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Introduction

Au cours des années, I'nomme a pu compter sur la nature pour ses besoins de base tels
que la nourriture, le logement, les vétements et également pour ses besoins médicaux. Les
plantes ont un pouvoir thérapeutique extraordinaire, leur utilisation pour le traitement de
plusieurs maladies chez les étres vivants et particulierement I'nomme est trés ancienne et qui

s'appuie sur I'experience (Khasmi et Farh, 2022).

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), pres de 80% de populations
dépendent de la médecine traditionnelle. La plupart des plantes sont utilisées de maniere
empirique et sans validation scientifique de leur efficacité et de leur sécurité (Moutinho et
al., 2013).

L'avenement de la chimie moderne a permis a I'étude des plantes médicinales d'identifier
les mécanismes d'action qui déterminent leurs propriétés thérapeutiques résultant d'un usage
traditionnel, et a également ouvert la voie a l'utilisation de produits d'extraction ou de
synthese qui ont montré une activité plus significative et reproductible, et les plantes
médicinales peuvent présenter de grandes différences de puissance a la fois qualitativement

et quantitativement (Jorite, 2015).

Géographiquement, I'Algérie offre une extraordinaire diversité écologique et
floristique avec environ 3 000 espéces. Beaucoup d'entre eux sont  endémiques et

peu étudiés d'un point de vue phytochimique et pharmacologique (Daira et al., 2016).

Pistacia lentiscus L. ou Drou, couramment appelé arbre mastic ou lentisque
(Belhachat, 2019), appartenant au genre Pistacia de la famille des Anacardiacées (Barra et
al., 2007). En medecine traditionnelle, il est utilisé pour traiter des nombreuses affections
telles que les maladies gastro-intestinales, I'eczéma et les maux de gorge en raison de ses
puissantes propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes. La partie
aérienne aide a lutter contre I'hypertension artérielle et posseéde des propriétés diurétiques.
Elle s'est révélée efficace dans le traitement des gales et des rhumatismes (Sehaki et al.,
2023).

Ces propriétés bénéfiques pour la santé sont également attribuées a sa forte teneur
en substances naturelles telles que les polyphénols, les huiles essentielles et les terpenes
(Azib et al., 2019). Les métabolites secondaires ne sont pas essentiels a la vie, mais ils
influencent favorablement la relation (défense/reproduction/communication/prédation)
entretenue entre lI'organisme producteur et lI'environnement. La richesse de ces relations

conduit a I'extréme diversité et complexité de ces composés, dans la mesure ou ils sont issus
1
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de métabolites primaires. Une autre caractéristique importante est qu'ils ont non seulement
une distribution vivante limitée, mais aussi des organes et des tissus tres spécifiques de

certaines espéces (Le Pogam et al., 2015).

Les métabolites secondaires peuvent étre divisé en plusieurs groupes : y compris les
composés phénoliques, les terpenes et les stéroides, et les composés azotés, dont les
alcaloides. Chacune de ces classes contient une trés large gamme de composés avec une trés
large gamme d’activités biologiques, dont les activité antioxydantes, anti-inflammatoires,

antibactérienne (Rodriguez-Pérez et al., 2013 ; Le Pogam et al., 2015).

Les antioxydants sont un groupe hétérogene constitué de systémes antioxydants
endogenes, enzymatiques ou non, des vitamines, d'oligo-éléments ou de polyphénols. Les
antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére barriere a la détoxification
des pro oxydants (Noichri, 2016), dont la superoxyde dismutase, la catalase, et la glutathion
peroxydase (Ighodaro et Akinloye, 2018). Les antioxydants non enzymatiques sont
généralement obtenus a partir d'aliments. Ceux-ci comprennent les caroténoides, les oligo-
éléments (cuivre, zinc, sélénium, magnésium et manganese), les polyphénols et les vitamines
A, C et E (Goudable et Favier, 1997).

Le stress oxydatif se définit par une situation ou il existe un déséquilibre entre la
production d'especes réactives (oxygene et azote) et leurs mécanismes de défense et de
détoxification (Poprac et al., 2017), qui ciblent de nombreux composants cellulaires
(protéines, lipides, acides nucléiques) a I'origine de désordres moléculaires (Soulaidopoulos
et al., 2022).

Un radical libre est une espéce chimique, une molécule, un fragment de molécule ou
un simple atome capable d'étre indépendant en contenant un ou plusieurs électrons non
appariés (électron non apparié dans une orbitale). Cela lui confére une grande réactivité et
donc une demi-vie tres courte. En effet, ce radical libre cherche toujours a remplir son orbite
en captant un électron pour devenir plus stable : il est donc réduit en oxydant un autre

composé (Goudable et Favier, 1997).

L'inflammation est un mécanisme de défense physiologique qui découle de l'attaque
de I'organisme pour isoler et réparer les lésions tissulaires. 1l exerce un effet protecteur en
participant au processus de défense innée de lI'organisme, se manifestant cliniquement par
quatre signes principaux, la rougeur, la chaleur, la douleur et I'eedéme (Ben khedir et al.,

2016). L'inflammation peut étre bactérienne, virale, parasitaire, néoplasique, traumatique
2
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(blessure, chirurgie), physique (bralures, radiations), nécrose tissulaire (infarctus),

immunitaire (maladie auto-immune, rejet de greffe) (Engler, 1996).

Leur traitement repose généralement sur l'action d'anti-inflammatoires, de
médicaments non stéroidiens (AINS) et de corticoides (John et al., 2021). Les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont connus pour leurs propriétés analgéesiques,
anti-inflammatoires et antipyrétiques et expliquent leur large utilisation dans le traitement
symptomatique (Blain et al., 2000). Les effets des AINS s'expliquent presque tous par
I'inhibition de la synthése des prostaglandines (Pillon, 2014).

Les glucocorticoides, substances dérivées du cholestérol qui agissent a différents
stades de I'inflammation, avec une efficacité variable selon le composé, sont la raison la
plus courante de leur prescription. Ils inhibent la production de médiateurs inflammatoires
et altérent leur fonction, ils agissent principalement au stade cellulaire, notamment les

macrophages (Muster, 2005).

La prise d'anti-inflammatoires est souvent associée a des risques gastro-intestinaux
(ulcere gastro-duodeénal, perforation), des risques rénaux (ex. insuffisance rénale aigué), et
parfois des complications cardiaques (Soubrier et al., 2013). Trouver de nouvelles
molécules médicales sans risque d'effets secondaires est crucial pour traiter les sujets. C'est
pourquoi les scientifiques s'intéressent de plus en plus a la recherche de nouvelles

molécules a activité anti-inflammatoire dans les plantes médicinales (John et al., 2021).

Les agents pathogenes présents dans les aliments sont responsables de nombreuses
maladies mortelles (Burt, 2004). Ces dernieres années, I'industrie alimentaire a developpé
un fort intérét pour les extraits naturels de plantes comme alternative aux additifs artificiels.
D'une part, ils préservent les aliments et réduisent la détérioration, dautre part, ils

préviennent et contrdlent la croissance des micro-organismes (Belhachat, 2019).

Les bactéries sont des organismes unicellulaires microscopiques qui peuvent provoquer
des maladies en fabriquant des substances nocives (les toxines), en envahissant les tissus
vivants. Elles sont divisées en deux groupes : les bactéries Gram-positives (violettes) et les
bactéries Gram-négatives (roses). Cette différence de réponse a la coloration de Gram est
due a des différences dans la composition de la paroi bactérienne. Les bactéries Gram-
négatives permettent le passage de la solution alcoolique, tandis que les bactéries Gram-
positives représentent une véritable barriére a travers laquelle la solution alcoolique ne peut

pas passer (Schleifer, 2009).
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Les antibiotiques sont des substances antibactériennes produites par des micro-
organismes (champignons et bactéries) ou par synthese chimique qui peuvent inhiber la
reproduction ou la destruction des micro-organismes (Ben abdallah et al.,, 2019).
Néanmoins, au cours des dernieres années, il a été démontré que I'efficacité des antibiotiques
a considérablement diminué. Les bactéries deviennent de plus en plus résistantes aux
antibiotiques, incitant les scientifiques a rechercher dans le monde végétal des molécules

naturelles efficaces et sans effets indésirables (Vaou et al., 2021).

