quantités
1mg
Enzyme a-amylase (1U) Enzyme a-amylase Iml
Tampon phosphate (pH 6,9)
0,149
Amidon (0.1%) Amidon g.s.p 100 ml
H20
1mg
AChE AChE 22,6 ml

Tampon phosphate (pH 8)

Annexe 1V : Standards

Standards Compostions Quantités
Acide gallique Acide gallique 0,5 mg
Méthanol 5ml
Quercétine Quercétine 1mg
Méthanol 5ml
Acide ascorbique Acide Ascorbique 4 mg
Méthanol 1ml
EDTA EDTA 4 mg
Méthanol 1ml
TROLOX TROLOX 4 mg
Méthanol 1ml
Galantamine Galantamine 4 mg
Méthanol 1ml
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Annexe V : Solutions chimiques

Solutions chimiques ) Quantités
Compostions

7549

Carbonate de sodium anhydre (7,5%0) Na,CO3 q.5.p 100 ml

H.O

AI(NO3)3, 9H20

H20 10g
100ml

Nitrate d’aluminium

CuClz, 2H:0 0,042625 g
Chlorure de cuivre 11 dihydraté H20 25 ml

Ferrycianide de potassium (1%b) KzFe(CN)s

.S.p 100ml
H.O a-s-p

FECI3 011 g
Chlorure de fer 111 anhydre (0.1%) H20 g.s.p 100 ml

Chlorure de fer 111 tetrahydraté (0,2 4 mg
mM) FeC|2, 4H,0 100 ml

H.O

4.17 mi

Acide hydrochlorique (1M) HCI 45.83 ml

H.O

U-I |
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Tampon phosphate (pH 8) (100 mM)

DTNB

Tampon phosphate (pH 7)

Solution de formaldéhyde

lodine (5mM)

NaH2>POg4
Na:HPO4

DTNB

Tampon phosphate (pH 7)
NaHCO3

Tampon phosphate (pH 8)

NaH->PO4
Na2HPO4

Formaldéhyde
Eau physiologique (0,9%)

5,3
94,5

16 mg
4 ml
7,5mg
4 ml

39 ml
61 ml

100 pl
g.s.p 3,5ml

Annexes VI (activité antibactérienne)
1-Matériel utilisée au laboratoire
-Spectrophotometre.
-Tubes stériles.
-Les équivalions.
-Balance de précision.
- Boites de Pétries.
-Etuve
-Micropipettes.
-Autoclave
-Agitateur
2- Produits chimiques

-MéthanolCH30H a 40%.
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