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Introduction

Durant des siécles et méme des millénaires, I’homme a utilisé les plantes médicinales
dans le traitement des maladies ou pour le soulagement des douleurs. En effet, il existe
environ 500000 espéces de plantes sur terre, dont 80 000 possédent des propriétés médicinales
(Ezziat, 2015).

Selon I'OMS (2002), pres de 80% des populations des pays de la région d’Afrique ont

recours a la médecine traditionnelle.

Ces principes actifs a base de plantes, parfois sont utilisés dans le traitement de toute
sorte de maladies existantes ainsi que les nouvelles formes d’infections et de maladie comme
les cancers, le sida et le Covid-19. Les variétés structurelles de ces pharmacophores, tres
abondants dans la nature et principalement dans les plantes, constituent un réservoir

inépuisable et naturellement renouvelable de médicaments.

Les résines naturelles végetales contiennent des métabolites secondaires exsudés par
différentes familles d’arbres comme la famille de Burceraceae qui comprend environ 700

especes distribuées en 18 genres (Rudiger et al., 2007).

Actuellement, les principales espéces sont Boswellia serrata au Nord-Ouest de 1’Inde,
Boswellia sacra en Arabie (Sud Yémen, Oman), Boswellia frereana au Nord de la Somalie
et Boswellia carteri qui est communément présente dans la corne de I’Afrique (Thulin et
Warfa, 1987; Dupéron, 1993; Coppens, 1995). Leur composition chimique est susceptible
de varier avec l'origine géographique et I'espéce botanique. Leur utilisation a travers I'histoire

est mainte fois avérée.

L’appellation Boswellia sacra sera employée pour désigner 1’espéce sud-arabique
(Thulin et Warfa, 1987), appartenant au genre Boswellia et a la famille des Burceraceae
(Dupont et Guignard, 2012), mesure jusqu'a cinqg métres de haut, avec un seul ou plusieurs
troncs s'élevant a partir de la base, une écorce papyracée et écaillée et des branches densément
enchevétrées avec des feuilles regroupés aux extrémités. Les petites fleurs blanches, vertes,
jaunes ou roses sont réunies en racémes ou en panicules et comportent cing pétales et un

calice a cinq dents.

Cet arbre fournit un encens de trés bonne qualité. Ce type de résine est appelé en

commerce « I’oliban » du type Aden (Aksamija, 2012).
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L'oliban a toujours tient une place importante a travers I’histoire et les civilisations. Dans
l'antiquité, les Hindous, les Egyptiens, les Babyloniens, les Assyriens, les Perses, les
Romains, les Chinois et les Grecs ainsi que les peuples des vieilles civilisations américaines
comme les Incas, les Mayas et les Azteques utilisaient principalement des résines naturelles
pour I'embaumement et I'encens dans les cérémonies culturelles. Et aussi employée a des fins
domestiques, notamment pour désinfecter le linge, les cheveux et les habitations. La
combustion de ces résines naturelles s’imposa naturellement et prit une place importante de
leur vie culturelle. Ils brilaient ces résines pendant les cérémonies de sacrifice ou dans leurs
rituels quotidiens pour empécher l'influence des mauvais esprits sur leurs &mes ainsi que pour

honorer les morts ou les personnes vivantes (Benjamin, 2018).

Aujourd’hui, l'oliban est utilisé dans certains domaines, comme la phytothérapie
notamment la cicatrisation, 1’aromathérapie, la médicine ayurvédique, la parfumerie et la

cosmétique comme ingrédient de préparation cosmétique.

Sur un plan clinique, la résine de Boswellia sacra est décrite comme ayant des propriéetes
antidiabétique, diaphorétique et astringente. Il est écrit que cette substance servait a soigner
les affections respiratoires (asthme, bronchorrhée, laryngite chronique) par voie interne ou en
fumigation, les troubles abdominaux (digestifs, gynécologiques et urinaires) tels que les
ulcérations, la diarrhée, la dyspepsie, les spasmes, les hémorroides, les infections urinaires, les
dysménorrhées ou la jaunisse (non dépendante d’une obstruction mécanique), les troubles
nerveux, les affections rhumatismales, et les douleurs osseuses et articulaires (Benjamin,
2018).

Les gommes résines de Boswellia sacra ont des molécules qui peuvent agir comme des
antioxydants et qui peuvent réduire le risque d’apparition de ces maladies liées surtout au

stress oxydatif (Tauchen et al., 2015).

Dans les systemes biologiques, le stress oxydatif est la conséquence d'un déséquilibre
entre la production de radicaux libres et leur destruction par des systéemes de défenses
antioxydant (Taofiq et al., 2016).

Un radical libre est une espéce chimigque possédant un électron célibataire qui lui confére
une réactivité vis-a-vis d’autres molécules. Celle-ci est variable selon la nature du radical. En

biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’électron a partir de ’O2.

Ces radicaux libres comprennent les especes réactives oxygénées (ERO), les especes

réactives d'azote (ERN) et les especes réactives de soufre (ERS) (Taofiq et al., 2016).
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Les especes réactives de ’oxygene (ERO) regroupent I’ensemble des dérivés radicalaires
de 'oxygene (O2°, OHe, NOe¢, ROO¢), mais également les composés non radicalaires (ROOH,
H202, 102) (Milane, 2004). les ERO peuvent étre d’importants médiateurs de dommages
aux structures cellulaires, lipides, protéines et acides nucléiques (Valko et al., 2006). Ils sont
impliqués dans la prolifération cellulaire, la mort cellulaire programmée en agissant comme

second messager (Thannickal et Fanburg, 2000 ; Droge, 2002).

Le corps a généralement des mécanismes pour équilibrer la production des ERO et la
neutralisation au moyen de son pool antioxydant intrinseque, mais la production peut devenir
excessive et l'organisme va devoir se protéger de ces excés par différents systemes
antioxydants adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents (Moreno et al ., 2016).

Le concept dantioxydant biologique se réfere a toute substance qui, lorsquelle est
présente a de faibles concentrations par rapport a celle d'un substrat oxydable, elle retarde ou
empéche l'oxydation de ce substrat de maniere significative (Halliwell et Gutteridge, 1999).

Les molécules impliquées dans la défense antioxydante peuvent se diviser en
antioxydants endogenes qui peuvent étre enzymatiques; les superoxydes dismutase (SOD), la
catalase (CAT), les glutathion peroxydases (GPx) et les glutathion réductases (GPr) et non
enzymatiques; (Glutathion (GSH), acide urique, bilirubine, mélatonine, coenzyme Q10) et en
antioxydants exogénes naturels (Vitamine C et E, caroténoides, polyphénols), les plus utilisés
commercialement sont synthétiques ex. hydroxytoluénebutylé (BHT) et hydroxyanisolebutylé
(BHA) et le butyle hydroquinone tertiaire (TBQH); toutefois ils peuvent provoquer des effets
secondaires toxiques sur la santé (Dorman et Hiltunen, 2004 ; Tepe et al., 2006 ; Nickavar
et al., 2008 ).

D'autre part, la production non contr6lée des espéces réactives de I’oxygéne et de I’azote

provoguent ou maintiennent les processus inflammatoires.

Les barrieres anatomiques et physiologiques a savoir la peau et les muqueuses forment

une barriére physique qui protége efficacement I’organisme contre les agressions extérieures.

Cette barriere est parfois franchie par des corps étrangers suite a une blessure, une
brulure, une attague microbienne, virale ou fongique ou un dysfonctionnement des cellules de
I’organisme. En se faisant, I’organisme fait recours a des acteurs capables de combattre
I’ennemi. En effet, les cellules de I'immunité qui sont en garde détectent automatiquement
I’envahisseur et une série des réactions biochimiques est déclenchée pour empécher I’agent
agresseur de se propager en langcant une réparation. C’est I'inflammation ou réaction

inflammatoire (Diallo, 2019).
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L’inflammation est donc une réaction de défense immunitaire de I’organisme qui se met
en place suite a une menace, a une agression d’origine physique, chimique ou biologique dans
le but de maintenir son intégrité (Geng et al., 2014 ; Haioun et Zohra, 2015 ; Du et al.,
2018). Elle est souvent suivie par une dilatation des vaisseaux sanguins permettant la
migration de cellules et de certaines molécules du sang vers les tissus ou l'agression a été
localisée, favorisant ainsi rougeur, chaleur, cedéme et douleur (Pacheco-Sanchez et al., 2006
; Geng et al., 2014). C’est la premiére ligne de défense de I’organisme. Il existe deux types
d’inflammations : aigue et chronique. Aigue dure de quelques jours a quelques semaines. Et
chronique est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des années. Elle peut méme se

prolonger tout au long de la vie de I’individu (Fauve et Hevin, 1998).

