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RESUME 

 

La présente étude a pour objectif d’évaluer les propriétés physicochimiques, la 

composition en acides gras et en tocophérols, les teneurs en polyphénols totaux et en 

flavonoïdes, ainsi que les activités antimicrobiennes, antioxydantes, inhibitrices des 

enzymes α-glucosidase et α-amylase, anti-inflammatoires in vitro et in vivo et 

photoprotectrice de l'huile pressée à froid des graines de Prunus amygdalus var. 

amara cultivées en Algérie.  

La teneur en huile des graines d’amande amère est égale à 35,5 %. Cette huile 

est caractérisée par un indice de saponification élevé (215, 94 mg de KOH / g d'huile), 

un indice de peroxyde de 7,74meq O2 kg d'huile, un K232 de 2,612 et un K270 égal à 

0,39.  

L'analyse par CG-MS de l’huile d’amande amère (HAA) a révélé que l’acide 

oléique (68,27%) et l'acide linoléique (16,14%) sont les acides gras majoritaires.  

L’analyse par HPLC a montré que l’α-Tocophérol (85,77 mg/kg) est l’isomère 

dominant dans cette huile. Les contenus phénoliques et flavonoïdes totaux sont 

respectivement de 21,94±0,29 et 21,52±0,14 µg/ml.  

Les souches bactériennes, les levures et les dermatophytes testées s’avèrent 

plus sensibles à l’action antimicrobienne de l’HAA.  

Une activité antioxydante appréciable a été obtenue en utilisant le test CUPRAC 

(A0,50 = 34±0,44μg/ml) et modérée, pour  les tests DPPH, ABTS, FRAP et β-carotène.  

L’HAA a présenté de meilleures activités inhibitrices des enzymes α-

glucosidase et α-amylase comparée à la molécule de référence l’accarbose, et une 

activité inhibitrice modérée de l'acétylcholinestérase (AChE).  

En outre, l’HAA a exercé un effet anti-inflammatoire remarquable testé in vitro 

et in vivo, comparable à celui du diclofénac sodique. Ces effets ont été confirmés à 

échelle cellulaire par des examens histopathologiques.  



Par ailleurs, la mesure de la capacité photoprotectrice de l’HAA a révélé une 

valeur de FPS modérée égale à 7.34 

Globalement, l’HAA possède un potentiel probant favorable pour la conception 

de nouvelles préparations industrielles à des fins nutritionnelles, pharmaceutiques et 

cosmétologiques. 

Mots clés : Huile de Prunus amygdalus var. amara, paramètres physico-chimiques, 

acides gras, antioxydante, inhibitrice des enzymes, anti-inflammatoire, 

photoprotectrice 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

The present study aims to evaluate the physicochemical properties, fatty acid 

composition, total polyphenol, flavonoid, and tocopherol contents, as well as the 

antimicrobial antioxidant, enzyme inhibitory, anti-inflammatory in vitro and in vivo and 

photoprotective  activities  of Prunus amygdalus var. amara cold-pressed oil cultivated 

in Algeria. 

  Bitter almond produces seeds that yield 35.5% of oil. It was characterized by a 

high saponification index of 215.94 mg KOH g-1 of oil, a peroxide value of 7.74 meq 

O2kg of oil, a K232 of 2.612, and a K270 of 0.39.  

This oil represented a valuable source of healthy fatty acids. GC-MS analysis 

revealed oleic (68.27%) and linoleic (16.14%) as the main fatty acids. α-Tocopherol 

(85.77 mg/kg) was found to be the major component. The total phenolic and flavonoid 

contents were respectively 21.94±0.29 and 21.52± 0.14 µg/ml.  

  The inhibitor potential of BAO (bitter almond oil) revealed a good activity against 

some microorganisms of both Gram+ and gram- bacteria, as well as yeast and 

dermatophytes strains. 

The oil showed good antioxidant activity (A0.50 = 34±0.44μg/ml) using the 

CUPRAC assay and low activity with DPPH, ABTS, FRAP, and β-carotene assays, 

respectively.  

BAO displayed the most promising α-glucosidase and α-amylase activities 

compared to acarbose as a reference molecule, and moderate acetylcholinesterase 

(AChE) inhibitory activity.  