Le présent travail s’intéresse essentiellement a 1’é¢tude des propriétés physico-
chimiques et phytochimique et I’évaluation de I’activité antioxydante, anti-inflammatoire et
antibactérienne de I’extrait éthanolique des feuilles de la plante Pistacia lentiscus récoltée

dans trois régions de la wilaya de Bordj Bou Arrerid;.

Cette etude est subdivisée en deux parties essentielles, la premiére partie présente
une introduction qui est consacrée a une étude bibliographique de Pistacia lentiscus, de

stress oxydant, de I’inflammation et des infections bactériennes.

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

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

e Etude physico-chimique des feuilles de la plante (teneur en eau ; humidité ; cendre).

e Préparation de I’extrait éthanolique des feuilles de la plante.

e Analyse phytochimique des extraits (teneur en polyphénols totaux, flavonoides,
pigments chlorophylliens, caroténoides).

e Evaluation des propriétés antioxydantes in vitro a travers le test de piégeage du
radical DPPH, le test de pouvoir réducteur du fer ferrique et la capacité antioxydante
totale.

e Evaluation des propriétés anti-inflammatoire in vitro a travers le test d’inhibition de
la dénaturation de I'ovalbumine.

e Evaluation des propriétés antibactérienne in vitro a travers la méthode des puits de
diffusion sur gélose.

Le deuxiéme chapitre expose 1’ensemble des résultats obtenus et leur discussion. Et enfin,

nous finirons par une conclusion et perspectives.
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1 Matériel
1.1 Matériel végétale
Le matériel végétal utiliseé dans cette étude expérimentale est les feuilles de la plante

Pistacia lentiscus L. (figure 1), récoltée dans trois régions de la Wilaya de Bordj Bou Arreridj.

R

Figure 1. Photographie de Pistacia lentiscus L.
1.1.1 Description botanique de la plante
Pistacia lentiscus L. couramment appelé arbre mastic ou lentisque (Belhachat, 2019),
appartenant au genre Pistacia de la famille des Anacardiacées (Barra et al., 2007). Il s'agit d'un
arbuste thermophile ramifié vivace, de 1 a 5 m de hauteur, jusqu'a 2 métres de largeur (Sehaki
et al., 2023). Ses feuilles sont pennées et persistantes de couleur vert fonce, forte odeur de
résine, fleurs aromatiques, unisexuelles. Fruits en forme de baies globulaires rouges au début

et noirs en automne lorsqu'ils atteignent la maturité (figure 2) (Chaabani, 2019).

: 4

Feuilles

Figure 2. Fruits et feuilles de Pistacia lentiscus (Mechqoq et al., 2022).
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La classification botanique de Pistacia lentiscus a été faite par Quezel et santa. (1963) :

Régne Végetal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espéce Pistacia lentiscus L.

1.1.2 Répartition géographique

Pistacia lentiscus est tres répandu au sein des écosystémes méditerranéens extrémes
(Azib et al., 2019). Il est également présent en Europe, en Asie et en Afrique. Cette espece est
adaptée & un climat méditerranéen semi-aride et aux sols désertiques et salés (Chaabani, 2019).

En Algérie, on trouve du mastic dans le tell et dans les régions boisées (Boukeloua, 2009).

1.1.3 Localisation géographique et caractéristiques climatiques des zones de recolte
La plante a été récolté la fin janvier 2023 dans les régions (Mansourah, Teniet Ennasr,
Ksour) de la Wilaya de Bordj Bou Arreridj (figure 3).

Teniet Ennasr -

Figure 3. Localisation géographique des régions de récolte.
Mansourah : (Latitude, 31° 97" 96" N ; longitude, 03° 74" 59" E ; altitude, 698 m), est
située dans la partie ouest de la Wilaya de Bordj Bou Arreridj (Algérie) a environ 30 km du
chef-lieu de Wilaya, couvre une aire géographique d'environ 836 km?. Le relief de la région se

présente sous deux aspects : une région montagneuse, le massif forestier de la zone des Bibans,
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et une région de hautes plaines. Le climat est continental semi-aride avec des hivers rigoureux
et des étés secs et chauds. Cependant, il existe des contrastes pluviométriques liés a l'altitude
entre les différentes régions de la zone (Bendif et al., 2018).

Ksour : (Latitude : 35° 59’ 28" N, Longitude : 4° 35’ 52" E, altitude, 943 m) est située
dans la Wilaya de Bordj Bou Arreridj (Algérie) a environ 17.4 km du chef-lieu de Wilaya, le
climat méditerranéen avec été chaud (site web 1).

Teniet Ennasr : (Latitude : 36° 13’ 53" N, Longitude : 4° 36’ 04" E. Altitude 1250 m) est
située a environ 30 km du chef-lieu de Wilaya Bordj Bou Arreridj. Le climat de cette région est
semi-aride avec un hiver froid et un été chaud et se connait comme un lieu forestier caracterisé

par I'abondance d'arbres et de plantes herbacées (Boussahel, 2016).

1.2 Souches bactériennes testées

Escherichia coli : est une espece a Gram négatif (Tenaillon et al., 2010), membre de la
famille bactérienne des entérobactéries, est I'habitant commensal le plus répandu du tractus
gastro-intestinal des humains et des animaux a sang chaud, ainsi que l'un des agents pathogenes
les plus importants (Kaper et al., 2004).

Staphylococcus aureus : est une espéce a Gram positif dans la famille des Micrococcaceae,
de forme des grappes irrégulieres ressemblant a des raisins. 1l est non mobile, non sporulant.
L'habitat naturel de Staphylococcus aureus chez I'hnomme est la peau et le nasopharynx. 1l peut
provoquer une grande varieté d'infections touchant la peau et les tissus mous, les sites
endovasculaires et les organes internes. Il a continué d'étre un agent pathogene important dans
la communauteé et dans les hépitaux, entrainant une morbidité et une mortalité élevées (Foster,
2002).

2  Méthodes

2.1 Préparation de la poudre végétale

Apres récolte, les feuilles de la plante ont été nettoyés, pesés et séchés pendant 21 jours a
I'abri de la lumiére et de I'humidité. Les échantillons secs obtenus ont été broyé a ’aide d’un
broyeur électrique de type Crraft 240V jusqu’a 1’obtention d’une poudre trés fine. La poudre
est conservee dans des flacons en verre, fermés hermétiquement, a 1’abri de la lumiére et
I’humidité jusqu'a leur utilisation.
2.2 Analyse physico-chimique de la plante
2.2.1 Détermination du taux d’humidité
2.2.1.1 Teneur en eau

Un test de teneur en eau vous permet de déterminer la quantité d'eau présente dans les

plantes fraiches. La teneur en eau des plantes a été déterminée comme suit :
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Une quantité préecise de feuilles fraiches de lentisque est pesée et séchée a 1’air libre dans
une température ambiante pendant environ 21 jours avant de peser a nouveau la méme portion
pour déterminer la perte de poids (Boyer, 1971).

La teneur en eau est calculée par la formule suivante :

TE% = [(a —P) /a] x 100.

Ou : TE% : taux d’eau exprimé en pourcentage.
a : poids (g) de I’échantillon "plante fraiche".
B : poids (g) de I’échantillon "plante séche".

2.2.1.2 Taux d’humidité

La détermination de la matiere seche du produit consiste en principe en I'élimination de
toute l'eau sans entrainer de substances volatiles présentes a l'origine ou formées par
dégradation des composés labiles au cours du processus de séchage (Fatianoff et Gouet,
1969) .

