O

Ministere de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université BLIDA 1
Faculté des sciences de la Nature et de la Vie

Département de Biologie des Populations et Organismes

Mémoire de fin d’étude en vue de I’obtention du diplome de MASTER en

Sciences de la Nature et de la Vie

Option : Phytothérapie et santé.

Theme

Evaluation de quelques activités biologiques de I’huile végetale et
des extraits des feuilles de Pistachier lentisque (Pistacia lentiscus L.)

Présenté par :

Mlle KHERROUB Ibtissem Mlle CHERIET Fadhila

Devant le jury :

Mme RADI N. UB 1 Presidente
Mme FAIDI H UB1 Examinatrice
Mme GHANAI R. UB 1 Promotrice
Mme BAADOUD I. SAIDAL Co-promotrice

2014-2015




Nous commengons par exprimer nos profondes reconnaissancesgl

remerciements @ Mme GHANALR, Qui nous a honoré en acceptan

diriger ce travail, pour ses encouragements, ses conseils, sa cfi§1;oni5i[it

surtout pour sa patience dans la correction de ce mémoire. Merci de n

avoir guidé avec patience et d avoir consacré autant d heures pour 183

corrections ; on ne peut, Madame, que sincérement vous exprimer n
respect et notre gratitude.

Nous désirons exprimer notre profonde et vive reconnaissance d notre
CO-PROMOTRICE Mme Baadoud. I, qui a mis toute sa compét
disposition, pour ces directives et

On tient a remercier Mme RADI N d avoir accepté la présidence c{uﬁ
. iy . Z
notre travail, qu elle trouve ici toutes nos expressions respectueuses.

Nous exprimons nos profonds remerciements a Mme FAIDI d avoir acce
de juger ce modeste travail, trouvez ici toutes nos expressions respectueuses

Nos remerciements vont également a [ensemble des enseignants de la faculté !

de biologie Blida

Y Nos sentiments de reconnaissances et nos remerciements vont également au
personnel du centre de recherche et de développement SAIDAL 4 ELl-
\\/ Harrach.

-
'Y 4







A l'aide de dieu tout puissant, qui m’a tracé le chemin de ma vie, j’ai pu réaliser ce travail que je

dédie :
A la lumiére de mes yeux, [’'ombre de mes pas et le bonheur de ma

vie ma mere qui m’a apporté son appui durant toutes mes années d’étude, pour son sacrifice et

soutien qui m’ont donné confiance, courage et sécurité.

Amon cher pére qui m’a appris le sens de la persévérance tout au long de mes études, pour son

sacrifice ses conseils et ses encouragements.
A mes saeurs
A mes freres
A toute ma famille

A mon bindme Fadhila

A Tous mes ami(e)s et tous mes enseignants.

fhficenm
S B A Y



Je dédie ce modeste travail.

A mes tres chers et adorables parents, qui m ont toujours encouragé, aidé a surmonter tous les

obstacles que j’ai rencontrés dans ma vie et étre a mes c6tés dans les moments les plus difficiles.
A mes freres : Ali, Khaled, Mohammed, Amine et Rachid. Je vous aime Merci
A mes sceurs . Aounia et Souad Merci.
A mes cousins et cousines.
A toute la famille Cheriet.
A mon bindme Ibtissem et toute sa famille
A mes meilleurs amis : Amel, Rabia et Nihad

A tous ceux qui m’aiment.

Fanhila

/RTINS



Liste des abréviations

EA : extrait aqueux.

d?®: la densité a 20 C°

HV : huile végétale.

1%: pourcentage d’inhibition.

IA : indice d’acide.

IE : indice d’ester.

IR : indice de réfraction.

IS : indice de saponification.
P.lentiscus : Pistacia lentiscus L.

RHYV : Rendement de 1I’Huile VVégétale.



Figure 01

Figure 02 :
Figure 03 :
Figure 04 :

Figure 05 :

Figure 06

Figure 07 :
Figure 08 :
Figure 09 :
Figure 10 :

Figure 11 :

Liste des figures

D ATDUSEE 0 PIENTISCUS L. .ote et 6
Feuilles et fruits de P.1entiSCUS L.........ooviriniiii e, 6
Les fleurs de P.entiSCUS L........onieii i e 6
Les fruits de P. I&NTISCUS L.....oneie e 6
Mastique de P. 1ENTISCUS L.....c.oriti e e 6

: Les feuilles de lentisque séchées (photos originale ; 2015)............cccoiiiiiiiiiiiien... 15
Les bais de lentisque (Photos ; 2014)......cuiiniiri e 15
Huile végétale de lentisque (photos originale)..............coooviiiiiiiiiiii e 24
Le pourcentage d’augmentation d'cedéme des lots T ,R,ELetE2 ....................cil 26
Le pourcentage de réduction d'cedéme pour les lots T ,R.E1 et E2.......................... 27
Evaluation de I’action cicatrisante chez les ratS.............cocoviiiiiiiiiiiiiiee, 28

Figure 12 : Pourcentage d’inhibition pour I’huile végétale, extrait aqueux et vitamine C en fonction
des differentes CONCENIIALIONS. ... ... . et 30
Figure 13 : Différentes étapes de I’activité anti-inflammatoire (photos originale).......... Annexe IV
Figure 14 : Différentes étapes de I’activité cicatrisante (photos originale).................... Annexe IV



Liste des tableaux

Tableau | : Caractéristiques du matériel animal utilisé dans I’étude de I’activité anti-inflammatoire

] o] ot 17 1 = 14
Tableau Il : Application des produits a testées (HV,pommade de lentisque,Madécassol ®)..........22
Tableau 111 : Résultats des analyses organoleptique d’huile végétale de P.lentiscus L................. 24
Tableau 1V : Les paramétres physico-chimiques de I’huile végétale de P.lentiscus L................. 25
Tableau V : Valeurs des IC50 de le vit C, d’HV, ’EA de P.lentiscus L................coooiiiiiiii, 31
Tableau VI : Résultats de 1’activité anti-inflammatoire chez les souris.......................... Annexe Il
Tableau VII : Poids des pattes postérieure des souris (Iot témoin)....................coeeeee. Annexe Il
Tableau VI11 : Poids des pattes postérieures des souris (référence (Clofénal®).............. Annexe Il
Tableau IX : Poids des pattes postérieures des souris (extrait aqQUeUX)......................... Annexe Il
Tableau X : Poids des pattes postérieures des souris (huile végétale)........................... Annexe Il
Tableau XI : Evaluation des surfaces de plaies traitées (huile végétale)........................ Annexe Il

Tableau XI1 : Evaluation des surfaces des plaies traitées (Pommade a base de poudre des feuilles)

Annexe |1

Tableau X111 : Evaluation des surfaces des plaies traitées (madécassol®)..................... Annexe Il
Tableau X1V : Evaluation des surfaces des plaies non traités (plaies témoin)................. Annexe Il
Tableau XV : Absorbance et pourcentage d’inhibition (huile végétale)........................ Annexe Il
Tableau XVI : Absorbance et pourcentage d’inhibition (extrait aqueux)...................... Annexe Il

Tableau XVII : Absorbance et pourcentage d'inhibition (VitC)...............coooviveiininn.n. Annexe Il



Glossaire

Anti-inflammatoire : se dit d’un produit ayant la propriété de diminuer 1’inflammation.

Antioxydant : est une substance qui diminue 1’oxydation d’autres substances chimiques et qui
protége 1’organisme contre les dommages causés par les radicaux libres, entrainant le processus de

vieillissement.

Antiseptique : substance capable de prévenir la manifestation d’infection en contribuant a la

destruction des Microbes.

Carraghénine : mucopolysaccharide sulfaté extrait d’une algue marine.

Diclofenac : un médicament a effet anti-inflammatoire.

Diurétique : qui augmente la secrétion urinaire.

Expectorant : substance qui favorise 1’expulsion de substances provenant des voies respiratoires.

Inflammation : réaction localisée d’un tissu, consécutive a une agression. Une inflammation se

manifeste par quatre signes principaux : rougeur, chaleur, douleur, tuméfaction (gonflement).
Inflorescence : c¢’est I’ensemble des fleurs regroupées sur le méme axe.

La cicatrisation : est un phénomeéne qui débute par la formation d’un tissu fibreux, qui remplace une

perte de substance (lors d’une blessure par exemple).