Moreover, BAO demonstrated in vitro and in vivo anti-inflammatory efficiency in 

a dose-dependent manner, comparable to that of diclofenac sodium. These effects 

were supported with histological examinations.  



Furthermore, the measurement of SPF value of the studied oil, revealed a moderate 

photoprotective activity with SPF value of 7.34  

Overall, our results showed that BAO has a strong potential to design new 

industrial preparations with nutritional, pharmaceutical, and cosmeceutical 

applications. 

Keywords Prunus amygdalus var.amara oil, physicochemical parameters, fatty acids. 

Antioxidant, enzyme inhibitory, anti-inflammatory, photoprotective. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 الملخص

 

ويات ومحت تهدف الدراسة الحالية إلى تقييم الخواص الفيزيائية والكيميائية، وتكوين الأحماض الدهنية          

والفلافونويد ، والتوكوفيرول ، وكذلك مضادات الأكسدة المضادة للميكروبات ، ومثبطات الإنزيم ،  البوليفينول الكلي

. زيت العمارة المعصور Prunus amygdalus var amaraومضادات الالتهاب الحي والأنشطة الواقية للضوء من 

 على البارد المزروع في الجزائر.

          KOH g-1مجم من  493.12من الزيت. وقد تميز بمؤشر تصبن مرتفع يبلغ  ٪53.3ينتج اللوز المر بذور تنتج  

 .9.51من  270K، و 4.694من  232K، و µl ...2الزيت وقيمة بيروكسيد تبلغ من 

 acide oléiqueأن  GC-MSمثل هذا الزيت مصدرا قيما للأحماض الدهنية الصحية. أظهر تحليل ي     

 α-Tocopherol  ( هما الأحماض الدهنية الرئيسية. تم العثور على 96.92٪)acide linoléique ( و٪.62.4)

(mg/kg 85.77)  9.41±  49.12ليكون المكون الرئيسي. كان إجمالي محتويات الفينول والفلافونويد على التوالي       

 ميكروغرام / مل. 9.92±  49.34و 

ك بكتيريا ، وكذلالنشاطًا جيدًا ضد بعض الكائنات الحية الدقيقة لكل من  أظهرت إمكانات المثبط لـزيت اللوز المر 

 الجلدية. سلالات الخميرة والفطريات

ميكروغرام / مل( باستخدام مقايسة  A0.50 = 34 ± 0.44أظهر الزيت نشاطًا جيدًا مضادًا للأكسدة )    

CUPRAC  ونشاط منخفض مع فحوصاتDPPH وABTS وFRAP .وبيتا كاروتين، على التوالي 

مرجعي، والنشاط الواعدة مقارنةً بالأكاربوز كجزيء  α-amylaseو  α-glucosidaseأكثر أنشطة  HAAعرض 

 (.AChEالمثبط المعتدل لأسيتيل كولينستراز )

جرعة الكفاءة مضادة للالتهابات في المختبر وفي الجسم الحي بطريقة تعتمد على  HAA، أظهر كعلاوة على ذل

 مقارنة بكفاءة ديكلوفيناك الصوديوم. تم دعم هذه التأثيرات بالفحوصات النسيجية.

بشكل عام  ±. 52..تبلغ  SPFللزيت المدروس نشاطًا معتدلًا للوقاية من الضوء بقيمة  SPFأظهر قياس قيمة  

لديه إمكانات قوية لتصميم مستحضرات صناعية جديدة مع تطبيقات غذائية وصيدلانية  HAAأظهرت نتائجنا أن 

 ومستحضرات التجميل.

 مضاد للالتهابات، واقي من الضوء مضاد للأكسدة، مثبط للإنزيم، زيت اللوز المر،. الكلمات المفتاحية
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INTRODUCTION 

 

 Depuis longtemps, les populations locales de plusieurs régions du monde 

utilisent les plantes entières ou certaines parties de plantes aromatiques et 

médicinales, sous forme d'infusion, de décoction, de cataplasme et autres, afin de 

prévenir et de traiter les maladies [1,2,3,4,5,6,7]. 

La stratégie de l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 2014-2023, vise à 

renforcer le rôle de la médecine traditionnelle, en soulignant l'importance de 

développer et d'inclure l'utilisation des plantes médicinales dans les systèmes de santé 

des pays membres [8]. De ce fait, les chercheurs se sont inspirés des usages 

traditionnels des plantes médicinales en développant et valorisant les produits 

pharmaceutiques en médecine moderne prenant en considération leurs nombreux 

effets thérapeutiques et de leurs effets secondaires limités [9-19].  