L'humidité de la poudre a été déterminée par la méthode de séchage a I'étuve. Environ un
gramme de la poudre est mis dans un creuset préalablement taré et placé dans une étuve type
Memmert & 105°C pendant 24h. Apreés refroidissement dans un dessiccateur contenant un
déshydratant, le creuset est pesé (O’Kelly, 2004). L’humidité est calculée par la formule

suivante :

H%= (M-M'/M) x100.

Ou : M : masse de I’échantillon avant le séchage.
M" : masse de 1’échantillon apres le séchage = masse (creuset + échantillon) — masse du

creuset vide.

2.2.2 Taux de cendre
La teneur en minéraux des substances alimentaires est traditionnellement le résidu de la

substance aprés calcination de la substance seche (Djedaia, 2017).

Le taux de cendre est déterminé selon EKissi et al. (2020) apres minéralisation par voie
seche. Dans un creuset en porcelaine, préalablement taré, on introduit 1 g de poudre végétale
dans un four a moufle de type memmert a une température de 550C° pendant 4 heures jusqu'a
I'obtention des cendres blanches (toute la matiere organique brdle et on ne récupére que la partie
inorganique de I’échantillon), on laisse refroidir dans un dessiccateur et on pese. Le taux de

cendres est calculé selon I'équation suivante :

TC= (M-M'/M) x100.
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Ou: M : masse finale (creuset + cendres totales).
M’ : masse de I’échantillon apres le séchage = masse (creuset + échantillon) — masse

du creuset vide.

2.3 Analyse phytochimique quantitative

2.3.1 Préparation des extraits bruts

La macération est une technique employée dans la recherche sur les plantes medicinales,
elle consiste a laisser tremper la matiere végétale avec un solvant dans un récipient bouché a
température ambiante pendant un certain temps tout en agitant fréquemment. Ce traitement
permet de ramollir et de briser les parois cellulaires de la plante afin de libérer les molécules
cibles. Le mélange est ensuite filtré ou pressé. Cette technique d’extraction est la plus simple
qui existe (Dall'Armellina, 2021).

Une quantité de poudre (5g) est mis en contact avec 75 ml de solvant d'extraction (70 %
d'éthanol). Le mélange est agité a I’aide d’un agitateur magnétique pendant 1h 30min. Aprés
agitation, le mélange est filtré sur du papier filtre (Whatman N°4). Le filtrat est récupére et le
filtré subit une deuxiéme macération dans les mémes conditions. Les deux filtrats sont mélangés
et le solvant est éliminé a pression réduite & 37°C a I’aide d’un évaporateur rotatif. Les extraits
ainsi obtenus sont séchés a 1’étuve portée a 40°C jusqu'a I’obtention d’un extrait sec qui sera

conservé au réfrigérateur pour servir aux différents tests (figure 4) (Falleh et al., 2008).

Le rendement d’extraction est exprimé en pourcentage et calculé suivant la formule :

R (%) = (Mext/ Méch) x100

Ou: R:lerendement en (%).
Mext : la masse de 1’extrait apres évaporation du solvant en (g).

Méch : la masse seche de I’échantillon végétal en (Q).
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[Matériel végetal (5g) + solvant hydro éthanolique(75ml)]
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Figure 4. Schéma de protocole d’extraction.
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2.3.2 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols sont une collection d'un vaste groupe de plus de 8000 molécules qui
appartiennent & environ 10 classes chimiques, qui ont toutes au moins un cycle aromatique a 6
carbones dans sa structure, qui possede elle-méme un nombre variable de groupes fonctionnels
hydroxyle (OH) (Hennebelle et al., 2004).

La teneur en polyphénol des extraits est déterminé en utilisant le protocole décrit par
Singleton et Rossi (1965) avec quelques modifications, en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu. Ce dernier est constitué d'un melange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit en un mélange d'oxydes bleus de
tungsténe et de molybdene lors de I'oxydation du phénol , le développement de la couleur avec
une absorption maximale entre 725 et 750 nm est proportionnel & la quantité de polyphénols

contenus dans l'extrait végeétal (Boizot et Charpentier, 2006).

Un volume de 1 ml de réactif de Folin (dilué 10 fois) est ajouté a 200 pl d'échantillon ou
d'étalon (préparé dans du méthanol) avec des dilutions convenables. Apres 4 minutes, 800 pl
de solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont ajoutés au milieu réactionnel. Apres 2

heures d'incubation a température ambiante, I'absorbance est mesurée a 760 nm.

Un contr6le est préparé en mélangeant 200 pl de méthanol avec 1 ml de réactif de Folin-

Ciocalteu et 800 ul de solution de carbonate de sodium.

La concentration de polyphénols totaux est calculée a partir de I'équation de régression de
la gamme d'étalonnage déterminée pour l'acide galliqgue (annexe 1) et exprimée en mg

d'équivalent d'acide gallique par g d'extrait sec (mg EAG/g ES).

2.3.3 Dosage de flavonoides

Les flavonoides sont des produits largement distribués dans le régne végétal et sont
consommeés quotidiennement sous forme de fruits, de légumes et de boissons. C’est dernier
constitue un groupe de plus de 6 000 composeés naturels. Ce sont des pigments responsables de
la coloration jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. Tous les flavonoides
proviennent de la chaine benzo-y-pyrone et peuvent étre classifiés selon la nature des différents
substituent présents sur les cycles de la molécule et le degré de saturation du squelette benzo-
v-pyrone (figure 5) (Ghedira, 2005).
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Figure 5. Structure de base des flavonoides (Ghedira, 2005).

L'estimation de la teneur en flavonoides contenus dans les extraits étudiés est réalisée en
suivant le protocole de Jain et al. (2011). Brievement, 1 ml d'extrait a différentes
concentrations est ajouté a 1 ml de solution méthanolique de chlorure d'aluminium (AICl3) a 2
% et incubé pendant une heure a température ambiante. L’absorbance est lue a 430 nm.

Pour le blanc, I'extrait est remplacé par le solvant d'extraction. Les concentrations des
flavonoides contenus dans les extraits de Pistacia lentiscus sont calculées en se reférant a la
courbe d'étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard (annexe 2), les résultats

sont exprimés en milligramme d'équivalent quercétine par gramme d'extrait sec (mg EQ/ g ES).

2.3.4 Dosage des pigments chlorophylliens
Le protocole de Nagata et Yamashita (1992) permet de déterminer les teneurs en f-

caroténe, lycopene et chlorophylles des extraits.

Briévement, 100 mg de chaque extrait sont ajoutés a 10 ml d’un mélange acétone-hexane
(4 :6 VIV) puis agités vigoureusement pendant 1 min, ensuite le tous sont filtré & travers un
papier Whatman N°4. L absorbance des filtrats est mesurée a différentes langueurs d’ondes :
453 nm, 505 nm, 645 nm et 663 nm. La teneur en pigments est calculée suivants les équations
indiquées ci-dessous et les résultats sont exprimés en mg de chlorophylle, caroténoides ou f3-

caroténe /mg de matiere séche.

Chlorophylle a (mg/100ml) = 0.999 A663 - 0.0989 A645
Chlorophylle b (mg/100ml) = -0.328 A663 + 1.77 A645
Lycopéne (mg/100ml) = -0.0458 A663 + 0.204 A645 + 0.372A505 - 0.0806 A453

p-Carotene (mg/100ml) = 0.216 A663 - 1.22 A645 - 0.304 A505 + 0.452 A453

12
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2.3.5 Extraction et dosage des caroténoides

Les caroténoides sont un groupe diversifié d'isoprénoides trouvés de maniere omniprésente
dans les plantes, les animaux, les algues, les champignons et les bactéries, il existe 1204
caroténoides proviennent de 722 organismes. En se concentrant sur les plantes, ils sont
synthétisés par huit unités isoprenes (C5) dans les plastides, formant un squelette polyéne rigide
a 40 carbones (structure typique des caroténoides) avec des doubles liaisons conjuguées
(Gbmez-Sagasti et al., 2023).