(Edeme : accumulation anormale de liquide séreux dans les espaces intercellulaire du tissu

conjonctif.



Résumeé

Dans le cadre de valorisation des plantes médicinales, nous nous sommes intéressés a étudier une

plante possédant plusieurs effets thérapeutiques reconnus, le Pistacia lentiscus L.

Pistacia lentiscus L. est un arbrisseau courant en sites arides de la région méditerranéenne (de
I’Asie, I’Europe, I’ Afrique jusqu’aux Canaries). Cette plante est un remeéde naturel bien connu dans
la médecine traditionnelle en Algérie. Toutes les parties de cette plante possédent des propriétés

médicinales.

L’extraction des huiles végeétales des fruits de Pistacia lentiscus L, a été effectuée selon une

méthode de pression. Les résultats obtenus montrent que ces fruits donnent un rendement de 9.8%

Les analyse organoleptiques (odeur, aspect et couleur) et physico-chimique (densité, indice de
réfraction, indice d’acide, indice de saponification et d’ester) de I’huile végétale des fruits ont montré

qu’elle est conforme aux normes AFNOR.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire a montré que 1’extrait aqueux (10 %) et huile végétale

pur de Pistacia lentiscus L sont trés efficaces contre les inflammations causés par la carraghénine.

De méme I’huile et la pommade formulée ont révélé une activité cicatrisante réelle suite a des
plaies provoquées chez les rats, ceci en diminuant la phase inflammatoire, en favorisant la

contraction de la plaie et en réduisant la période d’épithélialisation.

L’activité antioxydant de I’huile végétale et de 1’extrait aqueux de Pistacia lentiscus L exprimeé
en IC50 défini comme étant la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de
I’activité de DPPH a été déterminé et comparée a celle trouvé pour le composé de référence (la

vitamine C) .

Mots clé : Pistacia lentiscus L, huile végétale, anti-inflammatoire, cicatrisant, antioxydant, extrait
aqueux.



Abstract

As part of the valuation of medicinal plants, we are interested in studying a plant with many
therapeutic effects recognized; pistacia lentiscus L.

Pistacia lentiscus L. is a shrub current arid site in the Mediterranean region (Asia, Europe, and
Africa to the Canary lIslands). This plant is a well-known natural remedy in Algerian traditional

medicine. All parts of these plants have medicinal properties

The extraction vegetable oils of pistacia lentiscus L.was subjected by traditional method in yield
of 9.8% of fruits.

The analytical study of the vegetable oils of pistacia lentiscus L, which related to the
organoleptique analysis (odor, aspect and color), and physic-chimical (density,index of
refraction,acid value,index of saponification ester index),revealed results in agreement witch those
recommended by standards AFNOR.

The study of anti-inflammatory activity showed that the infused (10%) and vegetable oils is

effective to mice against inflammation caused by Carraghénine.

The oil and pomade has also shown promising healing properties, this latter by reducing the

inflammatory phase, stimulation of wound contraction and reducing the epithelization period.

The antioxidant activity of infused and vegetable oils expressed in IC50 defined as the effective
concentration of substrate that cause 50% loss of DPPH activity was determined and compared to
that found for the reference compound (vitamin C).

Keywords: Pistacia lentiscus L., vegetable oil, anti-inflammatory, skin healing, antioxidant, infused.
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Introduction

Depuis la nuit des temps, les hommes ont toujours utilisé les plantes pour se soigner, se nourrir, se

parer. La plante est certainement le premier médicament utilisé par I’homme (Catier et Roux, 2007).

L’organistion mondiale de la santé (OMS) a estimé que 80% des habitants de la terre ont recours
aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soin de santé primaire . (Famsworth et
al, 1985 ; Fleurentin et Pelt, 1990).

A ce jour, plus de 10000 especes de plantes différentes sont utilisé a des fins thérapeutiques, et de
nombreux médicaments sont ¢laborés a partir de leurs principes actifs. L’OMS considére que dans de
nombreux pays peu développés, les plantes et leurs composants représentent la premiére source de
remeédes (Delile, 2007)

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : Méditerranéenne, Saharienne et une
flore paléo tropicale, estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botanique
(Ozenda, 1997). Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable (15%)
d’especes endémiques (Ozenda, 1997). Ce qui a donnée a la pharmacopée traditionnelle une richesse

inestimable

Pistacia lentiscus L, appelée localement « Ed ‘Drew », est un arbrisseau vivace a fruits contenant a
maturité une huile fixe. Elle est utilisée en médecine traditionnelle, notamment a 1I’Est de I’ Afrique du
nord (Algérie et Tunisie) pour ses propriétés thérapeutiques : cicatrisante, anti-inflammatoire,
antibactérienne, stimulante et comme remeédes contre les problémes d’allergie respiratoire (Kordali et
al, 2003).

Dans ce travail, I’intérét est de prouver scientifiquement les effets pharmacologiques observés
dans la médecine traditionnelle de Pistacia lentiscus L., par des essais pré cliniques, pour cela nous

nous sommes fixés les objectifs suivants :

e [’extraction et I’analyse physico-chimique d’huile végétale du fruit de Pistacia lentiscus L.

e [’évaluation de I’effet cicatrisante et anti-inflammatoire de I’huile végétale et des extraits des
feuilles de Pistacia lentiscus L.

e Evaluation du pouvoir antioxydant de cette plante.
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1. Les plantes médicinales
1.1. Définition

On appelle plante medicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs capables de
prévenir, soulager ou guérir des maladies (Schauembery, 1977).

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

médicinales ». (Schauembery, 1977).
1.2 Formes d’utilisation

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

parfois méme des plantes combinées avec d’autres préparations naturelles (Thurzova , 1985).

La maniére la plus courante d’utiliser les plantes séchées est d’en faire des tisanes (Schauenberg,
1977). Ce sont des préparations aqueuses obtenues a partir d’échantillons végétaux convenablement
divisés et dont la quantité a utiliser varie selon la plante. Elles peuvent étre préparées en : infusion,

décoction ou macération. (Raynaud, 2005)
e Infusion

Consiste a verser 1’eau tiede ou bouillante sur les organes de plantes (fleurs, feuilles...) et a laisser
reposer en couvrant hermétiqguement, de 1 a 30 minutes. Apres cette opération, on filtre le produit
obtenu. (Sallé, 1991).

e Décoction

Consiste a placer la plante dans 1’eau froide, la porter a ébullition durant 10 a 15 minutes, puis laisser

tirer un quart d’heure (Fluck, 1977).
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e Macération

Cette technique permet d’extraire lentement tous les principes actifs, surtout ceux qu’a des
températures élevées risqueraient d’altérer ; Elle consiste a mettre une certaine quantité d’herbe séche

ou fraiche dans un liquide (eau, vin, alcool a froid) (Delille, 2007).
1.3 .La phytothérapie

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

1.4. Place de la phytothérapie en Algérie

L’utilisation des plantes médicinales fait partie intégrante de notre culture et de nos traditions. En
Algérie les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle, qui elle-méme est
largement employée dans divers domaines de la santé (Sebai et Boudali, 2012). Nos grands-parents
ont beaucoup utilisé les plantes médicinales pour soigner différents maux et troubles.

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

médicinales, dont 1393 sédentaires et 533 ambulants (Sebai et Boudali, 2012).
2. Caractéristique de la plante (Pistacia lentiscus L.)
2.1 .Généralité sur le genre Pistacia

Le genre botanique Pistacia (les Pistachiers) regroupe 9 espéces d'arbustes appartenant a I'ordre des
Sapindales et a la famille des Anacardiaceae. D'origine asiatique ou méditerranéenne, les pistachiers
sont des arbustes dioiques (fleurs males et femelles poussant sur des arbustes différents). Les fleurs
d’une couleur plus ou moins marron,sont groupé en raceémes. Les fruits sont des drupes. Trois espéces
sont trés connues, Pistacia lentiscus (Lentisque pistachier) dont on extrait une résine et qui présente
un feuillage persistant, Pistacia terebinthus arbre au feuillage caduc dont on extrait I’huile de
térebenthine et enfin Pistacia vera (Pistachier vrai) arbuste au feuillage caduc dont on consomme les

graines grillées (les pistaches).
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Les especes de Pistacia sont utilisées en traitement de I'eczéma, la paralysie, diarrhée, les infections
de gorge, la jaunisse, I'asthme et les douleurs d'estomac et des calculs rénales (Chief, 1982 ; Mouhajir
et al, 2001). Elles ont diverses activités biologiques, anti-athérogenique, hypoglycemique,
antioxydant, anti-inflammatoire et insecticide ( Hamda n et Afifi, 2004). La résine de différentes
especes de Pistacia est traditionnellement utilisée comme une gomme a macher et protége les levres
contre la sécheresse, contre certaines maladies d'estomac et comme antiseptique pour le systeme

respiratoire (Baytop, 1999 ; Tulzaci et Aymaz, 2001).
2. 2 Etude botanique de pistacia lentiscus L.