La réponse inflammatoire implique de nombreux enzymes parmi lesquels les
lipoxygenases et les cycloxygénases (COX 1 et COX 2) qui synthétisent des mediateurs pro-
inflammatoires tels que les leucotricnes et les prostaglandines a partir de 1’acide
arachidonique (Yougbaré-Ziébrou et al., 2016). De plus, la surproduction de mediateurs
inflammatoires tels que les interleukines (IL 1B, IL-6, IL-8), le facteur de nécrose tumorale
(TNF-a), le facteur nucléaire-kB (NF-x B), la molécule d'adhésion (ICAM-1) l'oxyde
nitrique, et méme des radicaux libres oxygénés peuvent conduire a des maladies

inflammatoires et au cancer (Taofiq et al., 2016).

Les inflammations aigués peuvent se guérir de maniere spontanée ou avec un traitement
en faisant appel aux anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens. Ces
molécules bien qu’étant efficaces sont associées a des effets iatrogenes tels des dommages

digestifs et des toxicités rénales (insuffisance rénale aigué).

En raison de ces problémes iatrogénes, il est impérieux d’orienter la recherche de
nouveaux agents thérapeutiques anti-inflammatoires vers les plantes medicinales qui
constituent une source potentielle de molécules naturelles anti-inflammatoires (Yougbareé-
Ziébrou et al., 2016).

En effet de nombreuse études ont révélé que ces plantes, ainsi que leurs composeés isolés
tels les terpénes, les composés phénoliques, les stérols, les acides gras et dautres métabolites
bioactifs présentent un potentiel anti-inflammatoire basé sur leur capacité a réduire la
production des médiateurs inflammatoire ou par d’autres mécanismes en bloquant les voies de

cyclooxygénase et la lipoxygénase. (Taofiq et al., 2016).



Introduction

Toutefois, I’évaluation des propriétés phyto-thérapeutiques comme antioxydantes et anti-
inflammatoires demeure une tache trés intéressante et utile surtout de ces composés bioactifs

d’une utilisation fréquente ou connues dans la médecine.

Pour cela I’objectif du présent travail s’intéresse a évaluer in vitro le potentiel
antioxydant et anti inflammatoire de différents extraits de la gomme-résine de Boswellia

sacra.

Cette étude est subdivisée en deux parties essentielles, la premiere présente une
introduction qui est consacré a une étude bibliographique de I’espéce étudié, de stress oxydant

et les antioxydants ainsi que I’inflammation et les anti-inflammatoires.

La deuxieme partie, expérimentale, répartie en deux chapitres dans ce mémoire, le

premier chapitre décrit le mateériel et les méthodes utilisées lors du travail expérimental.

e Préparation des extraits : méthanolique et aqueux de la gomme résine de Boswellia
sacra.

e Analyse phytochimique des deux extraits (teneur en polyphénols totaux et
flavonoides).

e Evaluation des proprietés antioxydantes in vitro des différents extraits a travers
différents tests complémentaires soit: la capacité antioxydant totale (TAC), I’activité
scavenger a 1’égard du radical libre DPPH, et le pouvoir réducteur (FRAP).

e Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro en utilisent les deux testes: la

protection contre 1’hémolyse, et I’inhibition de la dénaturation protéique.

La deuxiéme partie décrit les résultats obtenus ainsi que leur discussion. Ce travail se
termine par une conclusion générale, dans laquelle différentes perspectives de recherche sont

évoquees, en se basant sur les résultats obtenus.
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Chapitre 1 Matériel et méthodes

I.1. Matériel
1.1.1. Matériel végétal

1.1.1.1. Présentation de la gomme-résine

L’oliban a été acheté chez un herboriste au niveau de la ville de - El anasser, wilaya
de Bordj Bou Arreridj (Figure 01). Selon 1’étiquette indiquée sur I’emballage, cette gomme
a été importée d’Arabie Saoudite —Djeddah- des magasins Al-Wafa.
En réalité, I’oliban est obtenu par exsudation de I’arbre de Boswellia sacra par raclage
d’une portion de 1’écorce, de 15 a 20 cm de large. Chaque arbre donne environ 1 kg de
résine par an (Majeed et al., 1996).

Boswellia sacra est un arbre a encens appartenant a la famille des Burceraceae
(Dupont et Guignard, 2015), originaire du sud de la péninsule Arabique, ou il pousse dans
les zones arides et séches (Fluckiger, 1867).

Figure 01 : Gomme-résine de Boswellia sacra (Photographie originale).

1.1.1.2. Description de la gomme-résine utilisée
La gomme se présente sous la forme :
v" de substance pateuse de couleur jaune translucide et couverte d’une poussiére grise.
v' des agglomérats de forme arrondie ou irréguliére, cassants et parfumés, de taille variable :
jusqu’a 5 cm de long sur 2 cm d’épaisseur.
v' des exsudats qui ne cristallisent pas mais se brisent néanmoins en fragments conchoidaux.
v" De substance qui dégage une odeur caractéristique

v/ Un godt aromatique et agréable.
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1.1.1.3. Classification botanique

La classification botanique de Boswellia sacra est indiqué dans le tableau suivant
(Tableau 1) :

Tableau | : Systématique de Boswellia sacra selon Frohne et Jensen (1998).

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Sapindales
Famille Burseraceae
Genre Boswellia
Espéce Boswellia sacra

1.2. Méthodes

1.2.1. Préparation de la poudre
La préparation de la poudre du Boswellia sacra comprend differentes étapes en

commengant par I’achat de ce résine jusqu’a I’obtention de la poudre seche (Figure 02).

v' Séchage
L’oliban est lavée avec de 1’ecau courante pour éliminer les impuretés moisies et
¢éviter d’éventuelles contaminations. Ensuite, séchée sous un coton hydrophile a une

température ambiante dans un endroit aéré et a ’ombre pendant 24 heures.

v" Broyage
Apres séchage, les échantillons secs obtenus ont été broyés a I’aide d’un broyeur

électrique jusqu’a ’obtention d’une poudre tres fine.

v/ Tamisage
La poudre obtenue a été tamisée a I’aide d’un tamis afin de récupérer une poudre tres

fine et d’optimiser 1’extraction.

v" Conservation
La poudre résultante est conservée a I’abri de ’aire et de la lumiére dans un flacon

en verre hermétiquement fermés jusqu’ a son utilisation.
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1.2.2. Préparation des extraits
Dans notre travail deux types d’extraits ont été préparés (Figure 02) : extrait

meéthanolique et extrait aqueux.
= Extrait méthanolique

La macération consiste a laisser reposer la ou les plantes dans un liquide, de I’eau, de
’alcool, de I’huile ou méme du vinaigre, afin d’en extraire les principes actifs. Une masse de
30 g de résine broyé est soumis a une extraction par macération dans 100 ml de méthanol sous
agitation magnétique pendant 24 heures et a ’abri de la lumiére, a une température ambiante
(Markham, 1982).

Aprés agitation le mélange a été filtré a ’aide d’un papier filtre, puis le filtrat
récupéré a été placé dans un rota-vapeur de type BUCHI pendant 20 a 30 min a une

température de 40°C a fin d’éliminer le solvant utilisé.

L’extrait obtenu a été séché dans I’étuve a 30°C pendant 24 heures, puis conservé

dans une boite de pétrie en verre étiqueté a 4C° jusqu’a son utilisation (Yaye et al., 2001).