Pour extraire et doser les caroténoides dans les feuilles de lentisque, le protocole décrit par
Sass-Kiss et al. (2005) a été utilisé avec quelques modifications. Pour cela, 100 mg de la poudre
sont additionnés a 10 ml d'un mélange de solvant (hexane, acétone, éthanol) (2 :1 :1, VIV/IV).
Apres agitation pendant 15 min, le mélange est centrifugé a 4500 tours / min pendant 15 min.
La phase supérieure (hexadique) contenant les pigments, est récupéree et le culot subit une
deuxiéme extraction dans les mémes conditions. Les deux phases hexadiques sont mélangées.
L’absorbance du mélange est mesurée par spectrophotométre UV-VIS a 450nm. Les résultats
sont exprimés en milligramme équivalent 3-caroténe par gramme d’extrait sec (mg E B-C /g

ES) en se référant a la courbe d'étalonnage de la B-caroténe (annexe 3).

2.4  Evaluation de I’activité antioxydante in-vitro
2.4.1 Piégeage du radical DPPH

Le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH), un radical libre stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517 nm. Cette couleur disparait rapidement lorsque
le DPPH est réduit en diphényle picryl-hydrazine par un composé a propriété anti radicalaire,
entrainant ainsi une décoloration (figure 6), I’intensité de la coloration est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons

(Selim et al., 2022).0n peut résumer la réaction sous la forme de 1’équation :

DPPH+ (AH)n — DPPH-H + (A)n

y N-N —D
Cp on Y on
DPPH (Ox.) / \ DPPH (Red.)

Purple AOXH AOX . Yellow

AQOXH = Natural Antioxidants

Figure 6. Réaction du DPPH avec des antioxydants naturels (arce-amezquita et al., 2019).
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La capacité de piégeage des extraits en vue de réduire le radical libre stable 2,2-diphényl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) a été évaluée a l'aide de la méthode décrite par Burits et Bucar (2000)
avec quelques modifications. Une quantité de DPPH dissous dans 25 ml de méthanol absolu
afin d'obtenir une absorbance de (0.98 +0.02) a 517 nm. La préparation est conservée a 1’abri
de la lumiére jusqu'a utilisation. 100 ul de chaque extrait a différentes concentrations ont été
ajoutés a 2.5 ml de solution méthanolique de DPPH diluée. Aprés 30 min d'incubation dans
I'obscurité a température ambiante, 1’absorbance de la solution résultante a été mesurée a 517

nm (figure 7).

Un controle est effectué en remplacant I’extrait par du méthanol. On prépare un blanc pour
chaque extrait en mélangeant 2.5 ml de méthanol avec 100 pl de solution d’extrait. La

quercétine est utilisé en tant qu'étalon.

Figure 7. Réduction du radical DPPH.

Le pourcentage de 1’activité scavenger du radical DPPHe de chaque extrait est calculé

comme suit :

% de I’activité scavenger du radical DPPHe = [(Ac — (At — Ae)/Ac] x 100.

Ou: Ac: Absorbance du contrdle ; ¢’est ’absorbance du blanc contenant seulementle DPPH.
At : Absorbance du test ; c’est I’absorbance de la solution de DPPH contenant 1’extrait.

Ae : Absorbance de I’extrait ; c’est I’absorbance de la solution de I’extrait sans le DPPH.
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2.4.2 Pouvoir reducteur du fer ferrique

La méthode FRAP est basée sur la réduction des ions de fer (Fe**) en ion fer (Fe?") (figure

8).
SN A

FH‘{\\} + antioxidant _ ::lé i N-=N
— N IN L N

Q**Qé e

Figure 8. Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe tripyridy-s-

tri-azine ferrique Fe*>-TPTZ et un antioxydant (AH) (Hmid, 2013).
Le pouvoir réducteur des extraits est déterminé selon le protocole d’Oyaizu (1986) avec

quelques modifications. Un volume de 200ul de I’extrait a différentes concentrations est
mélangé avec 500ul d’une solution tampon phosphate 0.2 M (pH = 6.6) et 2.5 ml d’une solution
de KsFe(CN)s a 1 % Le tout est incubé a 50°C pendant 20 minutes, puis refroidi a la température
ambiante. Ensuite, 2.5 ml d’acide trichloracétique a 10 % sont ajoutés pour arréter la
réaction. Aprés centrifugation des tubes a 650 rpm pendant 10 minutes, 2.5 ml du surnageant
sont ajoutés a 2.5 ml d’eau distillée et 500ul d’une solution de (FeCls, 6H20) a 0.1 %. La lecture
des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm (figure 9). Le blanc a été préparé en
remplagant I’extrait par le solvant d’extraction. L’acide ascorbique est utilis¢é comme contrdles
positifs dans les mémes conditions expérimentales.

L’activité antioxydant liée au pouvoir réducteur des extraits est exprimée suivant :

PR= [(Aa —Ab) /Aa] x100.

ou: A : Absorbance de ’extrait.

Ay : Absorbance du blanc.

Figure 9. Réduction de fer ferrique (fe*) en fer ferreux (fe®*).
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2.4.3 Capacité antioxydant total
Le test PPM (Phosphomolybdate) représente une variante du test DPPH. Dans ce procéde,
I'nydrogéne et I'électron sont transférés du complexe réducteur (extrait-antioxydant) au

complexe oxydant.

La capacité antioxydante totale des extraits a été évaluée par le test du phosphomolybdéne
selon la procédure décrite par Prieto et al. (1999). 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 28 mM et molybdate d'ammonium 4 mM). Ensuite, les mélanges ont été incubés a 95°C
pendant 90 min et les absorbances ont été enregistré a 695 nm (figure 10).

L'activité antioxydante a été exprimée en milligramme d'équivalent acide gallique par

gramme d'extrait sec (mg EAG /g de ES).

Figure 10. Réduction de molybdate MoO4 en molybdéne MoO-".

2.5 Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro
2.5.1 Inhibition de la dénaturation de I’ovalbumine

L'inhibition de la dénaturation de I'ovalbumine a été déterminée en utilisant la méthode
décrite par Chandra et al. (2012) avec quelques modifications. Brievement, 1 ml de blanc
d'ceuf préparé dans du PBS (phosphate-buffered saline) a été ajouté a 1 ml de différentes
concentrations de filtrat végétal. Le mélange est laisse a température ambiante pendant 20
minutes puis chauffé a 70°C pendant 5 minutes. Le mélange résultant a été refroidi a
température ambiante et son absorbance a été lue a 660 nm.

La méme procédure a été répetée en utilisant de I'eau bidistillée et le Diclofénac comme
contrdle et standard respectivement. Le pourcentage d'inhibition (IP%) de la dénaturation des

protéines a été calculé comme suit :

N ABS de controle — ABS dréchantill
Pourcentage d'inhibition (IP%) = == 222 T % 100
ABS de controle
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ABS de contrdle : est I'absorbance sans matériel végétal.

ABS L'échantillon : est I'absorbance de la matiere végétale ou de I'étalon.
2.6 Evaluation de I’activité antibactérienne

2.6.1 Préparation de la suspension bactérienne

Chague souche est inoculée au préalable sur un milieu gélosé nutritif et cultivée pendant
18 a 24 heures pour préparer un inoculum. Ensuite, 4 - 5 colonies bactériennes, bien isolées,
sont mises en suspension dans de I'eau physiologique (0.9% de NaCl), puis cette suspension est
ajustée a la norme Mc Farland 0.5 a l'aide d'un spectrophotometre, ce qui correspond a une
lecture de densité optique a 625 nm allant de 0.08 & 0.1 correspondant & une suspension
contenant environ 107 - 10® bactéries / ml (CASFM, 2013).