2.2.1. Systematique

La classification de 1’espéce Pistacia lentiscus L. se fait selon (Emberger et al, 1960)
- Regne : Végétale

- Embranchement : Spermaphytes

- Sous embranchement : Angiospermes

- Classe : Dicotyledones

- Ordre : Térébinthales

- Famille : Anacardiacées

- Genre : Pistacia

- Espéce : Pistacia lentiscus L.

2.2.2 Nomenclature :

Nom scientifique : Pistacia lentiscus L.

Nom anglais : chios mastic tree

Nom francais : arbre au mastic, lentisque

Nom vernaculaire arabe : derw, darw

Nom berbeére : tidekt, tidekts
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(Torkelson, 1996 et Feidmann, 2005)
2.2.3 Description botanique

Pistacia lentiscus L, est un arbrisseau de 1 a 3 métres (fig 01), a odeur résineuse forte de la famille
des Anacardiaceae (Coste, 1937). Selon More et White (2005) cette espéce est caractérisee par :

Ecorce : rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Quand on incise I'écorce la

plante laisse s"écouler une résine irritante non colorée a odeur forte.

Feuilles : les feuilles sont persistantes, composeées, paripennées. (fig. 02), et possédant un nombre pair
de folioles (4 a 10) d'un vert sombre, elliptiques, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont le pétiole

est bordé d'une aile verte.

Fleurs : les fleurs sont unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme de grappe, et tres
aromatiques, forment des racémes de petite taille a lI'aisselle des feuilles. Les fleurs femelles sont vert
jaunatre et les fleurs males sont rouge foncé. (fig.03)

Fruit : le fruit est une baie globuleuse de 2 a 3 mm, monosperme, remplie par nucléole de la méme

forme, d’abord rouge, il devient brunatre a sa maturité en automne (fig. 04)

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

distillé, fournit une essence employée en parfumerie. (fig. 05)
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Figure 05 : mastique de P. lentiscus L
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2.2.4 Répartition géographique

Pistacia lentiscus L est un arbrisseau que 1'on trouve couramment en sites arides de 1’ Asie et de la
région méditerranéenne, de 1’Europe et de I’Afrique, jusqu'aux Canaries. Elle est particuliérement
représentative des milieux les plus chauds du climat méditerranéen que I'on retrouve en association
avec 1’oléastre (olivier sauvage), la salsepareilles et le myrte dans un groupement végétal nommé
"I'Oléolentisque”, mais également dans les boisements clairs a Pin d’Alep ou d'autres formations de

garrigues basses (Bellakhdar, 2003) .

En Algérie, on le retrouve sur tout type de sol, des zones subhumides et semi-arides (Smail-
Saadoun, 2002), plus précisément dans le bassin du Soummam en association avec le pin d'Alep, le

chéne vert et le chéne liege (Belhadj, 2000)
2.2.5 Propriétés thérapeutiques

L’utilisation des dérivés de Pistacia lentiscus L. en médecine traditionnelle a fait 1’objet de

plusieurs travaux. Toutes les parties de cette plante ont des vertus thérapeutiques :

La partie aérienne a ét¢ utilisée, en médecine traditionnelle, dans le traitement de 1’hypertension
artérielle (Scherrer et al. 2005). Les feuilles sont pourvues d’une action antibactérienne, antifongique,
anti-inflammatoire, antipyrétique, hépatoprotective, astringente, expectorante et stimulante (Kordali
et al, 2003).

La décoction des racines séchées est préconisée pour le traitement des inflammations intestinale et

stomacale ainsi que dans le traitement de 1’ulcére (Ouelmouhoub, 2005).

La résine est connue par son effet analgésique, antibactérien, antifongique, antioxydant,
expectorant, stimulant, diurétique et spasmolytique (Abdel Rahman et Soad, 1975 ; Dedoussis et al,
2004)

Par consequent, cliniquement, elle est souvent cité comme un reméde efficace contre certaines
maladies telles que I'asthme, les diarrhées, les infections bactériennes, les ulcéres gastro-doudénaux et
comme un agent antiseptique du systeme respiratoire (Al-Said et al. 1986 ; Marone et al. 2001). La
résine de Pistacia est utilisée dans certains mélanges de cosmétiques et de parfumerie ; comme

ingrédient de matériau de remplissage en dentisterie et en production de dentifrice
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L’huile essentielle du lentisque est connue pour ses vertus thérapeutiques en ce qui concerne les
problemes lymphatiques et circulatoires (Prichard, 2004). Selon Gardeli et al. (2008), les huiles
essentielles révélent la présence de certaines activités antalgique, antioxydante, anti-inflammatoire,

antimicrobienne.

L’huile végétale extraite de fruits de lentisque est conseillée pour les diabétiques, pour le traitement
des maux d’estomac et en cas de circoncision. Elle est utilisée également pour soulager les douleurs

dorsales et pour soigner les bralures cutanées (Bellakhdar, 1997 ; Hmimza, 2004).

En plus, elle est souvent utilisee en médecine comme astringent, expectorant, et cicatrisant. (Seigue
A., 1985)

En Algérie I’huile végétale de fruits de lentisque est utilisée contre la bronchite, asthme, sinusite,

eczéma et brulure, ainsi contre les problémes de I’appareil digestif (ulcére, colopathie, parasites)
2.2.6 Les principaux métabolites secondaires isolés

La chimie de la plante est relativement peu étudiée. La plante est connue pour contenir une huile
essentielle et fixe (Grosjean, 2007 ;Charef et al, 2008), des tanins condenses et hydrolysables (Abbas
et Boudriche , 2007), des glycosides flavonoiques, des anthocyanes (Longo et al, 2007), une résine «
mastic de chio », et des triterpénes (Atmani et al, 2002).

De la résine extraite du tronc et des tiges de Pistacia lentiscus ont été isolé une huile essentielle,
riche en monoterpenes en quantité majoritaire, des monoterpénols et des sesquiterpenes en quantité

moyenne, et des esters terpéniques en quantité mineure. (Baudoux, 2003 et Grosjean, 2007)

Des feuilles de Pistacia lentiscus ont été isolés des tanins proanthocyanidiques et galliques, des
glycosides flavonoides et des anthocyanes, et des dérivés a noyau gallique et quinique (Longo et al,
2007).

Une étude phytochimique réalisée sur les baies de Pistacia lentiscus a permis d’identifier trois
anthocyanes appelés cyanidine 3-O-glucoside ,Delphinidine 3-O-glucoside et cyanidine 3-O-
arabinoside qui ont été déterminées par HPLC (Luigia et al,2007), D’autre études chimiquee effectuée
sur la fraction d’acétate d’éthyle de fruits de Pistacia lentiscus L a permis d’isoler deux polyphénols

acide gallique et pentagolloylylucose (Abdelwahed et al, 2006) .
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L’huile essentielle représente 0,2% du poids des fruits, les monoterpénes sont les composés

caractéristiques de cette huile.
3. les huiles végétales
3.1 Définition

Une huile végétale est un melange a consistance liquide ou semi-liquide a température ambiante,
de substances majoritairement hydrophobes, solubles dans les solvants organiques apolaires ou peu

polaires, non volatiles : on parle alors d” « huile fixe ou grasse ». (Karleskind , 1992 et FAO, 1993)

Il s’agit d’huiles végétales contenant des corps gras, obtenues par expression (huile de lentisque)

ou sous 1’effet de cuisson (huile de laurier). (Lafranchi, 1998).
3.2 Composition

Une huile végétale est constituée majoritairement de triglycérides d’acides gras, accompagnés de
substances lipidiques auxiliaires non glycéridiques, comme les hydrocarbures saturés ou insaturés, des
phytostérols, des alcools terpéniques, des alcools gras, des vitamines (ex. vitamine E). A coté de ces
lipides, dits simples, on retrouve aussi dans les huiles une quantité de lipides complexes, comme les
phospholipides et les glycolipides. (Guichard, 1967 et Naudet , 1992)

3.4 Propriétés pharmacologiques

Certaines huiles végétales, notamment celles a usage alimentaire et médicinale (ex. huile d’olive),
sont connues depuis de longue date, pour I’intérét qu’elles suscitent dans la prévention et le traitement
de diverses pathologies (Bruneton , 1999). La présence dans les huiles végétales, de triglycérides
d’acides gras polyinsaturés dits « essentiels », de phytostérols, de tocophérols et d’autres constituants
sont responsables des propriétés cardioprotective, anti-oxydante, anti-inflammatoire et d’autres

activités que revendiquent ces corps gras (Bruneton , 1999).