= Extrait AQueux

L’extrait aqueux est préparé selon la méthode décrite par Sharma et al. 2011 avec
quelques modifications. Une masse de 30 g de gomme-résine broyée est agitée avec 250 ml
d’éther de pétrole pendant 2 heures a 60°C et a I’abri de la lumiére. Le mélange est ensuite
filtré une premiere fois a ’aide d’un entonnoir et d’une compresse de gaze et une deuxieme
fois a I’aide d’un papier filtre. Le marc est déposé sous la hotte pendant 24h durant lesquels
le solvant s’évapore. L’extraction par I’éther de pétrole a pour but d’éliminer les graisses
ainsi que les substances lipophiles (dégraissage).

Le résidu obtenu est broyé pour une deuxiéme fois a I’aide d’un mortier puis tamisé

et qui est sert directement a la préparation de I’extrait aqueux.
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[ Préparation de la poudre ]
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Figure 02 : Protocole globale de préparation de I’extrait méthanolique et aqueux.
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1.2.3. Calcul du rendement

Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de I’extrait
obtenu et la masse de la matiere premiere végétale aprées séchage. Ce rendement est exprimé

en pourcentage et calculé par la formule suivante :

R (%) = (Mext/ Méch) x 100

Ou:
R : le rendement en (%).
Mext : la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en (g).

Meéch : la masse seche de I’échantillon végétal en (g).

1.2.4. Analyse phytochimique
1.2.4.1. Dosage des composés phénoliques totaux

Les polyphénols sont trés largement représentés dans le regne végeétal et donc dans
notre alimentation. Leur structure comporte un ou plusieurs groupes phénoliques (e.g. un

groupement OH greffé sur un noyau aromatique).

Leur étude a eté croissante ces dernieres décennies en raison de leurs bienfaits sur la
santé, notamment grace a leur pouvoir antioxydant mais aussi dans la prévention ou le
traitement de nombreuses pathologies comme les cancers, les maladies cardiovasculaires ou
dégenératives (Orgogozo et al., 1997 ; Chen et al., 2004). lls sont également utilisés en
agroalimentaire, en cosmétique ou dans I’industrie pharmaceutique comme additifs (Velu et

al., 2008 ; Kosinova et al., 2011).

Le contenu en phénols totaux des extraits est déterminé en utilisant le protocole

décrit par Singleton et Rossi (1965), avec quelques modifications.

10



Chapitre 1 Matériel et méthodes

e Principe

La réaction est basée sur la réduction de l'acide phosphotungstique du réactif de Folin-
Ciocalteu de couleur jaune vers un complexe de couleur bleu, dans une solution alcaline en
présence des composés phénoliques. Le réactif est constitué d'un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMO12040). 1l est réduit
lors de I'oxydation des phénols en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne.
La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les
extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

e Mode opératoire

Brievement, un volume de 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 pl
d'échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, apres
4 min, 800 ul d'une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) est additionné au milieu
réactionnel. Aprés 2 h dincubation a température ambiante (Photo 01 - Annexe),
I'absorbance est mesurée a 765 nm. Toutes les opérations sont réalisees en duplicata. Le
témoin est préparé en mélangeant 200 ul de solvant d’extraction avec 1ml du réactif de Folin-

Ciocalteu et 800 pl de solution de carbonate de sodium.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I'équation de régression
de la gamme d'étalonnage établie avec l'acide gallique (0-120 pg/ml) et est exprimée en ug

d'équivalent d'acide gallique par milligramme d'extrait (ug EAG/mg EX).

1.2.4.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de plantes possédant une structure

similaire avec deux cycles aromatiques liés par trois atomes de carbone (Figure 03).

Ils se présentent la plupart du temps sous forme d’hétérosides (Thomas, 2016). Les
flavonoides sont trés largement étudiés en raison de leurs multiples propriétés biologiques
(Nijveldt et al., 2001) exploitées dans I’industrie. Le premier effet attribué a ces molécules a

été le caractére veinotonique en renforcant la résistance des capillaires (Jean et al., 2009).

11
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O
C

Figure 03 : Structure chimique de base des flavonoides (Thomas, 2016).

L'estimation de la teneur en flavonoides contenus dans les extraits de la gomme-résine

de Boswellia sacra est realisée par la méthode citée par Jain et al. (2011).
e Principe

Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et
aluminium). Le métal (AL) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la

molécule phénolique agissant comme donneur d'électrons (Ribéreau Gayon et al., 1972).

e Mode opératoire

Un volume de 1 ml d'extrait a différentes concentrations est ajouté a 1 ml de solution
méthanolique de chlorure d'aluminium (AICI3) a 2%. On laisse incuber le mélange pendant
une heure a une température ambiante (Photo 02 - Annexe). Les absorbances sont lues a
430 nm au spectrophotométre UV-visible double faisceau (UV-1800shimadzu). Les tests

sont réalisés en duplicata.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de la gomme-résine de
Boswellia sacra sont calculées en se référant a la droite d'étalonnage obtenue en utilisant la
quercétine comme standard, les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de

quercétine par milligramme d’extrait sec (ug EQ/mg EX).

1.2.5. Activité antioxydante in-vitro

L’activité antioxydante des différents extraits de Boswellia sacra est évaluée en
utilisant plusieurs tests complémentaires soit 1’activité scavenger a I’égard du radical DPPHe,
le pouvoir réducteur, et la capacité antioxydante totale. Ces tests visent a testé les différents
mécanismes par lesquels les composants contenant dans la gomme exercent leurs activités

antioxydantes.

12
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1.2.5.1. Capacité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale (TAC) des extraits de la gomme-résine de Boswellia
sacra est évaluée par la méthode du phosphomolybdene décrite par Prieto et al. (1999) avec

une légere modification.
e Principe

Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (V1) présent sous la forme
d’ions molybdate MoO4% en molybdéne Mo (V) MoO?* en présence de I’extrait pour former
un complexe vert de phosphate de Mo (V) a pH acide (Benhammou, 2012).

e Mode opératoire

Une aliquote de 0.3 ml de chaque extrait ou étalon a été mélangée a 3 ml du mélange
réactionnel (acide sulfurique 0.6 M, phosphate de sodium dibasique 28 mM et molybdate
d'ammonium 4 mM). Ensuite, les mélanges ont été incubés a 95°C pendant 90 min. Apres
refroidissement 1’absorbance est mesurée a 695 nm. Une droite d’étalonnage est réalisée en
parall¢le dans les mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide gallique et le BHT comme
contrble positif. L'activité antioxydante a été exprimée en milligramme d'équivalent acide

gallique par gramme d'extrait (mg EAG /g de EX).
1.2.5.2. Piégeage du radical DPPH

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (a,o-diphenyl-Bpicrylhydrazyle)
fut I’'un des premiers radicaux libres et il s’agit la méthode la plus largement utilisée pour
évaluer l'activité antioxydante. Il possede un électron non apparie sur un atome du pont
d’azote (Popovici et al., 2009). Ce test vise a mesurer la capacité des extraits (méthanolique

et aqueux) a piéger le radical relativement stable (DPPH).
° Principe

La réduction du radical libre DPPH’ (2,2’-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un
antioxydant peut étre suivie par spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de
I’absorbance (Abs) a 517 nanométre (nm) provoquée par les antioxydants (Molyneux et
Songklanakarin, 2004). En présence des piégeurs des radicaux libres, le DPPH provoque
un changement de couleur de la solution initiale du violet foncé au jaune suite a la réduction
du DPPH en DPPH-H (diphényl-picrylhydrazine) (Figure 04).

13
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VIOLET JAUNE

Figure 04 : Réduction du radical DPPH.

L’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a la concentration des

antioxydants présents dans le milieu (Adida et al., 2016).

Cette méthode permet de mesurer le pouvoir piégeur et de calculer la concentration

inhibitrice médiane 1C50 des substances antioxydantes.

° Mode opératoire

La capacité de piégeage des extraits de Boswellia sacra pour réduire le radical libre
stable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) a été évaluée selon la méthode décrite par
Righi et al. (2020).

a) Realisation du test

Dans des tubes secs, on a introduit 1.5 ml de la solution de I'extrait a tester de chaque
concentration deéja préparée, on ajoute 0.5 ml de solution au DPPH (0.1 mM). Apres
agitation, les tubes sont placés a I’obscurité, a une température ambiante pendant 30
minutes. La lecture de I’absorbance est faite par un spectrophotométre a 517 nm (Photo 03 -
Annexe). Le test est réalisé en triplicata. L’acide ascorbique a été utilisé comme standard.