Les produits naturels, comme les graines oléagineuses et les huiles végétales 

peuvent être considérés comme une alternative prometteuse offrant de multiples 

avantages pour la santé, avec moins d'effets secondaires par rapport à leurs 

homologues synthétiques [20].  

Actuellement, grâce aux avancées technologiques et scientifiques, il est 

possible d'extraire, de caractériser et d'évaluer les composés bioactifs des plantes 

médicinales [20]. 

Un intérêt croissant a été accordé aux huiles pressées à froid obtenues à partir 

de l’extraction des graines oléagineuses, car le système de pressage n'implique aucun 

traitement thermique et chimique, et aucun processus de raffinage, ce qui pourrait 

permettre de maintenir plus efficacement les propriétés nutritionnelles, 

organoleptiques et thérapeutiques de ces graines [21]. 

P. amygdalus appartient  à la famille des Rosaceae. Sur la base de leur goût, 

deux variétés principales ont été identifiées : l'amande amère (P.amygdalus 

var.amara) et l'amande douce (P. amygdalus var. dulcis) [22]. L'amande amère est le 

fruit de P.amygdalus var.amara, qui contient des quantités importantes d'amygdaline 

dans les graines [23-24]. Les amandes amères et l'huile pressée à froid qui en dérive 

a une odeur distincte due à la présence de l'amygdaline.  

Malgré son effet toxique, de nombreuses activités pharmacologiques ont été 

attribuées à cette molécule [25]. 

https://www.intechopen.com/chapters/77413#B2
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Des études réalisées sur P.amygdalus var.amara ont révélé plusieurs 

propriétés biologiques et pharmacologiques telles que : antioxydante, 

cardioprotectrice, hypoglycémiante , anti-inflammatoire, anticancéreuse, et autres 

[26,27]. 

 

L’Algérie grâce à sa grande superficie, sa biodiversité et son climat 

méditerranéen constitue un milieu favorable à la culture des arbres fruitiers comme 

l’amandier [28]. 

 

Afin de bien situer le contexte dans lequel ce travail de recherche est réalisé, 

nous nous sommes assignés comme objectifs  d’analyser en premier lieu les 

paramètres physicochimiques de l’huile des graines de P.amygdalus var.amara 

pressée à froid , puis d’identifier la composition chimique de ses différentes molécules 

bioactives notamment les acides gras, les tocophérols ,les composés phénoliques et 

les flavonoïdes et en second lieu, d’évaluer ses activités biologiques et 

pharmacologiques par différentes approches méthodologiques in vitro et in vivo. 

 

Le manuscrit est scindé en trois parties essentielles :  

 Dans la première partie, nous présentons un rappel bibliographique sur les 

connaissances botaniques, phytochimiques et les effets thérapeutiques de 

l’amandier et l’huile des graines d’amande amère (P.amygdalus var.amara) 

Un aperçu général sur les activités biologiques et pharmacologiques testées pour 

cette plante sera également donné. 

 La deuxième partie est consacrée à la méthodologie appliquée dans cette étude, 

elle débutera par une extraction de l’huile des graines de P.amygdalus var.amara 

par pression à froid, le contrôle de sa qualité nutritionnelle et organoleptique par 

analyse des paramètres physicochimiques, puis l’identification de sa composition 

chimique par CG-MS et HPLC.  

Une présentation détaillée de différents protocoles pour l’évaluation des 

activités biologiques et pharmacologiques de l’amande amère, à savoir (activités 

antimicrobienne, antioxydante, inhibitrices des enzymes α-glucosidase, α-amylase 

et AChE , anti-inflammatoires et photoprotectrice). 
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 L’interprétation et discussion des résultats obtenus seront détaillées dans la 

troisième partie. 