Les tocophérols, ce que I’on appelle habituellement la vitamine E, constituent les antioxydants
liposolubles naturels qui s’opposent aux phénoméenes oxydatifs, notamment a 1’oxydation des acides

gras.

Les études menées a ce jour suggerent un effet protecteur d’une alimentation riche en vitamine

contre le risque des maladies cardiovasculaires (Bruneton, 1999 et Iserin, 2001).
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Le B-sitosterol, un des stérols majoritaires dans les huiles vegétales, est actuellement propose dans
le traitement symptomatique des troubles liés a I’hypertrophie bénigne de la prostate. Les phytostérols

sont également associés a la réduction du cholestérol sanguin (Bruneton, 1999 et Iserin, 2001).
3.5 Huile végétale de fruits de Pistacia lentiscus L.

L’huile de lentisque est de couleur verte foncée, elle n’est entieérement liquide qu’a la température
de 32 et 34 C° ; au-dessous elle laisse déposer une matiére blanche, et susceptible de cristallisation
(Leprieur, 1860).

Elle représente 38,8 % du poids des fruits, elle contient 53 % d’acide gras monoinsaturé. Le
principal acide gras est I’acide oléique (50 -72%), suivie de I’acide palmitique (23,2%) et I’acide
linoléique (21,7%), les autres acides gras sont retrouvés en faible quantités [acide palmitoléique
(1.3%), stéarique (1.1%), linolénique (0.8%), gadoléique (0.2%) et arachidique (trace)] (Trabelsi et
al. 2011).

Selon une étude de Belfadel (2009), I’analyse phyto chimique préliminaire de la fraction active
issue de I’insaponifiable, d’une huile extraite des baies récoltées a Mila (Est d’Algérie), a permis
d’affirmer la présence d’une série de phytostérols, dont le stigmastérol, qui a été isolé par
chromatographie préparée sur couche mince. L’analyse HPLC en phase inverse a confirmé la présence

de a tocophérol.
4. Les Activités biologiques étudiées
4.1. L’effet cicatrisant

La cicatrisation d’une plaie se déroule en trois phases. Chacune de ces phases est caractérisée par
des activités cellulaires spécifiques qui font progresser le processus de réparation selon des séquences

chronologiques précises, mais imbriquées les unes dans les autres (Teot et al, 2001)
» Phase inflammatoire

La cicatrisation commence par 1’apparition de phénomenes inflammatoires précoces (durée de 24
a 48 h). Immédiatement apres le traumatisme débutent des sécrétions a partir de vaisseaux sanguins et
lymphatiques. La coagulation est induite par activation de la thrombokinase qui est libérée et il en
résulte la formation de fibrine. Apres environ 10 minutes, débute 1’exsudation qui va assurer la défense

contre I’infection et la détersion de la plaie. (Diegelman et Evans, 2004)
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» Phase proliferative

Environ 4 jours apres la blessure (durée de 4 jours a 3 semaines), I’organisme commence a combler
la perte de substance par un nouveau tissu. Dans ce but, les fibroblastes produisent en premier lieu des
muco-polysaccarides qui serviront de matrice a 1’élaboration des fibres collagénes du tissu conjonctif.

(Diegelman et Evans, 2004)
» Phase de remodelage tissulaire

Aprés deux semaines en moyenne, commence la maturation des fibres collagénes (durée d’une
semaine jusqu'a plusieurs semaines). La plaie se rétracte sous 1’influence de cellules particuliéres, les
myofibroblastes. En s’appauvrissant progressivement en eau et vaisseaux, le tissu de granulation
devient plus ferme. Il se transforme en tissu cicatriciel qui, a son tour, favorisera la rétraction

cicatricielle. (Diegelman et Evans, 2004)
4.2. L’effet anti-inflammatoire
4.2.1 L’inflammation

Une inflammation est I’une des réactions du corps défensive non spécifique importante. Elle est
provoquee par des bactéries, une blessure ou un contact avec des produits irritants (Prescott et al.
2003 ; Davis, 2006).

La reaction inflammatoire est la réponse normale de 1’organisme a des agressions d’origine

immunitaire ou non. C’est une réaction du tissu conjonctif et des vaisseaux (Touitou, 2003).
4.2.2 Signaux de ’'inflammation

La réaction inflammatoire est caractérisée par quatre signaux cardinaux (rougeur, douleur, tumeur,
chaleur), mais peut aussi entrainer de multiples effets biologiques et cliniques généraux qui sont
d’intensité plus importante en cas de persistance de la réaction inflammatoire (Bonnotte et al., 2003 ;
Prescott., 2003).

4.2.3 Action anti-inflammatoire

Elle inhibe la réponse inflammatoire quel soit 1’agent pathogéne responsable, entrainant une
réduction de la vasodilatation et de I’;edéme en diminiant le chimiotactisme et la migration

leucocytaire vers le foyer inflammatoire (Pieri, 1992).

11
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4.3. Effet anti-oxydante
4.3.1. Definition les antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher 1’oxydation
des substrats biologiques, ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres (Singh et al,
2005)

4.3.2 Les antioxydants d’origine végétale

Plusieurs plantes utilisées en médecine traditionnelle sont douées des propriétés anti-oxydantes
remarquables,les fruits et les légumes contiennent une grande variété d’antioxydants comme la
vitamine C ,vitamine E, les caroténoides ,les oligoéléments et surtout les polyphénols (Defraigne et
Pincemail,2008)

> Lavitamin E

Vitamine E est le nom commun utilisé pour les molécules possédant des activités biologiques
identiques a celles de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la vitamine E inclut quatre

tocophérols isomeres a, B, 8, y avec une activité antioxydant variable (Singh et al, 2005).
» Lavitamine C

La vitamine C est un antioxydant, car elle peut réagir avec un oxydant pour le neutraliser. Elle aide a
protéger la vitamine E et les acides gras de I’oxydation. La vitamine C agit principalement sur la
vitamine E, qui joue un role clé dans la protection des membranes lipidiques et doit étre régénérée en

permanence. La vitamine C est apportée essentiellement par les fruits et les légumes.
> Les caroténoides

Ce sont des pigments végétaux lipophiles, précurseurs de la vitamine A (Singh et al, 2005)
» Les flavonoids

Peuvent agir de différentes facons dans les processus de regulation du stress oxydant (Lahouel et al,
2006)

12
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Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Notre étude expérimentale a été réalisée durant la période allant du mois de février jusqu’au mois
de juillet de I’année en cours, au niveau de :
e Laboratoire des Substances Naturelle, et laboratoire de Pharmacotoxicologie du Centre de
Recherche et de Développement(CRD) a Saidal d’ El-Harrach.
e Laboratoire des projets de fin d’étude(PFE) : département de vétérinaire université Blida-1
e Laboratoire de physicochimie, du complexe ANTIBIOTICAL -SAIDAL de Médea.
1. Matériel

1.1 Matériel biologique
1.1.1 Matériel végétal

Le présent travail a porté sur 1’étude des feuilles et des baies de Pistacia lentiscus L. la plante

étudiée a éte récoltée au niveau de la localité de Aghbal : wilaya de Tipaza.

L'identification botanique a été faite au niveau du département de botanique a I’Ecole Nationale des

Sciences Agronomiques (ENSA), El Harrach, (Alger).
1.1.2. Matériel animal

Pour 1’étude de I’activité anti-inflammatoire et cicatrisante nous avons utilisé des souris et des rats.

Les caractéristiques de ce matériel sont montrées dans le Tableau I
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Tableau | : Caractéristiques du matériel animal utilisé dans 1’étude de 1’activité anti-inflammatoire et

cicatrisante.