Un contr6le est préparé en mélangeant 1.5 ml de méthanol avec 0.5 ml d’une solution
méthanolique de DPPH. Un blanc pour chaque extrait est préparé en mélangeant 0.5 ml de

méthanol avec 1.5 ml de solution d’extrait.
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. Expression des résultats
° Calcul de pourcentage d'inhibition
Le pourcentage d'inhibition (%) du radical libre DPPH a été calculé avec la
formule suivante (Leitao et al., 2002) :

P1 % = [(AO — A)/ AQ] x 100

Pl : Pourcentage d’inhibition exprimé en %.
A0 : Absorbance de la solution du DPPH sans échantillon (contr6le négatif).
A : Absorbance de la solution du DPPH en présence de 1’échantillon.

e  Calcul de concentration inhibitrice (1Cxso)

L’ICxo est la concentration de 1’acide ascorbique ou de ’extrait qui peut réduire
50% du DPPH. I’'ICsg est calculé a partir des courbes de la variation du pourcentage
d’inhibition (I1%) en fonction de la concentration de chaque extrait. Cette valeur est
comparée a celle trouvée pour le composé de référence.

Une faible valeur d’ICso indique une forte capacité de I'extrait a agir comme
piégeur du DPPH.

1.2.5.3. Pouvoir réducteur du fer ferrique

Le pouvoir réducteur des extraits de gomme de Boswellia est déterminé selon le

protocole d’Oyaizu (1986) avec quelques modifications.
e Principe

L’analyse du pouvoir réducteur, d’un antioxydant, est basée sur la réduction du
complexe fer ferrique (Fe3*), en fer ferreux (Fe?*), en présence des antioxydants réducteurs
(Bijoy et al., 2008). La liaison de ce dernier au ligand crée une couleur bleu marine trés
intense (Bentabet et al., 2014).

FeCl3
K3Fe (CN)6 (Fe**) + Composé phénolique (OH) — s Composé phénolique-(Fe**)

Complexe Bleu
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e Mode opératoire

Un volume de 2.5 ml de solution de chaque extrait a différente concentration est
mélangé avec 2.5 ml de solution tampon phosphate (0.2 M ; pH = 6.6) et 2.5 ml de solution
de ferricyanate de potassium a 1% (KsFe (CN) ) préparé dans I'eau distillée. Le mélange est
incubé a 50°C pendant 20 min, puis les tubes a essais sont retirés. Un volume de 2.5 ml
d'acide trichloroacétique a 10% (TCA) est ajouté pour stopper la réaction. Aprés 10 min, 1
ml du mélange est combinée avec 1 ml d’eau distillée et 0.5 ml d’une solution aqueuse de
FeClz a 0.1%. La mesure de l'absorbance est effectuée a 700 nm (Photo 04 - Annexe).

Un blanc est préparé en remplacant I'extrait par le solvant. L'acide gallique est utilisé

comme controle positif dans les mémes conditions.

e Expression des résultats

Pour explorer les résultats obtenus, on a tracé la courbe des absorbances obtenues en
fonction des différentes concentrations utilisées. L’augmentation de 1’absorbance correspond
a une augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées.

Les données sont exprimees sous forme de valeurs d’ECso qui est une estimation
statistique de la concentration d’une substance dans le milieu ambiant nécessaire pour
produire un effet particulier dans 50% d’une trés grande population dans des conditions
spécifiées (Karl et al., 2010).
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1.2.6. Evaluation in-vitro de I’activité anti-inflammatoire
1.2.6.1. Inhibition de la dénaturation protéique (Albumine De Sérum Bovine)
e Principe

La dénaturation affecte presque toutes les propriétés physico-chimiques des molécules ;
elle varie considérablement avec les divers agents physiques et chimiques qui I'entraine et
aussi selon le caractére et la concentration des solutions protéiniques (Mizushima et
Kobayashi, 1968). Cette dénaturation est souvent associée a une inflammation ; par
conséquent, l'inhibition de la dénaturation des protéines a été largement utilisée comme
modele de dépistage in- vitro pour I’évaluation de l'activité anti-inflammatoire (Chaiyana et
al., 2016).

e Mode opératoire

L’effet inhibiteur in-vitro des extraits de la gomme de Boswellia sacra a été déterminee

en utilisant la méthode décrite par (Habibur et al., 2012) avec certaines modifications.

> Réalisation du test

On prépare des solutions de 0.5 ml qui consistent en 0.45 ml de solution de BSA a
2% et 0.05 ml des différentes concentrations croissantes (50ug/ml, 100 pg/ml, 150ug/ml) de
I’extrait aqueux et de standard le diclofénac, qu’est un médicament anti-inflammatoire. Les
échantillons ont été incubés a 37C° dans le bain marie pendant 20 min, puis a 57 C° pendant
30 min. Apres refroidissement des échantillons ; 2.5 ml du tampon phosphate (pH =6.3) a

été ajouté a chaque tube. Le contrdle est préparé sans extrait (Figure 05).

La turbidité de la solution d’albumine est suivie par la lecture de 1’absorbance a 660 nm.
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450 pl BSA + 50 pl extrait ou
standard

- J
2

Incubation 20 min a 37°C

Incubation 30 min a 57°C

+ 2,5 ml tampon phosphate
(pH=6,3)

Lecture d’absorbance a
660 nm

Figure 05 : Protocole d’inhibition de la dénaturation de ’albumine (Habibur et al., 2012).

e Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivante :

pourcentage d'inhibition % = (Abs C — Abs T |/ Abs C) x 100

Ou:

Abs C : Absorbance de controle.

Abs T : Absorbance de test.
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1.2.6.2. Evaluation de la protection contre ’hémolyse (stabilisation membranaire)

e Principe

Si les globules rouges (GR) sont exposés a des substances nuisibles telles que le milieu
hypotonique, la rupture de leurs membranes se produira ; provoquant ainsi la libération de

I'némoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant.

L’effet hémolytique de la suspension hypotonique est lié a I’accumulation excessive du

liquide dans la cellule (Habibur et al., 2015; Labu et al., 2015).

L'hémolyse est détectée visuellement en montrant une teinte rose a rouge dans le sérum
ou le plasma. Dans notre étude, la stabilisation de la membrane des globules rouges est
effectuée par I’inhibition de ’hypotonicité (Habibur et al., 2015 ; Shobana et Vidhya,
2016). La lecture de la densité optique des surnageant recupéres est réalisee par un
spectrophotometre visible.

e Mode opératoire

La méthode suivie pour 1’étude de l'activité protectrice de I’extrait aqueux de la gomme

de Boswellia sacra sur la membrane des érythrocytes est celle de Labu et al. (2015).

a) Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang a été prélevé d’un volontaire sain qui n’a pas pris d’anti-inflammatoire
pendant 15 jours avant le prélévement. L’obtention des globules rouges du sang total a été

effectuée comme suit :

Tout d’abord le sang est centrifugé pendant 10 min a 3000 rpm. Puis, un lavage des
érythrocytes a été réalisé trois fois avec une solution iso-saline [(154 mM NaCl) préparée
dans du tampon phosphate a 10 mM (pH 7,4)]. Ensuite, une reconstitution des globules
rouges sous forme d’une suspension a 10% a été faite toujours dans la solution iso-saline.
En fin, la solution obtenue est conservée a 4°C et utilisée au maximum dans les six heures

suivant sa préparation.

b) Réalisation du test

L'échantillon d'essai contient 0.5 ml de la suspension d'érythrocytes avec 5 ml de la
solution hypotonique (50 mM NaCl) et 0.5 ml des différentes concentrations d’extrait
(50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml).
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Les mélanges ont été centrifugés pendant 10 min & 3000 rpm, puis incubés pendant

10 min a 37°C. L’absorbance de ’hémoglobine libéré dans le surnageant a été mesurée a

540 nm (Figure 06). Le diclofénac a été utilisé comme standard a différentes concentrations

de (50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml).