2.6.2 Méthode des puits de diffusion sur gélose

L’activité antibactérienne des différents extraits étudiés a été réalisée suivant la méthode
des puits sur gélose, cette technique permet de déterminer la sensibilité des germes vis-a-vis
des extraits végétaux étudiés, en utilisant deux souches de référence a savoir Staphylococcus
aureus (ATCC 2856) et Escherichia coli (ATCC 25922).

Des puits de 6 mm de diametre ont été formés sur gélose nutritif préalablement ensemencée
avec des cultures jeunes de bactéries (10® UFC/ml), ces puits ont été ensuite remplis avec 20 ul
de chaque extrait a différentes concentrations (100, 50, 24, 12.5 mg/ml). Aprés une mise au
réfrigérateur a 4°C pendant 2 heures, les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures. Les

zones d’inhibition ont été mesurées (Nighat et al., 2016) .

D’aprés Ponce et ces collaborateurs (2003), la sensibilité des bactéries peut étre classée

par le diamétre des halos d'inhibition :

e Résistante (-) pour les diameétres moins de 8 mm.
e Sensible (+) pour des diamétres de 8 a 14 mm.
e Tres sensible (++) pour des diamétres de 15 a 19 mm.

e Extrémement sensible (+++) pour les diamétres plus de 20 mm.

2.7 Analyse statistique des résultats

Les résultats sont présentés en moyenne + SE (erreur standard). Les analyses statistiques
ont été réalisées par SPSS v19. Des comparaisons statistiques ont été effectuées avec le test T
de Student ou le test ANOVA. Les graphes sont mis en forme par EXCEL (version 2019).

Les valeurs de P < 0.05 sont consideré comme significatives.
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1 Analyse physico-chimique de la plante

1.1 Détermination du taux d’humidité
1.1.1 Teneur en eau

Immédiatement apres la récolte des plantes fraiches, certaines enzymes telles que les
hydrolases, les oxydases et les polymérases sont activées, provoguant des réactions qui affectent
les propriétés cosmétiques et sensorielles de la drogue, il est donc important de mesurer la
teneur en eau des plantes. Comme les ingrédients de départ varient, il en va de méme pour les
propriétés nutritionnelles et les effets thérapeutiques (Lehmann, 2014).

Les analyses montrent que les feuilles fraiches de Pistacia lentiscus de la région de Teniet
Ennasr présentent une teneur importante en eau 60.01 % puis la région de Mansourah 53.01 %

suivi par Ksour avec un teneur de 45 % (figure 11).
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Figure 11. Teneur en eau des feuilles fraiches de Pistacia lentiscus des trois régions.
Ces teneurs sont proches de celles rapportées par Bammou et al. (2015), Midani. (2018),

qui ont enregistré des teneurs de 63.33 % et 41 % respectivement.

1.1.2 Taux d’humidité
Lorsqu'un échantillon de plante est placé dans une étuve maintenue a 105°C pendant 24
heures, toute I'eau (H20) s'évapore et le résidu sec est appelé matiere seche (MS). La matiére

séche est constituée de matiéres organiques et inorganiques ou de minéraux (Djedaia, 2017).

D’aprés les résultats obtenus, le taux d’humidité des feuilles de lentisque est de 3.85 %
pour la région de Ksour 2.62 % pour Mansourah et 1.6 % pour Teniet Ennasr (tableau I).
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Tableau I. Taux d’humidité des feuilles seches de Pistacia lentiscus des trois régions.

Humidité Matiére seche
Ksour 3.85% 96.15%
Mansourah 2.62% 97.38%
Teniet Ennasr 1.6% 98.4%

Afin d'assurer une bonne conservation, le taux d'’humidité du matériel végétal doit étre
inférieur ou égal a 10 %. En fait, le séchage inhibe les enzymes existantes (polyphénol oxydase)

dans le matériel végétal frais (Belhachat, 2019).

1.2 Taux de cendre

L'analyse physico-chimique de la poudre de nos échantillons a montré une teneur en cendre
de 6.25 % dans les feuilles de Pistacia de la région de Teniet Ennasr, 6.81 % dans les feuilles
de la région de Mansourah et 5.87 % dans les feuilles de Ksour (figure 12).

Taux de cendre de Teniet Ennasr

Cendre
6.25%

-
e’

Taux de cendre de Ksour

Cendre
5.87%

-
e’

Taux de cendre de Mansourah

Cendre
6.81%

e’

Figure 12. Taux de cendre des feuilles de Pistacia lentiscus des trois régions.

Ces teneurs sont supérieurs de celles rapportées par Boukhari et al. (2023) qui ont trouvés
une teneur de 3.75% de cendre dans les feuilles récoltées de la région Ouled Sidi Brahim Bord]

Bou Arreridj.
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2  Analyse phytochimique quantitative
2.1 Rendement d’extraction

L’extraction par macération des feuilles broyées de Pistacia lentiscus de trois régions a
permis de récupérer des résidus bruts sous forme de poudre de couleur vert foncé et de tres forte
odeur aromatique.

Les résultats obtenus montrent que le rendement d’extraction varie d'une région a l'autre.
En effet, le rendement le plus élevé a été détecté pour I’extrait de Ksour (42.82 %) suivi par
I’extrait de Mansourah qui a une valeur trés proche a celui de Ksour (42.78 %) puis ’extrait de
Teniet Ennasr (33.55 %) (tableau I1).

Les résultats obtenus sont inférieurs a ceux de Gardeli et al. (2008) qui ont trouvé des
rendements de 1’ordre de 45.2 % a 61.1 %, en utilisant le méme solvant d’extraction sur la
méme espeéce.

Tableau 1. Rendement d’extraction de feuilles des trois régions.

Extraits Teniet Ennasr Mansourah Ksour

Rendements % 33.55 42.78 42.82

Il est important de souligner que la méthode utilisée, le choix du solvants, ainsi que les
conditions dans lesquelles I’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), 1’organe utilisé,
I'origine géographique, les conditions et la durée de stockage du matériel végétal affectent le
rendement d’extraction (Lee et al., 2003 ; Bruni et Sacchetti, 2009 ; Beddou, 2015).

2.2 Teneur en polyphénols totaux

Le tableau Il montre que ’extrait de la région Ksour possede la plus haute teneur en
polyphénols (754.6 £ 2.62 mg EAG/g ES), suivi par I’extrait de Mansourah (561.9 + 0.92 mg
EAG/g ES) et I’extrait de Teniet Ennasr (415.22 + 1.14 mg EAG/g ES).

La richesse de la plante étudiée en polyphénols a été également confirmée par Gardeli et
al. (2008) qui ont trouvé des teneurs allant de 483 a 588 mg EAG/g ES et par Bakli (2020) qui
ont trouvé un taux de 840.39 + 0.81 mg EAG/g ES.

Le profil polyphénolique des extraits des plantes peut varier sous l'influence de divers
facteurs, y compris la localisation géographique, la saison de récolte, les conditions climatiques
et environnementales, la maturité de la plante, la durée de conservation , la salinité et sécheresse
pendant la croissance de la plante, et 1’exposition solaire qui agissent sur la biosynthése des
métabolites secondaires (Sehaki et al., 2023), la technique d’extraction (solvant utilisé,
température et temps d’extraction) (Gardeli et al., 2008) et 1’organe utilisé pour I’extraction
(Sehaki et al., 2023).
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2.3 Teneur en flavonoides

Selon les résultats obtenus, la teneur en flavonoides la plus élevée a été trouvée par I'extrait
de Ksour (26.66 £ 0.92 mg EQ/g ES), suivi par I’extrait de Mansourah (24.44 + 0.81 mg EQ/g
ES) et I’extrait de Teniet Ennasr (23.33 = 1.08 mg EQ/g ES) (tableau III).

La teneur en flavonoides des trois extraits est en accord avec celle rapportée par Djidel et
al. (2013) (25.53 + 0.029 mg EQ/g ES), mais inférieure a celle trouvé par Zaouali et al. (2018)
(40 £1.1 mg EQ/g ES).