Activite anti- Souris male/ 18- 24 souris  Granules Température : 20

inflammatoire albinos  femelle 20g Eau de robinet a 24 °C
Humidité : 50%
Eclairage 10h /
24h

Température : 20

Activité Rats male/ 200- 09 rats Granulés az24°C
cicatrisante wistar femelle  220g Eau de robinet = Humidité : 50%
Eclairage
10h /24h
2. Méthodes

2.1 Préparation de la plante
o Les feuilles

Les feuilles, fraichement récoltées sont lavées et laissées sécher pendant 10 jours a températures
ambiante 25+2°C a I’abri de la lumiére et dans un endroit bien aéré (pour éviter la prolifération des
moisissures), apres le séchage les feuilles sont broyées en poudre fine a 1’aide d’un broyeur mécanique,

et conservées dans des boites en verre hermétiqguement fermées
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[

Figure 6 : Les feuilles de Iéntisque séchées (photos originale ; 2015).

e les baies

La récolte des fruits a été faite a la fin du mois de décembre, la matinée. Nous avons selectionné
les baies pigmentées semi-noir ou noir en évitant le stade vert ou rouge. Ce dernier stade de maturité
dit précoce pourrait influer le rendement de production de I’huile ainsi que sa conservation. (Charef
et al, 2008).

Les baies ont été lavées avec de 1’eau courante en éliminant les fruits moisis qui flottent sur 1’eau.

Apreés le lavage les baies ont été égouttées et séchées dans un endroit aéré a 1’abri de la lumiére

pendant 7 jours.

Figure 07 : Les bais de lentisque avant la sélection (photos, 2014)
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2.2 Extraction de I’huile végétale

L’extraction de I’huile végétale a été réalisée par un artisan habitant au niveau du village d’ Aghbale
de la wilaya de Tipaza, selon une méthode traditionnelle « méthode de pression ». Cette méthode est

trés proche de la méthode d’extraction de I’huile d’olive.

Les baies séchées sont d’abord traitées par décoction, puis soumises a 1’action d’un pressage a

2
I’aide de deux queues de bois pour extraire une huile un peu siccative ,la récupération de I’huile passe
par la macération dans de 1’eau chaude du fruit, suivie d’une décantation,( I’huile remonte a la surface

puisque sa densité est inférieure a celle de I'eau).
Détermination du rendement

Le rendement en huile végétale est estimé par le rapport des masses d’huile végétale et de la matic¢re

végétale utilisée (pharmacopée européenne, 2000).

Il est exprimé en pourcentage (%) et calculé selon la formule suivante :
R(%)=Muv/Mwmv *100

R (%) : Rendement en huile végétale (%)

Muv:Masse de I’huile végétale (g)

Mwmv: Masse de la matiére végétale utilisee (g)

2.3 Analyses organoleptiques

Une observation a I’ceil nu nous permet de définir des propriétés organoleptiques de notre huile a

savoir la couleur, et I’aspect .L’odeur peut étre aussi appreciée.

2.4 Analyses physico-chimiques

2.4.1 Mesure des indices physiques
a-Détermination de la Densité Relative a 20°C (d?°) (AFNOR, 2000).

La densité relative (d?°) d’une huile se définit comme étant le rapport entre la masse d'un certain

volume d'huile a 20°C et la masse d'un volume égal d'eau distillee a 20°C
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Mode opératoire et calcul

Nous pesons une fiole vide d’une capacité de 10 ml a I’aide d‘une balance précise. Remplir la fiole
avec de I’eau distillée, peser la fiole pleine. Effectuer les mémes opérations, en remplagant 1’eau par

notre huile végétale. La densité est calculée selon la formule suivante :

420 — (m2 —mo)
20 = 7+ —~3
(m1 —mo0)

mO : la masse en gramme de la fiole vide.

m1 : la masse en gramme de la fiole remplie d’eau.

M2 : la masse en gramme de la fiole rempli d’huile végétale.

b. Détermination de I’Indice de Réfraction a 20°C (IR) (AFNOR NET75-112 :1999)

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon lumineux, de

longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans 1’huile.
Mode opératoire

Le Réfractometre est réglé en mesurant I’ IR de I’eau distillée qui doit €tre de 1,333 a une température
de 20°C. Le produit est placé a I'aide d'une pipette dans la cellule de mesure de réfractometre jusqu’au
trait de signal, la cellule est fermée a I'aide d'un couvercle. Apres stabilisation de réfractomeétre a la

température de 20°C, la valeur de cet indice est lue sur le cercle gradué.
2.4.2 Mesure des indices chimiques
a.Détermination de I’indice d’acide (IA) (pharmacopée européenne, 2008).

L’indice d’acide est défini comme étant le nombre qui exprime la quantité (en mg) d’hydroxyde de
potassium (KOH) nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’huile. Les acides

libres sont neutralisés par une solution éthanoique titrée de KOH

Mode opératoire
e peser 1g d’H.V et I’introduire dans un Erlenmeyer.

e Ajouter Sml d’éthanol neutralisé et 5 gouttes au maximum de phénolphtaléine.
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e Titrer le liquide avec la solution d’hydroxyde de potassium(KOH) 0.1M.

e Poursuivre 1’addition jusqu’a I’obtention du virage de coloration de la solution persistante
pendant 30s.

e Noter le volume(V), de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée.

e L’indice d’acide IA est calculé selon la formule suivante :

V x5,61
M

1A =

V : Le volume en ml de la solution de KOH utilisé pour le tirage.
M : la masse d’HV prise.
b.Détermination de I’indice de Saponification (IS) :(Pharmacopée Européenne, 2004)

L’indice de saponification est la quantité¢ en milligrammes de potasse caustique (KOH), nécessaire

pour transformer en savon les acides gras et les triglycérides d’un gramme de corps gras.

Mode opératoire

Dans une fiole de 250 ml, nous introduisons la prise d’essai (2g). A cet ensemble sera ajouté une
quantité de 25 ml d’hydroxyde de potassium alcoolique 0,5 M et quelques billes de verre. Ensuite, 1
ml de solution de phénolphtaléine sera ajouté et un titrage sera fait immédiatement par 1’acide
chlorhydrique (0,5M). En paralléle, un essai a blanc sera réalis¢ dans les mémes conditions. L’indice
de saponification est calculé par la formule suivante :

28.05 (n2—n1)
m

IS=

» nl:volume en ml de solution de HCI utilisé pour le titrage dans 1’essai a blanc.
» n2:volume en ml de solution de HCl utilisé pour le titrage dans 1’essai d’HV prise.

» m : la masse en gramme d’HV utilisé.
Cc. Détermination de I’Indice d’Ester (AFNOR 2000)

L’indice d’Ester (IE) est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la neutralisation des acides libérées par hydrolyse des esters contenus dans
1g d’huile.

Il est calculé a partir de 1’indice de saponification (IS) et de I’indice d’acide (IA)
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IE=IS-IA

2.5 Préparation de I’extrait aqueux et de la pommade

» L’extrait aqueux a 10%

100 ml d’cau distillée sont portées a ébullition, 1’eau (bouillie) est versée sur 10 g de poudre

végétale (pour les feuilles) puis la préparation subit une filtration aprés 15 a 20 min d’infusion

(Majhenie et al, 2007).

» Lapommade

Mélanger 20 g de poudre végétale des feuilles brute avec 100g de vaseline. Le mélange donne une

pommade de couleur vert, cette pommade doit étre mise dans une boite hermétiquement fermé.
2.6 Etude de I'effet anti-inflammatoire

La mise en évidence de I'effet anti-inflammatoire a été réalisée selon le test de Levy et aL, (1969).

a. Principe

Le test consiste a I'injection de la carraghénine sous I'aponévrose plantaire de la patte postérieure
gauche de la souri provoquant ainsi une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un produit
anti-inflammatoire.Cette étude permet de comparer la réduction de l'cedéme plantaire aprés
administration de la dose égale du produit anti-inflammatoire a tester et du produit de référence
correspondant (Colot, 1972)

b.Mode opératoire
» Préparation de la carraghénine

La préparation de la solution Carraghénine a 1% a été faite par une solubilisation de 0.05 g de la
Carraghenine dans 5 ml de I'eau physiologique.