0,5 ml de globules

rouges

5 ml de solution

hypotonique

0,5 ml d’Extrait ou

du standard

Centrifugation & 3000 rpm
pendant 10 min
Incubation a 37 °C

pendant 10 min
Gture a540 nm

Figure 06 : Protocole de stabilisation membranaire (Labu et al., 2015).

e Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est calculé par la formule suivante:

Pourcentage d'inhibition % = (Abs C — Abs T | Abs C) x 100

Ou:

Abs C : Absorbance de controle.

Abs T : Absorbance de test.
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| .2.7. Analyse statistique des résultats

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. Les graphes sont mis en forme par
EXCEL. L’étude statistique est réalisée a 1’aide d’un logiciel statistique (GraphPad Prism 5). Des
comparaisons statistiques ont été effectuées avec le test Student t ou les tests ANOVA. Les

différences sont considérées comme : Significatives lorsque (* p < 0,05).
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Chapitre I7 Résultats et discussion

I1. Résultats et discussion

I1.1. Rendement d’extraction

L’extraction des composés bioactifs de la gomme-résine de Boswellia sacra par
macération dans le méthanol a permis de récupérer un extrait brut de couleur jaune avec un

aspect pateux et un rendement de 51.46%.

Au vu de ce résultat, le rendement de I’extrait méthanolique obtenu dans le présent travail
est supérieur a celui trouvé par Alyahya et al. (2021) avec un rendement d’extraction de
15.23%. Cependant, il est inférieur a celui trouvé par Aksamija, (2012) et Al-Harrasi et al.
(2013), qui ont rapporté un rendement de 71.01% et 70% respectivement par une extraction
méthanolique a l'aide d'un appareil de Soxhlet.

Ces variations de rendement d’extraction reposent sur plusieurs parametres ; la nature et
la concentration de solvant, la temperature, la méthode et le temps d'extraction et Ila

composition de 1’échantillon (Santos et al., 2012).
I1.2. Résultats de I’analyse phytochimique quantitative

11.2.1. Teneur en polyphénols totaux

L’analyse quantitative des phénols totaux est déterminée a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimé en g d'équivalent d'acide gallique par

milligramme d'extrait (y = 0,007x + 0,027) (Annexe).

D’apres nos résultats, les teneurs en polyphénols des extraits testés sont d’ordre de
23.678 £ 9.82 ng EAG/mg d’Ex et 3.928 + 0.201 pg EAG/mg d’Ex respectivement pour

I’extrait méthanolique et aqueux (Figure 07).
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Figure 07 : Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits de la gomme-résine.

ns : différence Non significative
L’analyse statistique n’a montré aucune différence significative de la teneur en

polyphénols entre ’extrait méthanolique et aqueux.

Comparativement a d’autres travaux, nos résultats sont en accord avec ceux trouvé par
Beghelli et al. (2017) qui ont rapporté une teneur d’ordre de 7.68 + 0.9 mg EAG/g Ex en
polyphénols totaux pour ’espéce Boswellia serrata.. Sathis Kumar et al. (2014) ont trouvé
aussi une  teneur d’ordre de 1.099 + 0.31 mg EAG/g Ex en polyphénols pour I’espece

Boswellia Ovalifoliolata qui était trés proche pour I’extrait aqueux

De plus, une étude réalisée par Mohammadi et al. (2017) a montré une teneur de
112.13 + 1.05 mg EAG/100g Ex en polyphénols totaux de I’extrait aqueux de la gomme-

résine de Boswellia serrata, qui était similaire avec nos résultats..

De plus, Sathis Kumar et al. (2014) ont indiqué une teneur d’ordre de 0.243 + 0.24 mg

EAG/g Ex en polyphénols pour I’espéce Boswellia Ovalifoliolata.

Beghelli et al. (2017) ont trouvé une valeur d’ordre de 0.11 + 0.05 mg EAG/g Ex en

polyphénols pour I’espece Boswellia serrata.
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Ces différences constatés des teneurs en composés phénoliques d’une espéce a une
autre et a l’intérieur de la méme espéce pourrait étre du au changement des facteurs
extrinseques (température, climat...), génétiques (la wvariété et Dorigine d’espéces),
physiologiques (le degré de maturation des plantes, les organes utilisés) et de la durée de
stockage (Ksouri et al., 2009).

11.2.2. Teneur en flavonoides totaux

Les résultats de la teneur en flavonoides contenue dans les extraits de la gomme-résine
de Boswellia sacra sont exprimés en microgramme equivalent de quercétine par milligramme
de lextrait (ug EQ/mg Ex) en se référant a une courbe d’¢talonnage (y = 0,029x + 0,048)
(annexe) (Figure 08).

25— I 1

20+

154

10+

Tenneur en flavonoids pg EQ /mg d'extrait

Figure 08 : Teneur en flavonoides totaux des déférents extraits de la gomme-résine de

Boswellia sacra.

* . difference significative.

L’analyse statistique a montré une déférence significative de la teneur en flavonoides
entre I’extrait méthanolique et aqueux (*p < 0,05).

D’aprés nos résultats, la teneur en flavonoides des extraits est varie en fonction du
solvant d’extraction dont I’extrait méthanolique a montré la teneur la plus élevée d’ordre de
19.793 + 5.144 pg EQ/mg EX suivi de I’extrait aqueux avec une teneur d’ordre de 2.180 *
0,133 pug EQ/mg Ex.
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Comparativement, avec d’autres travaux effectués sur ’espece de Boswellia dalzielii,
notre résultat de la teneur en flavonoides d’extrait méthanolique est inférieur avec celle
trouvé par Kohoude et al. (2017) qui ont indiqué une teneur d’ordre de 37.19 + 0.42 g
EQ/Kg Ex. Mais elle est supérieure en comparaison avec celle trouvé par Sathis Kumar et
al. (2014) qui ont rapporté une teneur d’ordre de 0.524 + 0.159 mg ER/g Ex pour I’espéce de
Boswellia Ovalifoliolata.

Par contre, notre résultat de la teneur en flavonoides d’extrait aqueux est inférieur a
celui obtenue par Sathis Kumar et al. (2014) qui ont trouvé une teneur moyenne de 0.047 +
0.005 mg ER/g Ex de I’espéce Boswellia Ovalifoliolata.

Considérant I’ensemble des informations recueillies et analysées avec comparaison a la
littérature (pour les différentes espéces), on peut expliquer cette différence de la teneur en
composes phénoliques par le métabolisme, les conditions environnementales et la répartition
géographique qui peuvent modifier les constituants de la plante et ses métabolites. D’apreés El
abed et al. (2014), la composition phénolique des tissus végétaux variait considerablement

selon les facteurs saisonniers, génétiques et agronomicues.

Selon Sultana et al. (2009) les composes phénoliques peuvent varier avec la procédure

d'extraction et le choix du solvant utilisé.
I1.3. Résultats de I’activité antioxydante in-vitro
11.3.1.Capacité antioxydante totale (TAC)

La capacité antioxydante totale des extraits étudiés est estimée a partir de I’équation de
la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (y = 1,6x + 0,002) (annexe).

A partir des résultats obtenus, I’extrait méthanolique de la gomme-résine de Boswellia
sacra a montré une activité antioxydante totale de 0.066 * 0.0042 mg EAG/mg Ex,
cependant I’extrait aqueux a révélé une activité antioxydante qui est égale a 0.0037 + 0.0002
mg EAG/mg EXx.

Par ailleurs, nos extraits ont monté une activité antioxydante totale tres faible par
rapport au BHT avec une valeur de 214.16 + 8.02 mg EAG/g Ex (Tableau II).
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Tableau II : Capacité antioxydante totale des différents extraits.

Extraits TAC
Extrait méthanolique 0.066 £+ 0.0042 mg EAG /mg Ex
Extrait aqueux 0.0037 £ 0.0002 mg EAG /mg Ex
BHT 214.16 + 8.02 mg EAG/g Ex

Selon les résultats de Mohammadi et al., 2017 1’exttrait méthanolique de la gomme-
résine de Boswellia serrata a montré une activité antioxydante totale inférieur a notre résultat
(359.71 £ 0.61 pg EAG/mg EX).

11.3.2. Piégeage du radial libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Cette methode est utile compte tenu de sa grande reproductibilité, de la facilité de prise
de mesures a la température ambiante sans risque de dégradation thermique, de son efficacité,

de son co(t relativement avantageux et de sa rapidité (Akar et al., 2017).