En fin le présent manuscrit sera clôturé par une conclusion générale et quelques 

perspectives.  
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CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

1.1. Amandier et huile d’amande amère  

1.1.1 Historique  

L’amandier est originaire des plateaux et des montagnes de l’Asie centrale et occidentale 

(Afghanistan et Iran) [29]. Il est cultivé depuis 5000 ou 6000 ans en Iran. Il passa ensuite 

en Asie Mineure, puis en Grèce (vers le VI-Ve siècle av. J.-C.). Il a été introduit en Égypte 

par les Hébreux et ramené en Europe par les Grecs. Les Romains rapportèrent l'amande et 

lui donnèrent le nom de « noix grecque » [30]. Les Arabes la propagèrent sur le pourtour 

méditerranéen depuis le VIIe siècle [29]. Au milieu du XIXe siècle, l’amandier est implanté 

aux Etats-Unis, qui est devenu le premier producteur mondial d’amandes [31]. 

  

 1.1.2. Classification et systématique  

Le genre Prunus appartient à la famille des Rosaceae, sous-famille des 

Amygdaloideae [32]. Il comprend environ 430 espèces d’arbres et d’arbustes à feuilles 

caduques ou à feuilles persistantes [33]. 

Le genre Prunus est divisé en six sous-genres [33] :  

-Amygdalus (amandes et pêches)  

-Prunus (prunes et abricots) 

 - Cerasus (cerises)  

- Lithocerasus (cerise des sables) 

-Padus (Prunus padus , cerise d’oiseau)  

- Laurocerasus (Prunus laurocerasus, cerise laurier)  
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La classification de P.amygdalus var. amara, selon APGI IV [34], est présentée dans le 

tableau1.1 : 

Tableau 1.1. Taxonomie de l’amandier amer (Prunus amygdalus var.amara) [34] 

 

Classe  Magnoliopsida 

Sous-classe Rosidae 

Ordre Rosales 

Famille Rosaceae 

Sous famille Amygdaloideae 

Genre Prunus 

Espèce  amygdalus var. amara 

 

   1.1.3. Description botanique de l’amandier  

L’amandier est un arbre oléagineux de taille petite à moyenne pouvant atteindre 10 

mètres de hauteur selon les conditions écologiques (Figure 1.1) [29].  

Son écorce est noirâtre, fissurée, et elle devient écailleuse chez les arbres âgées.  

 Ses feuilles sont caduques, alternes, étroites, lancéolées de 12 cm de longueur, 

soutenues par un court pétiole, au bord finement dentelé. Leurs couleur est verte intense à 

la face supérieure et grisâtre à la face inférieure. (Figure 1.2.a)  [35] 

C'est l'un des premiers arbres à fleurir avant l’apparition des feuilles dès le mois de février. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.1. Aspect général de l’arbre d’amandier [36] 
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 Les arbres sont d'une beauté saisissante lorsqu'ils sont en fleurs ; ils produisent des 

fleurs parfumées, à cinq pétales, rose clair à blanches de la fin janvier au début d’avril 

(Figure 1.2b) [29]. Les fleurs sont auto-incompatibles et nécessitent donc des insectes 

pollinisateurs, pour faciliter la pollinisation croisée avec d'autres cultivars. Les fleurs sont 

formées en été et s’épanouissent très tôt au printemps suivant, ce qui rend l’amandier très 

sensible aux gelées printanières. L’amandier porte un nombre de fleurs considérable, mais 

seulement 30% d’entre elles donneront des fruits [29]. 

 Le fruit est une drupe ovale, verte et veloutée dont la partie charnue n'est pas 

comestible. Elle entoure une coque ligneuse et criblée de trous, contenant une, parfois deux 

graines, enveloppées d'un fin tégument couleur cannelle (Figure 1.2c) [35]. 

 L’amandier est très résistant à la chaleur et à l'aridité, il peut supporter des 

températures allant jusqu'à 50°C grâce à son système racinaire puissant, pivotant, et peu 

ramifié ancré dans le sol pour sa suffisance hydrique [36]. 

a. Feuilles et rameaux 
b. Fleur de couleur blanche rosée 

 
 

    c. Coque ligneuse criblée de trous              d. Les graines de P.amygdalus var.amara 

 

Figure.1.2.Les différentes parties de l’amandier amer a. Feuilles et rameaux, b.Fleur de 

couleur blanche rosée, c.Coque ligneuse criblée de trous, d.les graines de P.amygdalus 

var.amara [37]. 