*Les souris ont été mises a jeun 18 h avant le test puis se sont répartis en 04 lots de 06 souris.
v" Au temps T=0 (gavage)
Administration aux souris des quatre lots les suspensions suivantes :
-lot témoin : chaque souris recoit 0.5 ml d'eau physiologique.

-lot essai 01 : chaque souris recoit 0.5 ml du produit de référence (Clofenal®).
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-lot essai 02 : chaque souris recoit 0.5 ml d’extrait aqueux des feuilles a 10%.
-lot essai 03 : chaque souris regoit 0.5 ml d'huile végétale pure.
v' Au temps T0+30min

Injection par voie intra péritonéale de la solution de Carragénine a 1% sous I'aponévrose plantaire
de la patte postérieure gauche. Le volume injecté est de 0.025 ml pour chaque souris.

v' A temps T0+04h

Aprées avoir sacrifié les souris ayant été soumises a une forte concentration d’éther diéthylique, en
suite les pattes postérieures ont été coupées a hauteur de I’articulation. Le poids des pattes postérieures
gauches et droites des souris des 04 lots a été pris .

v Expression des résultats

-Calculer les moyennes arithmétiques des poids de la patte gauche et de la patte droite pour chaque
lot.

-Calculer le % d'augmentation des poids de la patte (%d'oedéme ) par la formule suivante:

moyenne des poids pattes gauches—moyenne des poides des pattes droites

X 100

%d’augmentation d’oedem= - -
moyenne des poids des pattes droites

-calculer le % de réduction de l'oedéme chez les souris traitées pare rapport aux témoins:

, . \ % de l' edéme témoin—% de l' edéme essai
% de réduction d' oedém = = e TP P— x 100
0

2.7 Etude de I’effet cicatrisant
a. Principe

Le principe consiste a ’application du produit a tester (huile végétale de baie de lentisque et une
pommade a base de poudre des feuilles de lentisque et de vaseline pure , et d’un produit cicatrisant de
référence(Madeécassol®) sur des plaies préalablement provoqués , les applications se feront
quotidiennement ( pendant 15 jours environ ), cette ¢tude a été basée sur deux criteres d’évaluation qui

sont :
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-la durée de cicatrisation
-1’évolution de la surface des plaies.

b. Mode opératoire (Bensegueni, 2007)

e laveille de I’expérimentation les rats ont été marqués a la téte, au dos et a la queue dans le but
de les identifier. Ils ont été pesés en vue de déterminer leur poids et repartis selon leur lot, en
suite ces derniers sont mis a jeun.

e Le 1°jour du test : les rats sont anesthésiés par I’injection intra péritonéale de la kétamine
(0.5ml/rats)

e Epiler a I’aide d’une tondeuse les rats au niveau dorsale jusqu’a I’apparition nette de la peau

e Désinfecter la région épilée avec de 1’alcool chirurgical 70%.

e Tracer la zone a découper a I’aide d’une forme cylindrique de 2 cm.

e Découper les zones tracées en utilisant une paire de ciseaux et une pince pour enlever la peau
coupée, nettoyer la surface dépourvue de peau par la gaze imbibée d’eau physiologique a 90%

ePrendre I’empreinte de la plaie sur du papier transparent

e L’application des produits a tester se fait quotidiennement (pendent 15jours) sur des plaies

(essais) par contre les autres plaies ne recevront aucun traitement (témoins) (tableau I1).
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Tableau Il : Application des produits a testées (HV, pommade de lentisque, Madécassol ®)

Lot Traitement

Lot essai 01 Plaie témoin : ne recoit aucun traitement
Plaie essai : recoit une application dermique de
I’huile végétale de lentisque

Lot essai 02 Plaie témoin : ne regoit aucun traitement
Plaie essai : recoit une application dermique de
la pommade de lentisque.

Lot essai 03 Plaie témoin : ne recoit aucun traitement
Plaie essai : recoit une application dermique du
produit de référence Madécassol ®.

e Reprendre les empreintes a J4, J7, J9, J11, J15.

e Les surfaces des plaies sont exprimées en centimétre carré. les calculs ont été accomplis en
utilisant le logiciel Auto-cade 2010. Les différentes étapes de 1’évaluation de D’activité
cicatrisante sont illustrées dans la figure 14(annexe 1V)

2.8 Etude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH

a. Principe

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur

violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Maataoui et al. 2006).
b. Mode opératoire

Elle consiste a évaluer I’activité antioxydant in vitro par la mesure du pouvoir de piégeage du
radicale DPPH( 2,2 diphenyl-1-picryhydrazyl),pour cela 25ul de chaque solution méthanoique des
extraits testes a différentes concentrations(1 ;0.8 ;0.6 ;0.4 ;0.2et 0.1mg /ml) ,préparées a partir d’une
solution mére de 1mg/ml, sont mélangées avec 975ul d’une solution méthanoique de DPPH a une
concentration de 0.024mg/ml. Aprés une période d’incubation de 30 minutes a I’obscurité, et a une

température ambiante, I’absorbance est lue a 517nm.
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En paralléle, une solution mére de vit C (Img / ml) a été préparé. A partir de cette solution des
dilutions a différent concentrations (0.8mg /ml,0.6mg/ml ,0.4mg /ml ,0.2mg/ml et 0.1mg/ml) sont
préparées .L’inhibition du radicale libre de DPPH en pourcentage (1%) est calculé selon la formule

suivantes :

%d’inhibition=DO Témoin — DO Echantillon*100/DO Témoin
DO témoin : absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol).
Calcul des IC50 :

IC50 ou concentration inhibitrice de 50 %, est la concentration de I’échantillon testé nécessaire
pour réduire 50 % de radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions
linéaires des graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des

fractions testées.
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1. Rendement de I’huile végétale
Le rendement de I’HV de Pistacia lentiscus L obtenu par pression, est de 9.8%.
2. Les Analyses organoleptiques

Les résultats des analyses organoleptiques sont représentés dans le tableau 111

Tableau 111 : Résultats des analyses organoleptique de I’huile végétale de P lentiscus L

Huile végétale de P Forte vert Liquide

lentiscus L o
trés caracteristique

Figure 08 : Huile végétale de lentisque (photos originale)

L’huile de pistacia lentiscus obtenue aprés extraction par pression présente une odeur tres forte et
caractéristique de la plante, une couleur vert foncé, et un aspect liquide mobile mais susceptible de
laisser déposer une matiere blanche. Ceci est dii a la présence de matiére grasse.

En effet selon Trabelsi et al. (2011) I’huile de P lentiscus est tres riche en acide gras 53 % d’acide
gras mono insaturé .Le principal acide gras est I’acide oléique (50 -72%), suivie de I’acide palmitique

(23,2%) et I’acide linoléique (21,7%),
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3. Analyses physicochimiques

Les résultats obtenus sont présenté dans le tableau suivant

Tableau 1V : Les parameétres physico-chimiques de I’huile végétale de P lentiscus L.

parameétre Résultats AFNOR(2000)
Propriétés 1-Indice de réfraction 1.467 1.459 a 1.467
Physiques
2-Densité 4 20°C 0.916 0.906-0.923
Propriétés 3-Indice d’acide 1.683 <10
Chimiques 4-Indice de saponification 194.947 170-210
5-Indice d’Ester 193.264 Non indiqué

Le tableau IV montre qu’a I’exception de I’indice d’ester pour lequel la valeur extréme n’est pas
donnée, le reste des résultats des parameétres physicochimiques ciblés se situent dans les intervalles des
valeurs de la norme AFNOR(2000).

L’indice de réfraction renseigne sur la qualit¢ de 1’huile végétale, il varie avec la teneur en
monoterpénes et en dérivés oxygénes (Koba et Sanda, 2003). Une forte teneur en monoterpénes

donnait un indice élevé.

Bien que les monoterpénes soient bien représentés dans notre huile végétale, , et le résultat obtenu
(1.467) montre que notre huile végétale est de bonne qualité physicochimique. Cette valeur est proche

que celle reportée par Boukeloua et al. (2012) pour I’huile de lentisque (1,465 £ 0,03)

La valeur de la densité relative de 1’huile végétale de lentisque trouvée est de 0.905. Ce résultat est
en accord avec la norme AFNOR. Par ailleurs, est en accord avec les valeurs signalées par Boukeloua

et al. (2012), a savoir une densité de 1’ordre de 0,918 + 0,02 pour I’huile de lentisque.