L’ensemble des résultats de I’activité antioxydante des différents extraits ainsi que le

standard utilisé est exprimée en ICso (Tableau III).

Tableau III : Valeurs d’ICso de I’activité anti-radicalaire des extraits et de ’acide ascorbique.

Extraits 1Cso
Extrait méthanolique 44.843 + 10.302 mg/ ml
Extrait agqueux 4.1825 + 0.869 mg/ ml
Acide ascorbique 0.438 £ 0.222 pg/ mi

Nos résultats ont révélé une meilleure activité anti-radicalaire de 1’extrait aqueux avec
ICso d’ordre de 4.1825 £ 0.869 mg/ ml en comparaison avec celle de I’extrait méthanolique

avec ICso d’ordre de 44.843 £ 10.302 mg/ ml.

D’autre part, ’antioxydant de référence (Acide ascorbique) a montré une activité anti-
radicalaire trés puissante avec 1Cso d’ordre de 0.438 £ 0.222 pg/ ml qui était importante par

rapport a nos extraits.
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L’effet scavenger du radical DPPH de I’extrait méthanolique est meilleur & celui rapporté
par Awaley et al. (2020) pour I’espéce Boswellia serrata. Il est aussi meilleur que celui
rapporté par Zerrouki (2017) et Védeékoi et al. (2019) pour I’espece Boswellia dalzielii et
Boswellia sp avec des ICsod’ordre de 84.51 + 6.97 mg/ml et 1,73 + 0.031 g/l et 178.12 mg/ml

respectivement.

Mais d’un autre coté, nos résultats sont élevés par rapport a ceux retrouvés par Afsar et
al. (2012) ; Singh et al. (2012) ; Beghelli et al. (2017) ; Mohammadi et al., 2017 pour
I’espece Boswellia serrata et par Vedekoi et Selestin, 2020 pour I’espéce Boswellia dalzielii
qui ont rapportés des valeurs d’ICsq d’ordre de 54.06 pg/ml; 91.97 pg/ml; 340.2 pg/ml ;
515.46 pg/ml et 34.65 pg/ml respectivement pour I’extrait méthanolique.

De plus, I’extrait aqueux a monte un bon effet scavenger du radical DPPH en
comparaison avec celui mentionné par Awaley et al. (2020) pour I’espéce Boswellia
serrata qui ont rapporté une valeur d’ICso de 78.76 mg/ml.

Selon Singh et al. (2012), le potentiel antioxydant de piégeage des radicaux libres de
Boswellia sacra est directement lié aux composés phénoliques totaux et a la présence de

flavonoides.

En effet, plusieurs facteurs peuvent influencer le potentiel antioxydant et la cinétique de
la réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPH,
type de solvants, pH) et le profil phénolique en particulier. Le mécanisme principal d’action
des composés phénoliques (®-OH) est le piégeage des radicaux libres par le transfert de
I’atome H sur le DPPH qui lui transforme a une molécule stable DPPH (Popovici et al.,
2010).

11.3.3. Pouvoir réducteur du fer ferrique

L’activité réductrice du fer est déterminée a partir d’ECso (concentration efficace), qui est

un paramétre trés utilisé pour mesurer 1’activité antioxydante des plantes médicinales.

Les valeurs d’ECso sont obtenues a partir de la courbe de régression linéaire (annexe)
entre la concentration de l'extrait et I’absorbance correspondante. Les résultats sont illustrés

dans le (Tableau IV).
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Tableau IV : Valeurs d’ECso des extraits de la gomme-résine de Boswellia sacra et de 1’acide

gallique.
Extraits ECso
Extrait méthanolique 10.725 + 0.289 mg/ ml
Extrait aqueux 39.035 + 4.292 mg/ ml
Acide gallique 107 + 4.242 pg/ ml

Nous avons constaté que les absorbances des extraits testé augmentent

proportionnellement avec les concentrations utilisées (Annexe).

L’extrait méthanolique a révélé une activité réductrice plus importante avec une valeur
d’ECso d’ordre de 10,725 + 0,289 mg/ml en comparaison avec celle d’extrait aqueux avec une
valeur d’ECso de 39,035 £ 4,292 mg/ml. Cependant I’acide gallique a montré une puissante

activité réductrice avec une valeur d’ECso d’ordre de 107 + 4,242 pg/ml.

Cette différence en activite des extraits peut étre expliquée par les différences de polarités
des composés bioactifs de chaque extrait qui peut influencer leurs solubilités et leurs pouvoirs

réducteurs (Jayaprakasha et Patiol, 2007).

En outre, le pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique dans la présente étude est plus
fort en comparaison avec celui trouvé par Vedékoi et al. (2019) pour I’espéce Boswellia

dalzielii qui ont indiqué une valeur d’ECso d’ordre de 147.85 mg/ml.

D’ ailleurs, le pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique est moins important par rapport
a celui trouvé par Singh et al., 2012 ; Beghelli et al., 2017 pour I’espéce Boswellia serrata
et par Vedekoi et Selestin, 2020 pour ’espéce Boswellia dalzielii avec ECso de 0.4875
mg/ml ; 66.89 pug/ml et 18.37 pg/ml, respectivement.

Le pouvoir réducteur de I’extrait aqueux de la gomme-résine de Bosewillia sacra est plus
faible par rapport a celui trouvé par Sharma et al.(2011) ; Singh et al. (2012) ; Mohammadi
et al. (2017), qui ont enregistré des valeurs d’ECso de 0.148 + 0.01 pg/ml; 0.2862 + 0.33
mg/ml et 232.55 + 0.66 pg/ml respectivement. Mais, il est trés important par rapport a celui
rapporté par Ayub et al. (2018) pour I’espéce Boswellia serrata avec ECso de 91.66 + 1.05

mg/ml.
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Le pouvoir réducteur de I'extrait végétal est probablement dd a sa richesse en polyphénols
mais aussi a la structure de la plante, qui peut étre utilisée comme donneur d'électrons
(Vedekoi et Selestin, 2020).

Tous les extraits ont exercé une capacité réductrice, avec un pouvoir plus important avec
les extraits méthanolique. Cela démontre leur propriété de donation d’électrons et par
conséquent leur capacité de neutraliser les radicaux libres. Cette capacité pourrait étre due a la
présence de flavonoides qui sont des principaux donneurs d’électrons (Le et al., 2007). Cela
pourrait indiquer qu’il existe de corrélation entre leur contenu en polyphénols et leur activité

réductrice.
11.4. Résultats de I’activité anti-inflammatoire in-vitro

11.4.1. Effet sur la dénaturation protéique

Pour évaluer I’effet anti-inflammatoire in-vitro de I’extrait aqueux de la gomme-résine de
Boswellia sacra, nous avons opté pour le modele anti-dénaturation de 1’ Albumine de Sérum
Bovine (BSA).

En effet ; sous ’action d’un traitement thermique, 1’albumine peut subir des changements
de conformation associés a un mauvais repliement de la structure 3D provoquant le processus
d’agrégation (Rondeau, 2009). La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction
biologique lorsqu'elles sont dénaturées (Leelaprakash et Mohan Dass, 2011; Bui Thanh et
al., 2016).

L’effet protecteur des extraits contre la dénaturation de I’albumine sérique bovine a été

évalué a différentes concentrations et les résultats sont représentés dans la Figure 09.
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Figure 09 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de I’albumine de I’extrait aqueux de

la gomme-résine de Boswellia sacra et de standard (diclofénac) in-vitro.

ns : différence Non significative

Les résultats révelent que I’extrait et le diclofénac testés ont protége la BSA contre la
dénaturation induite par la chaleur (57C°). Les pourcentages de cette protection ont été

augmentés avec des concentrations croissantes et de maniére dépendante de celles-ci.

Les résultats obtenus ont montré que 1’extrait aqueux posséde un effet inhibiteur vis-a-
vis la dénaturation de la BSA. Cette inhibition est statistiquement similaire a celle de l'anti-

inflammatoire de référence (Diclofénac).