Tableau I11. Teneur en polyphénols et en flavonoides dans les trois extraits de Pistacia

lentiscus.
Extrait Polyphénol (mg AG/g d’ES) Flavonoide (mg EQ/g ES)
Ksour 754.6 £ 2.62 26.66 + 0.92
Mansourah 561.9 +0.92* 24.44 +0.81
Teniet Ennasr 415.22 +1.14* 23.33+1.08

(*) Différence significative par rapport a ’extrait éthanolique des feuilles de Ksour (p < 0.05).
Selon Elez Garofuli¢ et al. (2020) le contenu ¢levé des polyphénols n’est pas toujours

accompagné par des teneurs élevées en flavonoides.

2.4 Teneur en pigments chlorophylliens

La figure 13 montre la teneur en pigments chlorophylliens des différents extraits des
feuilles de Pistacia lentiscus. Tous les extraits de la plante présentent des concentrations élevées
en chlorophylle a et b, des faibles concentrations en pB—caroténe, mais ne contient pas de

Lycopéne.
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™ B-carotene 5,73 4,6 1,5

Figure 13. Teneur des pigments chlorophylliens dans les trois extraits de
Pistacia lentiscus.
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(*) Différence tres hautement significative par rapport a I’extrait éthanolique des feuilles de Ksour
(p < 0.001).

(#) Différence significative par rapport a ’extrait éthanolique des feuilles de Ksour (p < 0.05).

Nos résultats sont supérieur a ceux trouvés par Cvitkovié¢ et al. (2021) , ou la teneur en
chlorophylle a est de 16.27 £ 2.34 (mg 100/ g d’ES), chlorophylle b est de 6.72 + 1.23 (mg

100/g d’ES) et B-carotene est de 1.76 + 0.41 (mg 100/g d’ES).

2.5 Teneur en caroténoides

Les concentrations de caroténoides de la poudre des feuilles de Pistacia lentiscus récoltees
de trois régions est de 20.29 + 0.37 (mg E B-C /g ES) pour Ksour 19.13 + 0.44 (mg E B-C /g
ES) pour Mansourah et 18.06 + 0.28 (mg E -C /g ES) pour Teniet Ennasr.

Ces valeurs sont supérieures a celle obtenue par Cvitkovi¢ et al. (2021) qui ont enregistré
une concentration en caroténoides de 9.26 + 1.61 (mg 100/g d’ES). Ainsi, les concentrations de
caroténoides varient non seulement selon les especes, mais aussi selon les variétes végétales,
les facteurs environnementaux (lumiére, sol, maturité, climat, origine géographique) et les
conditions de croissance et les conditions de conservation. En effet, I'exposition a la lumiére et

a la chaleur favorise la dégradation des caroténoides (Belhachat, 2019).

3 Activité antioxydante in vitro
3.1 Piégeage du radial libre DPPH

La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les concentrations qui
correspondent a 50 % d’inhibition (IC50), la valeur d’IC50 la plus faible correspond a
I’efficacité de I’extrait la plus élevée. La valeur de I’'IC50 est exprimée en mg/ml (Dawidowicz
etal., 2012).

Les résultats présentés dans la figure 14 des IC50 des extraits et standards pour piéger le
radicale libre DPPH, révélent que les extraits testés possédent une activité antiradicalaire
importante avec des IC50 de I’ordre de (Teniet Ennasr 0.054 £+ 0.03 mg/ml, Mansourah 0.27 +
0.009 mg/ml, Ksour 0.283 + 0.1 mg/ml) en comparaison avec I’antioxydant standard qui
démontre un 1C50 de Quercétine 0.142 + 0.0005 mg/ml.

Selon les résultats obtenus de la plante étudiée, I’effet scavenger est inférieur a ceux
obtenus par Djidel et al. (2013) qui ont montré une capacité importante des extraits de Pistacia
lentiscus avec des valeurs d’IC50 de 0.0068 £ 0.001 mg/ml (extrait d’acétate d'éthyle) et de
0.022 + 0.00017 mg/ml (extrait de chloroforme). Semblablement aux résultats obtenus,
Barbouchi et al. (2020) ont indiqué une IC50 de 0.17 mg/ml pour I’extrait éthanolique des
feuilles de lentisque.
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Figure 14. Activité scavenger des différents extraits de Pistacia lentiscus a 1’égard

du radical DPPH.
(*) Différence trés hautement significative par rapport au quercétine (p < 0.001).

(#) Différence tres hautement significative par rapport a I’extrait éthanolique de Teniet Ennasr (p
<0.001).

Par conséquent, la puissante activité antioxydante de la plante est associée a sa forte teneur
en groupes phénoliques. On suppose que les groupes fonctionnels couramment présents dans
les composés phénoliques sont capables de céder facilement des électrons ou des protons pour
neutraliser les radicaux libres. Nombreuse mécanismes peuvent étre impliqués dans l'activité
antioxydante des flavonoides, agissant comme piégeurs de radicaux libres, chélateur d’ions de
métaux de transition, inhibiteur des enzymes oxydants ou générateurs de radicaux libres par les
cellules (Aryal et al., 2019). Les flavonoides inhibent également la peroxydation lipidique in
vitro au stade d’initiation en agissant comme des piégeurs d'anions superoxydes et de radicaux

hydroxyles (Soulaidopoulos et al., 2022).

3.2 Pouvoir réducteur du fer ferrique

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes réduit le complexe Fe®'/
ferricyanide a la forme ferreuse. Ainsi, Fe** peut étre évalué en mesurant et en suivant
I’augmentation de la densit¢ de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700 nm
(Bougandoura et Bendimerad, 2013).

Nous avons constaté que les absorbances des extraits testés augmentent
proportionnellement avec les concentrations utilisées.

Les résultats obtenus révelent que 1’extrait des feuilles récoltés de Teniet Ennasr semble
étre le plus actif avec une EC50 de 1.26 + 0.307 mg /ml suivi de I’extrait de Ksour et de I’extrait
de Mansourah avec des valeurs d’EC50 de 1.57 £ 0.381 mg/ml, et 2.56 £ 0.308 mg/mi,

respectivement (figure 15).
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Figure 15. Pouvoir réducteur du fer ferrique des différents extraits de Pistacia lentiscus.

(*) Différence trés hautement significative par rapport a 1’acide ascorbique (p < 0.001).

(#) Différence hautement significative par rapport a I’extrait éthanolique de Mansourah (p <
0.01).

Ces résultats sont en accord avec ceux trouves par Hemma et al. (2018) qui ont constaté
que I’extrait de P. lentiscus présente un grand pouvoir réducteur (EC50 = 0.207 + 0.0002
mg /ml). Cela suggere que I'extrait des feuilles a une capacité significative a réagir avec les
radicaux libres pour les transformer en especes non réactives plus stables et pour arréter la
réaction radicalaire en chaine (Yemmen et al., 2017).
3.3 Capacité antioxydante totale

A partir de 1’équation de courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (y=0.0055x), on peut
déterminer que les extraits des feuilles de Pistacia lentiscus révélent une activité antioxydante
totale de 1’ordre de 143.63 + 0.3 mg EAG/g ES pour I’extrait de Teniet Ennasr, 136.36 + 0.46
mg EAG/g ES pour ’extrait de Ksour et 128 + 0.3 mg EAG/g ES pour ’extrait de Mansourah.
Par ailleurs, les extraits possédent une activité antioxydante totale faible par rapport au BHT
(’antioxydant standard) (214.16 + 0.77 mg EAG/g ES) (figure 16).
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Figure 16. Capacité antioxydante totale des différents extraits de Pistacia lentiscus.
(*) Différence significative par rapport au BHT (p < 0.05).