Concernant les paramétres chimique, la valeur obtenue de 1’indice d’acide(1.683) est Conforme a

la norme établie ( inférieure a 10). Cet indice permet de donner une appréciation sur le taux d’acides
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gras libres. Plus sa valeur est faible, meilleure sera la qualité de I’huile végitale (Salle, 1991). (Kanko
et al.,2004).

La valeur obtenue pour I’indice de saponification est trés élevée (194.947) ce qui suggére
I’utilisation de cette huile pour la production des savons (Kpoviessi, 2004).

Cette valeur est proche de celle reportée par Boukeloua et al. (2012) (193,0 £0,05) et elle est plus
élevée que celle obtenue par Charef (2008) de 147,8 + 0,2 pour I’huile extraite a partir des fruits noirs

de Pistacia lentiscus L, tandis que pour les fruits rouge, cet indice est de 154,6 +0.1.
4. L'effet anti-inflammatoire

Les résultats de pourcentage d'cedéme et la réduction d'cedéme sont montrés dans la figure (09 et
10) et tableau V (annexe I1).

% d'eedeme

35,00%

30,00%

25,00%

20,00%

15,00%

10,00%

5,00%

0,00%

Figure 09 : Le pourcentage d’augmentation d'eedéme pour les lots T ,R,E1 et E2

T :Témoine R : Référence E1 : Huile végétale des fruits E2 : extrait aqueux des feuilles de

lentisque

Le lot témoin c'est le lot qui a présenté le pourcentage d'cedéme le plus élevé ( 30.90%) en
comparaison avec les 03 autres lots (référence, Huile végétale,extrait aqueux) donc I’inflammation

était plus importante chez les souris de lot témoin.
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Le pourcentage de I’cedéme chez les souris du lot de référence et celui des souris du lot d’extrait
aqueux montre des valeur proches.(18.90% et 14.28% respictivement).alors que 1’huile végétale

montre une valeur de 7.75%.
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20%
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Figure 10 : Le pourcentage de réduction d'cedéme pour les lots T ,R,E1 et E2

T :Témoine R :Référence E1 : Huile végétale des fruits E2 : extrait aqueux Feuilles de

lentisque

Aprés 4 heures du début de I'application du traitement,on a observé que I'huile végétale et I'extrait
aqueux des feuilles de P.lentiscus, ont induit une réduction de l'cedéme de 74.91% et 53.78%
respectivement. Ces taux sont plus elevés que ceux du traitement classique par le Clofénal®. En
effet,ce dernier a provoqué une réduction d’cedéme de 38.80%.

Ce test montre que I’huile végétale des fruits et I’extrait aqueux des feuilles ont un effet anti-
inflammatoire caractéristique dans ce modele d’inflammation cutanée chez les souris. Nous pensons
que nos extraits sont caractérises par la présence des métabolites secondaires a savoir les flavonoides,

les tanins qui sont connus par leurs effets anti-inflammatoires.

Selon Kim et al (2006), La présence de tanins dans les fruits et les feuilles de Pistacia lentiscus L

est en partie responsable de cet effet. Les travaux de Formica, (1995), semblent indiquer que les
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flavonoides possedent des propriétés anti-inflammatoires. Selon d’autres auteures (Garcia et al. 1999)

les phytostérols trouvés dans la plante ont une activité anti-inflammatoire
5. L’effet cicatrisant

Les résultats obtenus apres application journaliere de la pommade (a base de la poudre des feuilles)

et de ’HV ainsi que la référence et le témoin sont les montrés dans la figure 11et tableaux (annexe I1)

2,5
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Q2 — d
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S
S
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> .
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0,5

jl ja j9 j11 j15

jours

Figurell : Evaluation de I’action cicatrisante chez les rats

La figure 11 qui récapitule les résultats de I’activité cicatrisante, montre que la cicatrisation

augmente progressivement avec le temps de traitement.

Nous avons constaté une réduction de la surface initiale des plaies sans traitement et des plaies
traitées. Cette réduction varie selon le produit utilisé. Les plaies traitées montrent une cicatrisation
plus rapide, notamment entre le 4™ et 9™ jour de traitement, par contre aux témoins a accusé un

retard de cicatrisation.

Au 15 €™ jour nous remarquons que cette réduction est plus importante au niveau des plaies traités
par madécassol, (surface de 0.01 cm?) et par I’'HV (surface de 0.03 cm?).
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Cet effet est moins important pour le traitement par la pommade a base des feuilles de lentisque
(surface de 0.05 cm?). Les plaies sans traitement présentent une réduction plus faible (surfaces de

0.22 cm?) et aprés 15 jours la cicatrisation totale n’a pas été observée.

Ces observations nous permettent de souligner I’effet cicatrisant de P.lentiscus L. et plus
particulierement son huile végétale qui est presque équivalent sur le plan thérapeutique par rapport a

celui du madicassol.

Ces résultats, montre que I’HV de fruits et la pommade a base des feuilles de lentisque ont une
action cicatrisante plus ou moins importante. Cette activité est probablement associée aux différents
constituants phytochimiques des fruits et des feuilles de P.lentiscus L.notamment les polyphénols et
les tanins. Ces composés sont connus par leur activité cicatrisante. En effet les tanins activent la
multiplication et la régénération cellulaires ce qui contribue a augmenter la vitesse de cicatrisation
(Iserin ,2001)

En phytothérapie I’HV de lentisque est utilisée également pour soigner les briilures cutanées
(Bellakhdar, 1997 ; Hmimza, 2004).En plus, elle est souvent utilisée en médecine comme astringent,

expectorant, et cicatrisant. (Seigue , 1985).

Les feuilles sont pourvues d’une action antibactérienne, antifongique, anti-inflammatoire,

expectorante et stimulante (Kordali et al, 2003).

Ainsi les travaux scientifiques de Djerrou et al. (2010) sur P lentiscus ont montré une activité
cicatrisante réelle sur les brllures expérimentales chez le model lapin, en diminuant la phase

inflammatoire, et en favorisant la contraction des plaies et en réduisant la période d’épithélialisation.

En effet des tests scientifiques de Boulebda et al. (2009) ont montré une activité cicatrisante

excellente de certains acides gras de lentisque.
6. ’effet antioxydant

Le radical libre DPPH permet 1’estimation du pouvoir antioxydant de 1’huile végétal et de I’extrait
aqueux de P.lentiscus L. C’est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune quand

il est capté. L’intensité de couleur jaune refléte la capacité anti-radicalaire de ces produits testes.

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction

des différentes concentrations des extraits. (fig 12)
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Figure 12 : Pourcentage d’inhibition pour I’huile végétale, extrait aqueux et vitamine C en

fonction des différentes concentrations.

D’apres la fig 12, nous constatons que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
la concentration soit pour la vitamine C, extrait aqueux ou pour I’huile végétale du Pistacia lentiscus
L.

Nous avons remarqué que les pourcentages d’inhibition du radical libre pour I’huile végétale et

I’extrait aqueux sont inférieurs a celui de la vitamine C.

La capacité antioxydant de nos extraits est exprimé en 1C50, ce paramétre est défini comme étant
la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de ’activité de DPPH (changement de
couleur) (Molyeneux,2004) .la puissance antioxydant d’HV et EA de P lentiscus L est évalué en

comparent sa valeur d’IC50 par rapport a celle de la vit C, pris comme standard.

A partir de figure 12 nous avons déterminé 1C50 de chaque échantillon, les valeurs sont regroupées

dans le tableau VV
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Tableau V : Valeurs des IC50 de le vit C, d’HV, ’EA de P lentiscus L.

IC50 exprimée en mg/ml 0.49 0.43 0.23

L’analyse de tableau 5 montre que la vit C présent le pouvoir antioxydant le plus important de tous

les échantillons testé avec une 1C50 plus faible (0.23mg /ml)

Nous remarquons que 1I’IC50 de I’extrait (0.43mg /ml) et de I’huile (0.49mg/ml) de la plante étudié
présent des valeurs non négligeables par apport a celle d’un antioxydant synthétique (vit C) ce qui
prouve que le lentisque posseéde une capacité de neutralisation du radicale libre DPPH. Nos résultats
viennent renforcer ceux observées par Kelly et al. (2002) qui ont démontré que les extraits des feuilles

et des fruits de P lentiscus L possédent une activité antioxydant.