Pour la concentration la plus élevé de 150 pg/ml, le diclofénac a exprimé un pourcentage
d'inhibition de 82.724 + 0.469 % qui était la méme obtenue par I’extrait aqueux avec un
pourcentage de 82.059 + 0.469 %. Ces observations ont été confirmées en comparant les
valeurs d’1Cso (Tableau V).
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Tableau V : Valeurs d’ICso du standard et de I’extrait aqueux de la gomme-résine de

Boswellia sacra.

Extraits 1Cs0 (ng/mil)
Extrait aqueux 88.82 £ 11.426
Diclofénac 89.125 + 4.080

Le diclofénac utilisé comme standard (Annexe) a révélé une valeur d’ICso d’ordre de
89.125 + 4.080 pg/ ml ; donc on constate que son effet est similaire a celui de I’extrait testé
qui a donné une valeur d’ICsod’ordre de 88.82 + 11.426 pg/ ml.

Mishra et al. (2011) et Shelke et al. (2020) ont rapporté que l'extrait aqueux de
Boswellia serrata a un effet anti-inflammatoire puissant contre la dénaturation de lI'aloumine
sérique bovine avec des pourcentages d'inhibition de 58.22 % et 98.95 %. Cette decouverte
justifie l'utilité de ce produit dans la gestion et le traitement des maladies associées a
I'inflammation comme l'arthrite.

La dénaturation des protéines est 1’'une des causes bien connues de I’inflammation, dans
lequel les protéines perdent leur structure tertiaire et leur structure secondaire par application
de stress ou de composé externe, comme un acide ou une base forte, un sel inorganique
concentré, un solvant organique ou une chaleur, il conduit a divers maladies inflammatoires
dont l’arthrite. Par conséquent, la capacité d’une substance a inhiber la dénaturation des
protéines signifie un potentiel apparent d’activité anti-inflammatoire (Habibur et al ., 2015;
Osman et al ., 2016).

11.4.2. Stabilisation membranaire (hémolyse hypotonique)
L’activité anti-hémolytique de I’extrait aqueux de la gomme-résine de Boswellia sacra

étudiée a été criblée contre des érythrocytes humains normaux.

En recherche biologique, il y a plusieurs avantages a choisir les érythrocytes comme
modele pour étudier le mécanisme de la stabilisation membranaire. D’abord la surface de
leurs membranes peut étre exactement estimée et aussi elles sont exempt d’organelles

intracellulaire ; donc tout effet d’une substance sur I’hémolyse hypotonique pourrait d’une
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maniere justifiable étre interprété comme effet sur la membrane elle-méme (Seeman et
Weinstein, 1966). L’extrait testé a assuré aux globules rouges humains une protection contre
I’hémolyse hypotonique qui augmente en fonction des concentrations utilisées. Les

pourcentages d’inhibition obtenus sont présentés dans la (Figure 10).
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Figure 10 : Pourcentage d’inhibition de I’hémolyse hypotonique de I’extrait aqueux de la

gomme-résine de Boswellia sacra et de standard (diclofénac) in-vitro.
ns : différence Non significative.

Pour une concentration de 150 pg/ml, D’extrait aqueux et le standard (diclofénac)
analysée ont assuré aux globules rouges la plus grande protection contre I’hémolyse

hypotonique avec des pourcentages d’inhibition de 88 % ; 90 % respectivement.

L’activité anti-hémolytique de I’extrait aqueux étudié¢ ainsi que le standard utilisé

(Diclofénac) est exprimée en ICso (Tableau VI).
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Tableau VI : Valeurs d’ICso du standard et de I’extrait aqueux de la gomme-résine de

Boswellia sacra.

Extraits I1Cs0 (pg/ml)
Extrait aqueux 91.504 + 1.412
Diclofénac 86.8005 + 0.939

Statistiguement, il n’existe aucune différence significative entre 1’extrait testé et le
diclofénac. Ce dernier a présenté une 1Cso correspondant a 86.8005 + 0.939 (ug/ml) par

rapport a celle de I’extrait aqueux qui a indiqué une ICsg égale a 91.504 + 1.412 (ug/ml).

Par conséquent, il en ressort que I’extrait aqueux posséde une activité anti-

hémolytique importante comparée au diclofénac.

Le pourcentage d’inhibition retrouvé dans la présente étude est similaire a celui
retrouvé par Afsar et al. (2012) pour I’extrait méthanolique de I’espece de Boswellia serrata,

avec un pourcentage d’inhibition de 85%.

L'effet anti-inflammatoire de notre extrait peut étre di a la présence de flavonoides et
de saponines. Les flavonoides et les stéroides montrent une activité anti-inflammatoire
remarquable en inhibant les systémes COX et LOX (Robet et al., 2001 ; Tapas et al., 2008).
La corrélation entre la présence de flavonoides et leur stabilisation membranaire a également

été observée par Sankari et al. (2009).

De plus, Al-Harrasi et al. (2019) ont été décrits que certains composeés hotamment les
acides boswelliques sont les principaux composés anti-inflammatoires présents dans la résine

de gomme de Boswellia sacra.
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Conclusion

Le royaume des plantes est plein d’espéces et de types des plantes qui ont été utilisé
depuis I’antiquité pour guérir les personnes par différentes civilisations a travers I’histoire.

De nos jours, 1'utilisation des résines végétales en phytothérapie a recu un grand intérét
dans la recherche biomédicale.

L'objectif principal de la présente recherche a consisté a une étude phytochimique et
I’évaluation in-vitro de I’activité antioxydante et anti-inflammatoire de différents extraits de la
gomme-résine de Boswellia sacra.

Le travail réalisé sur la gomme-résine en vue d’explorer ces propriétés thérapeutiques
et biologiques nous a menés a la conclusion des résultats suivants :

La procédure d’extraction par le méthanol a permis d’obtenir un résidu brut sous forme
de gomme de couleur jaune, avec un rendement de 51,46%.

L'analyse phytochimique des extraits a révélé que les teneurs des substances bioactives ;
polyphénols, flavonoides sont importantes dans I’extrait méthanolique par rapport a I’extrait
aqueux.

L’étude de I’activité antioxydante des extraits par la méthode de piégeage du radical
libre DPPH, la capacité antioxydante totale (TAC) et le pouvoir réducteur de fer (FRAP) a
révélé que les deux extraits ont une activité antioxydante différentes, cependant I’extrait
méthanolique est le plus actif.

Concernant activité anti-inflammatoire in-vitro, les extraits testés ont révélé une
inhibition efficace de I’inflammation comparable a celle d’un anti-inflammatoire non
stéroidien, le diclofénac avec une inhibition importante pour la concertation de 150 pg/ml
avec une réduction importante de I’hémolyse.

Nous concluons que la gomme-résine de Boswellia sacra est riche en des composés
bioactifs, ce qui en fait I'une des sources médicinales les plus importantes pour traiter une
variété des troubles, utilisée comme un anti-inflammatoire et antioxydante.

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro ne constitue qu’une petite partie de
la recherche des substances et sources naturelles biologiquement actives, nous envisageons
comme perspective d’utiliser des méthodes modernes pour 1’extraction des principes actifs, et
de valoriser leur présence par des techniques précises comme la GC-MS et ’'HPLC afin de
bien établir une relation structure-activité. Il s’avére aussi intéressant d’étudier ces activites in

vivo et d’évaluer autres activités biologiques (antimicrobienne et antidiabétique.....).
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Annexe 01 : Préparation de la poudre et des extraits.

(1) ) ®) (4)
Figure 01 : Etapes de préparation de la poudre de la gomme-résine de Boswellia sacra :
(1) echantillonnage, (2) séchage, (3) broyage, (4) tamisage.

1- 30 gde 2-Mélanger 3- Agitation 4- Filtration
Boswellia méthanol + Bos

5- Evaporation 6- Séchage 7- L' extrait
dans I"étuve méthanolique

Figure 02 : Etapes de préparation de I’extrait méthanolique.
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2-Le marc aprés

1-Mélanger éther P 3-Le marc apres
+ Boswillia filtration sur filtration sur papier
compresse filtre
— “
)

[ S-tamisage ]

Figure 03 : Etapes de préparation de 1’extrait aqueux.