Les résultats obtenus dans cette étude sont inférieur a ceux trouvé par Barbouchi et al.
(2020) avec une capacité de 153.10 + 0.41 mg AA/g ES, et ils sont supérieur a celui de Yemmen
et al. (2017) avec une capacité de 113.23 + 1.08 mg AA/g ES.

Aprés I’analyse des résultats, on peut dire que I’activité antioxydante depend non
seulement de la concentration mais aussi de la structure des molécules. Les flavonoides
possédent des propriétés antioxydantes puissantes. Le nombre et/ ou la position des groupes
hydroxyle sur les noyaux de ces molécules, les substitutions sur les cycles B et A avec la
présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C

renforcent 1’activité antioxydante des flavonoides (Nanjo et al., 1996).

4  Activité anti-inflammatoire in vitro

4.1 Inhibition de la dénaturation de I’ovalbumine

La dénaturation des protéines tissulaires est bien documentée comme I'une des causes des
maladies inflammatoires et arthritiques dues a la production d'auto-antigenes (Williams et al.,
2008). En revanche, la capacité du matériel végétal a réduire la dénaturation des protéines
pourrait étre efficace contre les maladies inflammatoires (Bouhlali et al., 2016).

Les résultats obtenus montrent que les trois extraits de P. lentiscus inhibent la dénaturation
de I’ovalbumine induite par la chaleur. Cette inhibition est statistiquement supérieure a celle de
I'anti-inflammatoire de référence (Diclofénac), qui exprime un pourcentage d'inhibition de
38.88 + 0.34 % a une concentration de 50 pg/ml. Cependant, les pourcentages d'inhibition
obtenus avec les extraits éthanoliques de feuilles de P. lentiscus a la concentration de 50 pg/ml
sont de 70.41 + 0.46 %, 68.55 £ 1.22 % et 63.33 £ 0.33 pour ’extrait de Teniet Ennasr,
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Mansourah, Ksour, respectivement (figure 17). Par conséquent, tous les extraits empéchent la

dénaturation de 1’ovalbumine d'une maniére concentration dépendante.
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Figure 17. Activité anti-inflammatoire basée sur I'inhibition de la dénaturation des protéines de les
trois extraits plus diclofénac.

(*) Différence trés hautement significative par rapport au Diclofénac (p < 0.001).

Des études réalisées par Chenni et Hachelaf. (2019) et El Bishbishy et al. (2020) ont
montré a la concentration 50 pg/ml de 1’extrait éthanolique de feuilles de P. lentiscus des
pourcentages d’inhibition de la dénaturation de 1'ovalbumine plus faibles avec les valeurs de

48.91% et de 37.5 %, respectivement.

P. lentiscus est utilisé en médecine traditionnelle pour traiter I'inflammation, les bralures
et les troubles gastro-intestinaux (Sehaki et al., 2023). L'évaluation pharmacologique des
extraits de feuilles de P. lentiscus a révélé le potentiel anti-inflammatoire de la plante et une
activité distincte des AINS et des corticostéroides. L'extrait ne cause pas de dommages a la

muqueuse gastrique, mais inhibe la formation de lésions (Bouriche et al., 2016).

Les candidats probables pour ces substances anti-inflammatoires sont les flavonoides et les
polyphénols. Les composés phénoliques sont connus pour interagir et pénétrer a travers les
bicouches lipidiques. L'effet anti-inflammatoire observé est probablement dd a la présence de
composés antioxydants dans I'extrait (Sehaki et al., 2023).

De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés
anti-inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systeme

immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables des
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inflammations, ils peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant I'inflammation en

inhibant I'expression des médiateurs inflammatoires (Serafini et al., 2010).

Ben Khedir et al. (2016) ont li¢ I’activité anti-inflammatoire observée aux différents
composés bioactifs de Pistacia lentiscus. L'acide gallique et ses dérivés peuvent étre
responsables de I'inhibition de la voie du facteur nucléaire kappa B (NF-kappa B) essentielle

pour I'expression des cytokines pro inflammatoires tels que I'histamine, le TNF-a et I'lL-6.

Alors que les flavonoides identifiés dans Pistacia lentiscus peut inhiber la migration des
leucocytes en bloquant leur adhésion a la paroi vasculaire, cet effet est dd a I'inhibition de la
synthése de I'lL-1 et du TNF-a (Ben Khedir et al., 2016).

5 Activité antibactérienne

Nous avons utilise la méthode de puits dans un milieu gélosé solide, le pouvoir
antibactérienne des extraits a été estimé en termes de diametre de la zone d'inhibition autour
des puits contenant les extraits a tester vis-a-vis des germes de référence de bactéries (Gram +

et Gram -). Le Diméthylsulfoxyde (DMSO) a été utilisé comme témoin.

L’¢évaluation de I’effet antibactérien montre que tous les extraits ont une activité inhibitrice
sur Staphylococcus aureus ot la croissance bactérienne décroit d’une maniére dose-dépendant
(figure 18). Par contre, les trois extraits ne présentent aucune activité sur Escherichia coli
(figure 19).

Teniet ennasr Mansoura

Figure 18. Les résultats obtenus par les trois extraits sur la bactérie Staphylococcus aureus.
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Teniet ennasr Mansoura

Figure 19. Les résultats obtenus par les trois extraits sur la bactérie Escherichia coli.

D’apres le tableau IV, nous pouvons voir que ’extrait éthanolique des feuilles récoltées
de Mansourah présent la plus forte activité antibactérienne vis —a —vis de S. aureus avec un
diamétre de 19 mm, suivi de I’extrait des feuilles de Ksour avec un diametre de 18 mm, et de
Teniet Ennasr avec un diameétre de 17 mm. On peut déduire d’aprés les diamétres des zones
d’inhibition que S. aureus est tres sensible a 1’action de I’extrait éthanolique de Pistacia

lentiscus.

Tableau V. Diamétres des zones d’inhibition en mm obtenus avec les extraits des feuilles et

de Pistacia lentiscus avec Staphylococcus aureus.

Extraits Concentrations d'extrait (mg/ml)
[100] [50] [25] [12.5]
Mansourah 19 mm 17 mm 14 mm 13 mm
Ksour 18 mm 16 mm 14 mm 12 mm
Teniet Ennasr 17 mm 14 mm 13 mm 11 mm

Certains auteurs ont montré que des extraits de parties aériennes (tiges, feuilles et fruits)
de P. lentiscus ont un effet antibactérien important contre Staphylococcus aureus. Cependant,
il est faiblement efficace contre E. coli (Missoun et al., 2017). De plus, Bammou et al. (2015)
et Milia et al. (2021) ont rapporté que ces extraits n‘avaient aucun effet sur E. coli. L’absence

d’effet sur Escherichia coli peut étre expliquée par la multirésistante de cette souche.

Les bactéries Gram-positives sont plus sensibles a l'extrait que les bactéries Gram
négatives. Cette sensibilité plus élevée est due a la composition différente de la paroi cellulaire
(Haloui et al., 2015), la paroi cellulaire des bactéries Gram positives est constituée d'une seule
couche tandis que celle des bactéries Gram négatives a une structure multicouche délimitée par
une membrane cellulaire externe (Ali-Shtayeh et al., 1998).
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L'activité antibactérienne observée dans cette étude pourrait étre due a la présence de
flavonoides dans I'extrait. Les flavonoides sont connus pour leur activité antimicrobienne contre
un large éventail de micro-organismes. Ils ont de multiples cibles cellulaires et peuvent étre
appliqués a différents composants et fonctions des cellules bactériennes. Ces types de molécules

favorisent I'activité antimicrobienne contre les micro-organismes pathogenes humains (Sehaki
et al., 2023).
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Conclusion

L'Algérie a connu une augmentation significative de I'évaluation des plantes médicinales
pour leurs effets biologiques. Cela indique que les molécules isolées a partir de plantes
médicinales présentent un grand intérét pour étre utilisées comme thérapie alternative ou

comme modele pour la synthese de nouvelles substances bioactives.