Cette activité pourrait étre liée, en partie, a leurs richesses en composés phénoliques qui se trouvent
dans les fruits et les feuilles et qui sont connus comme substances anti oxydantes ayant la capacité de

piéger les espéces radicalaires et les formes réactives de I’oxygéne.

Luigia et al. (2008) ont montré que les anthocyanines présentent dans les fruits de Pistacia lentiscus
L piégent & 92 % le radical DPPH.
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Conclusion

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétales algériennes a caractére thérapeutique, nous
nous sommes interissées a 1’étude du Pistacia lentiscus L. trés répendue en afrique du nord.Cette plante

récolté au sein de la wilaya de Tipaza. Les résultats obtenus ont montré ce qui suit :

L’extraction de I’huile végétale réalisée par une méthode traditionnelle « méthode de pression», a

donné un rendement de 9.8%.

Les résultats des analyses physicochimiques (densité, indice de réfraction, indice d’acide, indice de
saponification et indice d’ester) sont conformes aux normes. Ceci refléte la bonne qualité

physicochimique de I’huile végétale de lentisque analysée.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire par le test de Levy, a révelé que I’huile végétale pure
des fruits et I’extrait aqueux a 10% des feuilles de Pistacia lentiscus L. possédent un activité anti-
inflammatoire avec des taux de réduction d’oedéme de 75% et 53.78% respéctivement, qui est

superieur a celui d’un produits commercialisé qui est le Clofénal® a (38.80%).

A la lumiere des résultats obtenus on peut conclure que I’HV de fruits et la pommade a base des
feuilles de lentisque ont un effet cicatrisant plus ou moins important. Cette activité est probablement
associee aux différents constituants phytochimiques des fruits et des feuilles de P.lentiscus L

notamment les polyphénols et les tanins. Ces composés sont connus par leur activité cicatrisante.

Le potentiel antiradicalaire de I’huile végétale des fruits et de ’extraits aqueux des feuilles de
Pistacia lentiscus L a été déterminé par la méthode de DPPH dont les résultats montrent que I’extrait
aqueux posséde une meilleure activité anti-oxydante par rapport a I’huile végétale.

Comme perspective et en vue de poursuivre et d’approfondir ce travail, il serait intéressant

également de compléter ce travail par :

e Une étude ethnobotanique pour avoir des informations sur 1’utilisation de cette plante par la
population en medecine traditionnelle.

e Compléter I’analyse physico-chimique par des tests plus approfondis (CGMS, CCM,
HPLC...etc.).

e Mettre en évidence d’autre activité biologique comme 1’activité antimicrobienne.
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Annexe |

Matériel non biologique

Appareillage

>

YV V.V V V V V V V

>

Actimetrephotoélectrique

Agitateur

Bain marie

Balance analytique

Balance pour animaux

Cages transporteurs pour les observations
Cages pour rats et souris

Crayon marqueur

Hotte pour solvants

Plaque chauffante

Portoir

Petite matériels

YV V. V V V

>

Ciseau

pieds a coulisse

pince

Seringue de 2 ml et 1 ml.
Sonde de gavage pour souris
Spatule

Verrerie et accessoires

>

YV V V V V V V V

Bécher

Disques de papiers filtre
Entonnoirs

fioles

mortier en porcelaine
Papiers aluminium
Papiersfiltres

Pipettes graduées

Spatule
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Quelques réactifs et produits chimiques

V V V V V VYV V

>

Acide chlorhydrique
Carragéenine
Chloroforme
Diclofénac

Eau distillée

Eau physiologique
Ethanol

Ether diethylique

-Préparation d’HCL a 10% :

10ml d’HCL+100ml d’eau distillée.

Préparation de KOH (hydroxyde de potassium) a10%o :

5g de KOH+50ml d’eau distillée (bien agiter)
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Annexe Il
Tableau VI : Résultats de 1’activité anti-inflammatoire chez les souris.
lots Moyenne des | Moyenne  des | % d’cedéme % de réduction
Poids Poids d’cedéme
p. gauches p. droites
Témoin 0.144g 0.110g 30.90% -
Référence 0.113g 0.095¢ 18.90% 38.84%
Extrait des | 0.1369 0.1199 14.28% 53.78%
feuilles
p.lentiscus
Huile végétale | 0.125g 0.1169 7.75% 75%
Tableau V11 : Poids des pattes postérieure des souris (lot témoin).
pattes Poids (9)
gauche 0.110 0.120 0.158 0.165 0.150 0.138
Droite 0.104 0.110 0.108 0.126 0.109 0.108
Tableau V111 : Poids des pattes postérieures des souris (référence (Clofénal®).
pattes Poids (9)
gauche 0.128 0.117 0.110 0.105 0.110 0.108
Droite 0.114 0.108 0.077 0.109 0.085 0.078
Tableau IX : Poids des pattes postérieure des souris (extrait aqueux).
pattes Poids en (g)
gauche 0.139 0.145 0.141 0.140 0.125 0.131
Droite 0.130 0.130 0.127 0.119 0.116 0.096
Tableau X : Poids des pattes postérieure des souris (huile végétale).
pattes Poids en (g)
gauche 0.142 0.119 0.120 0.107 0.141 0.126
Droite 0.139 0.118 0.100 0.106 0.123 0.110
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Tableau XI : Evaluation des surfaces des plaies traités (huile végétale)

Nombre des | Surface en | Surface en | Surface en | Surface en | Surface en cm?j15
rats cm? j1 cm? j4 cm? j9 cm?j11

01 2.15 1.3 0.25 0.15 0.05

02 2.18 1.61 0.17 0.10 Cicatrisation complait
03 2.40 1.75 0.41 0.21 0.10

Tableau XI1 : Evaluation des surfaces des plaies traités (Pommade a base de poudre des feuilles)
Nombre des | Surface en | Surface en | Surface en | Surface en | Surface encm?j15
rats cm? j1 cm? j4 cm? j9 cm?j11

01 2.21 1.44 0.27 0.13 0.004

02 2.31 1.61 0.38 0.20 cicatrisation

03 2.32 1.93 1.23 0.55 0.17

Tableau XI11 : Evaluation des surfaces des plaies traitées (madécassol ®)

Nombre des | Surface en | Surface en | Surface en | Surface en | Surfaceencm?jl
rats cm?ji cm? ji1 cm? jl cm? ji1

01 1.79 1.53 0.19 0.09 Cicatrisation complait
02 1.82 1.01 0.12 0.03 0.01

03 2.53 1.75 0.24 0.36 0.04

Tableau X1V : Evaluation des surfaces des plaies non traités (plaies témoin)

Nombre de | J1 J4 J9 J11 J15
rats

01 1.95 1.61 0.96 0.58 0.33
02 2.23 2.01 1.46 0.62 0.18
03 2.38 1.89 0.88 0.47 0.17

Tableau XV : Absorbance et pourcentage d’inhibition (huile végétale)

Concentration | 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1

(mg /ml)

Absorbance 0.4647 0.3756 0.2920 0.2450 0.1619 0.0675
(nm

%I 8.22 26.25 42.66 51.89 68.21 86.74
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Tableau XVI : Absorbance et pourcentage d’inhibition (extrait aqueux)

Concentration | 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1

(mg /ml)

Absorbance 0.2500 0.2184 0.1784 0.0803 0.0553 0.0134
(nm)

%l 21.13 31.10 43.72 74.66 82.55 95.77
Tableau XVII : Absorbance et pourcentage d'inhibition (vit C)

Concentration | 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 1

(mg /ml)

Absorbance 1.061 0.5192 0.4167 0.1560 0.1544 0.0240
(nm)

%l 9.005 40.2 67.55 80.7 87.97 97.3
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Annexe |11

Balance a animaux Agitateur magnétique

Hotte pour solvants
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Densimetre Spectrophotometre

Réfractomeétre



Annexe

Résultat de I’indice de saponification Résultat de I’indice d’acide

Solution de DPPH pommade a base des feuilles de lentisque
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Annexe IV

a) Mise & jeun les souris pendent 18h b) Administration des solutions a testées

f) Pesé les pates e) Coupé les pattes postérieures

Figure 13 : Différentes étapes de I’activité anti-inflammatoire (photos originale)
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a)Anesthésie les rats b) Epilations

c)Tracé la zone a découpé d) Escision de la peau

e)Prendre les empreintes des surfaces des plaies f) Application des produits testées

Figure 14: Différentes étapes de 1’activité cicatrisante (photos originale)
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