[ 4-brovage ]

[ 6-Extrait aqueux ]

Annexe 02 : Courbes d’étalonnages

+ Dosage des polyphénols

09 y =0,007x + 0,027
08 R*= 0,996
0,7
0,6
0,5
0,4
03
0,2
0,1

absorbance a 765 nm

0 20 40 60 80 100 120 140

concentration Acgallique pg/ml

Figure 01 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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+ Dosage des flavonoides
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

+ Capacité antioxydante total

0,25
y=1,6x + 0,002
R%2=0,994
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.



+ Piégeage du radical DPPH

absorbance a 517 nm
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Figure 04 : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique.

+ Pouvoir réducteur du fer ferrique

Annexes

absorbance a 700 nm
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Figure 05 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.



+ Inhibition de la dénaturation protéique
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pourcentage d'inhibition %
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Figure 06 : Courbe d’étalonnage de Diclofenac.

+ Evaluation de la protection contre ’hémolyse
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Figure 07 : Courbe d’étalonnage de Diclofénac.
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Annexe 03 : Tests réalisés

<+ Dosage des polyphénols

llﬂ..u e 1

i e |

Photo 01 : Dosage des polyphénols (Photographie originale).

<+ Dosage des flavonoides

Photo 02 : Dosage des flavonoides (Photographie originale).
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+ Piégeage du radical DPPH

Photo 03 : Piégeage du radical DPPH (Photographie originale).

= Pouvoir réducteur du fer ferrique

Photo 04: Test FRAP (Photographie originale).
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Résumé

La gomme-résine de Boswellia sacra, connue sous le nom vernaculaire «Luban dhakar», largement
utilisée en médecine traditionnelle pour traitement de diverses maladies. La présente étude vise a I'estimation de
la teneur en polyphénols et en flavonoides et 1’évaluation de ’activité antioxydante et anti-inflammatoire des
différents extraits de cette gomme-résine. Les extraits ont été obtenus par macération dans le méthanol et 1’eau.
L’étude phytochimique des deux extraits a montré la richesse de cette gomme particulierement en polyphénols
avec une teneur de 23.678+13.889 ug EAG/mg d’Ex et 3.928 + 0.201 pg EAG/mg d’Ex respectivement pour
I’extrait méthanolique et aqueux. Les flavonoides ont montré une teneur de 19.793 + 5.144 ug EQ/mg et 2.180
+ 0,133 pg EQ/mg d’Ex respectivement pour 1’extrait méthanolique et aqueux. L’activité antioxydante est
évaluée par différents tests (la capacité antioxydante totale TAC, le Piégeage du radical DPPH et le pouvoir
reducteur de fer FRAP). La gomme-résine a révélé une modere activité antioxydante avec une capacité
antioxydante totale d’ordre de 0.066+0.0042 mg EAG/mg et 0.0037+0.0002 mg EAG/mg d’Ex. L’ICsy de
piégeage de DPPH est estimé a 44.843+10.302 mg/ml, 4.1825+0.869 mg/ml. L’activité réductrice de fer (ECso)
est d’ordre de 10.725+0.289 mg/ml, 39.035+4.292 mg/ml respectivement pour 1’extrait méthanolique et aqueux.
L'effet anti-inflammatoire in-vitro de I’extrait aqueux de la gomme-résine a montré une forte inhibition de
dénaturation d’albumine avec une bonne protection contre 1’hémolyse hypotonique des érythrocytes. En
conclusion, la gomme-résine de Boswellia sacra pourrait étre une source potentielle des composés bioactifs
ayant un potentiel antioxydant et anti-inflammatoire.

Mots clés : Gomme-résine de Boswellia sacra, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, DPPH, FRAP, TAC,
activité anti-inflammatoire.

Abstract

Gume-resin of Boswellia sacra known by vernacular name “Luban dhakar”, widely used in traditional
medicine for treatment of different diseases. The present study aims to estimation of the content of polyphenols
and flavonoids and the evaluation of the antioxidant and anti-inflammatory activities of the various extracts
prepared from the gum-resin of Boswellia sacra. The extracts were obtained by maceration in two polar solvents:
methanol and water. Phytochemical analysis of extracts showed the richness of this species in secondary
metabolites and particularly in polyphenols 23.678+13.889 ug EAG/mg Ex for the methanolic extract and 3.928
+ 0.201 pg EAG/mg Ex for the aqueous extract. Flavonoids showed in a content of 19.793 + 5.144 pg EQ/mg
Ex, 2.180 + 0.133 pg EQ/mg Ex for the methanolic and aqueous extract, respectively. The antioxidant activity is
evaluated by various tests (the total antioxidant capacity TAC, the scavenging of the DPPH radical and the iron-
reducing power FRAP). The gum-resin of Boswellia sacra revealed a significant antioxidant activity with a total
antioxidant capacity with 0.066+0.0042 mg EAG/mg Ex, 0.0037+0.0002mg EAG/mg Ex and the ICso of DPPH
trapping is estimated at 44.843+10.302 mg/ml, 4.1825+0.869 mg/ml. A reducing activity (ECso) is 10.725+0.289
mg/ml, 39.035+4.292 mg/ml respectively, for the methanolic and aqueous extract. The results obtained after the
evaluation of the in-vitro anti-inflammatory effect of the aqueous extract of gum-resin of Boswellia sacra, show
that the aqueous extract inhibits the denaturation of BSA and protects against hypotonic hemolysis. In
conclusion, Boswellia sacra could be a potential source of bioactive compounds with antioxidant and anti-
inflammatory potential.

Key words: Gum-resin of Boswellia sacra, polyphenols, flavonoids, activity antioxidant, DPPH, FRAP, TAC, anti-
inflammatory activity.
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	L’effet inhibiteur in-vitro des extraits de la gomme de Boswellia sacra a été déterminée en utilisant la méthode décrite par (Habibur et al., 2012) avec certaines modifications.
	 Réalisation du test
	On prépare des solutions de 0.5 ml qui consistent en 0.45 ml de solution de BSA à 2% et 0.05 ml des différentes concentrations croissantes (50µg/ml, 100 µg/ml, 150µg/ml) de l’extrait aqueux et de standard le diclofénac, qu’est un médicament anti-infla...
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	I.2.6.2. Evaluation de la protection contre l’hémolyse (stabilisation membranaire)
	 Principe (6)
	Si les globules rouges (GR) sont exposés à des substances nuisibles telles que le milieu hypotonique, la rupture de leurs membranes se produira ; provoquant ainsi la libération de l'hémoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant.
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	 Mode opératoire (6)
	La méthode suivie pour l’étude de l'activité protectrice de l’extrait aqueux de la gomme de  Boswellia sacra sur la membrane des érythrocytes est celle de Labu et al. (2015).
	a) Préparation de la suspension érythrocytaire
	Le sang a été prélevé d’un volontaire sain qui n’a pas pris d’anti-inflammatoire pendant 15 jours avant le prélèvement. L’obtention des globules rouges du sang total a été effectuée comme suit :
	Tout d’abord le sang est centrifugé  pendant 10 min à 3000 rpm. Puis, un lavage des érythrocytes a été réalisé trois fois avec une solution iso-saline [(154 mM NaCl) préparée dans du tampon phosphate à 10 mM (pH 7,4)]. Ensuite, une reconstitution des ...
	b) Réalisation du test
	L'échantillon d'essai contient 0.5 ml de la suspension d'érythrocytes avec 5 ml de la solution  hypotonique  (50 mM  NaCl)  et  0.5  ml  des  différentes   concentrations  d’extrait
	(50 µg/ml, 100 µg/ml, 150 µg/ml).
	Les mélanges ont été centrifugés pendant 10 min à 3000 rpm, puis incubés pendant 10 min à 37 C. L’absorbance de l’hémoglobine libéré dans le surnageant a été mesurée à 540 nm (Figure 06). Le diclofénac a été utilisé comme standard à différentes concen...
	Le pourcentage d’inhibition de l’hémolyse est calculé par la formule suivante:
	P𝑜𝑢𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒 𝑑′𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 % = (𝐴𝑏𝑠 𝐶 − 𝐴𝑏𝑠 𝑇 / 𝐴𝑏𝑠 𝐶) × 100
	I .2.7. Analyse statistique des résultats
	Chapitre II
	Résultats et discussion

	Conclusion