Dans ce contexte, le présent travail porte sur 1’étude physico-chimique, phytochimique et
I’évaluation de I’activité antioxydante, anti-inflammatoire et antibactérienne de I’extrait
éthanolique de feuilles de Pistacia Lentiscus L. récoltées dans trois régions de la Wilaya de

Bordj Bou Arreridj a savoir Teniet Ennasr, Ksour et Mansourah.

L’analyse physico-chimique a montré que la poudre des feuilles de la plante étudiee
présente des faibles taux d’humidité et des cendres. La procédure d’extraction par macération
des feuilles de trois régions a permis d’obtenir des résidus bruts sous forme de poudre de couleur

vert foncé, avec des rendements variables.

L’analyse quantitative des extraits étudiés montre la richesse de la plante en polyphénols,
flavonoides et caroténoides. Les résultats de 1’activité antioxydante suggérent que les extraits
exercent une bonne capacité de piégeage des radicaux libres et un bon pouvoir réducteur et une

meilleure activité antioxydante totale.

L’évaluation de l'effet anti-inflammatoire des extraits éthanoliques de feuilles de Pistacia

Lentiscus L. montre une capacité importante a inhiber la dénaturation de 1’ovalbumine.

Les résultats de 1’étude microbiologique montrent que les extraits de Pistacia Lentiscus
exercent une bonne activité inhibitrice a 1’égard des bactéries a Gram positif (Staphylococcus

aureus) par rapport aux bactéries a Gram négatif (Escherichia coli).

Tous ces résultats indiquent bien que les composés phénoliques de I’espece Pistacia
Lentiscus pourraient étre utilisés comme antioxydants, anti-inflammatoire ou bien pour la lutte
bactérienne. Néeanmoins, des études complémentaires sont nécessaires pour comprendre les
mécanismes moléculaires et cellulaires de ces effets. Donc il serait intéressant d’explorer

d’autres aspects tels que :

e Isoler, caractériser et identifier les différents composants de chaque extrait végétal par
des techniques analytiques avancées (HPLC) pour comprendre les molécules issues des
effets antioxydants, anti-inflammatoire et antibactériens et les éventuels effets
synergiques entre elles afin d'établir des relations structure-activite.

e Elargir le spectre de l'activité antioxydante in vitro et in vivo.
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Conclusion

e Elargir le spectre de I'activité anti-inflammatoire in vitro et in vivo.

e Déterminer les Concentration Minimale/maximale d’Inhibition (CMI) dans I’activité
antibactérienne.

e Orienter la recherche vers dautres activités biologiques, telles que les activités
antidiabétiques, anticancéreuse, etc. et déterminer les mécanismes daction des

composés actifs
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Annexe 5. Courbe d’étalonnage de ’acide gallique.
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Annexe 6. Dosage des polyphénols.
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Annexe 7. Dosage des pigments chlorophylliens.

Annexe 8. Dosage des carotenoides.




Résumé

Résumé :

Pistacia lentiscus L est une plante médicinale et aromatique appartenant a la famille des
Anacardiacées, largement utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. Dans le cadre de la
contribution a la valorisation de cette plante médicinale, dans cette étude, nous avons mené
I’analyse physicochimique, phytochimique et I’évaluation de ’activité¢ antioxydante, anti-
inflammatoire et antibactérienne de I’extrait hydroéthanolique de feuilles de Pistacia
lentiscus L. récoltée dans trois régions de la wilaya de Bordj Bou Arreridj (Mansoura, Teniet
Ennasr et Ksour). La procédure d’extraction par macération a 1’éthanol 70 % a permis
d’obtenir des résidus bruts avec des rendements variables (42.78 %, 33.55 % et 42.82 %)
pour les feuilles de Mansoura, Teniet Ennasr et Ksour, respectivement. L’analyse
phytochimique par des méthodes colorimétriques des trois extraits a montré la richesse de
cette espéce en métabolites secondaires, particulierement, en polyphénols (561.9 £ 0.92 mg
EAG/g ES pour I’extrait de Mansoura, 415.22 = 1.14 mg EAG/g ES pour ’extrait de Teniet
Ennasr et 754.6 + 2.62 mg EAG/g ES pour I’extrait de Ksour) et en flavonoides (24.44 +
0.81 mg EQ/g Es, 23.33 £ 1.08 mg EQ/g ES, 26.66 = 0.92 mg EQ/g Es) pour I’extrait de
Mansoura, Teniet Ennasr et Ksour, respectivement. L’activité antioxydante est évaluée par
différents tests (DPPH, FRAP, TAC). L’extrait de Teniet Ennasr montre la plus grande
capacité de piégeage du radical DPPH avec une 1C50 de 0.054 + 0.03 mg/ml et le plus fort
potentiel réducteur avec une 1C50 de 1.26 + 0.307 mg/ml. De méme, il montre la plus grande
activité antioxydante totale (143.63 + 0.3 mg EAG/g). L'évaluation de l'activité anti-
inflammatoire des extraits de feuilles indique une capacité significative a inhiber la
dénaturation de l'albumine. L’activité antibactérienne des extraits est évaluée par la
technique de diffusion sur gélose vis-a-vis deux souches bactériennes (E. coli et S. aureus),
tous les extraits montrent une bonne activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus
et ne présentent aucune activité sur Escherichia coli. Au terme de ce travail nous pouvons
conclure que la plante étudiée possede d’importantes activités biologiques et peut servir

d’excellent candidat pour 1’application pharmaceutique.

Mots clés : Pistacia lentiscus L., polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, activité

anti inflammatoire, activité antibactérienne.



Résumé

Abstract

Pistacia lentiscus L. is a medicinal and aromatic plant belonging to the Anacardiaceae
family, it is widely used in traditional medicine in Algeria. The main goal of the present
study was to investigate physicochemical, phytochemical, antioxidant, as well as anti-
inflammatory and antibacterial activity of the hydroethanolic extract of Pistacia lentiscus
leaves that were collected in Mansoura, Teniet Ennasr, and Ksour, three different areas of
the wilaya of Bordj Bou Arreridj. The extraction process by maceration with 70%
ethanol gave crude residues with different yields (42.78 %, 33.55 % et 42.82 %) for
Mansoura, Teniet Ennasr and Ksour leaves, respectively. Phytochemical analysis using
colorimetric methods of the three extracts showed the richness of this specie in secondary
metabolites, in particularly, polyphenols (561.9 £ 0.92 mg EAG/g ES for Mansoura extract,
415.22 £ 1.14 mg EAG /g ES for Teniet Ennasr extract and 754.6 + 2.62 mg EAG/g ES for
Ksour extract) and flavonoids (24.44 = 0.81 mg EQ/g Es, 23.33 £ 1.08 mg EQ/g ES, 26.66
+ 0.92 mg EQ/g Es) for Mansoura, Teniet Ennasr and Ksour extract, respectively.
Antioxidant activity was evaluated by various tests (DPPH, FRAP and TAC). Teniet
Ennasr extract exhibited the greatest DPPH radical scavenging capacity with 1C50 of 0.053
+ 0.03 mg/ml and the strongest reducing potency with 1C50 of 1.26 + 0.307 mg/ml. It also
showed the highest total antioxidant activity (143.63 + 0.3 mg EAG/g ES). Evaluation of the
anti-inflammatory activity of leaf extracts reveals a significant ability to inhibit albumin
denaturation. By using the agar diffusion technique on two bacterial strains (E. coli and S.
aureus), the antibacterial activity of the extracts is assessed. All of the extracts exhibit good
antibacterial activity against Staphylococcus aureus but no activity against Escherichia coli.
These results show that the investigated plant exhibits a wide range of biological activities,

which makes it an excellent candidate for pharmaceutical application.

Keywords: Pistacia lentiscus L., polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, anti-

inflammatory activity, antibacterial activity.
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