 

Rameaux  

Nervure 

principale 

Coque 
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 1.1.4. Exigences agro-écologiques de l’amandier 

 

L′amandier est un arbre relativement rustique qui peut se développer sous des 

climats assez variés. Cette espèce est très résistante au froid, elle nécessite de basses 

températures hivernales pour la levée de la dormance (200 à 400 heures en dessous de 

7,2 °C). L’amandier est exigeant en lumière et en chaleur pendant la phase de croissance 

du fruit. [36]. 

Il donne les meilleurs rendements dans des sols profonds, fertiles, bien drainés, et 

exempt de sels nocifs. Cependant, avec l'utilisation des systèmes d'irrigation de bas volume 

un verger d′amandier peut bien produire dans les sols peu profonds [38]. Il pousse jusqu’à 

2450 m d’altitude mais avec un optimum de croissance à 750 m. Les besoins en eau de 

l’amandier sont de 800 à 850 mm/an. Les apports hydriques sont recommandés durant la 

période de Mai, Juin, Juillet, pendant laquelle les besoins en eau sont maximum [39]. 

L’amandier est tolérant au calcaire actif. C’est une espèce résistante à la chlorose 

grâce à sa grande capacité d’extraire le fer [40]. 

 

 

1.1.5. Aire de répartition géographique de l’amandier 

La culture de l’espèce P. amygdalus var.amara est plus courante dans les régions 

tempérées du monde entier (englobant une grande partie de l’Europe, de l’Afrique du nord, 

Proche et Extrême-Orient, Australie-Méridionale, Nouvelle-Zélande, et les zones tempérées 

du continent Américain) [41].  

En Algérie, l’amandier occupe une superficie totale de 50.000 hectares, soient 20,5% 

de la superficie totale des Rosacées à noyau [42]. Il est surtout cultivé pour son fruit, qui est 

utilisé pour l’extraction d’une huile utilisée en cosmétologie et dans la confiserie. Les 

principales zones de culture de l’amandier en Algérie sont Médéa, Ain Défla, Sétif, Sidi-Bel 

Abbès et Tlemcen. [42] 
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1.1.6. Culture de l’amandier 

 

Généralement, l’amandier se cultive en haute tige, sa plantation peut s’effectuer 

durant la période de repos végétatif entre les mois de novembre et décembre où le sol 

devrait être drainé, mais ressuyé au moment de la plantation [40]. 

La récolte des amandes fraiches se fait manuellement entre les mois de mai et juin, 

alors que celle des amandes sèches a lieu en septembre et octobre, lorsque l’écaille est 

bien ouverte et sèche [37]. 

 

 

1.1.7. Les variétés de l’amandier 

Il existe deux variétés de l’amandier : 

 L’amandier doux (Prunus amygdalus var. dulcis) correspond en fait à la variété 

cultivée : ses fruits sont parfaitement comestibles.  

 A l’inverse, l’amandier amer (Prunus amygdalus var.amara) dériverait de 

certaines populations de la variété cultivée revenues à l’état sauvage [43,44]. 

 

Les amandes amères se différencient de celles dites douces par leur contenance en 

amygdaline, responsable de leur amertume ; la concentration de cette substance dans les 

graines est significative et peut atteindre en moyenne 9 % [45]. 

L’amygdaline est un diglucoside qui, par hydrolyse enzymatique, se transforme en 

benzaldéhyde (responsable du goût et de l’odeur caractéristiques des graines et de l’huile 

d’amande), en glucose et en acide cyanhydrique [45]. 

La graine d’amande amère est légèrement plus large et plus courte comparée à celle 

de l'amande douce. Elle contient environ 50% de l'huile végétale. Les amandes amères 

donnent 4 à 9 mg de cyanure d'hydrogène par amande [46].  

 

1.1.8. Extraction de l’huile d’amande amère 

Le processus d’extraction de l’HAA est très similaire aux procédés d’extraction 

d’autres huiles à graines. Avant l’extraction de l’huile d’amande amère, les graines doivent 

être enlevées du péricarpe [47]. Ensuite, une étape de séchage est réalisée par exposition 
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au soleil, ou à l’air chaud, ou par micro-ondes. Le prétraitement des amandes est une 

opération importante pour assurer une bonne qualité de l’huile [48,49].  

Cette étape est nécessaire aussi pour réduire l’humidité contenue, et pour minimiser 

l’activité microbiologique et la détérioration des composés chimiques [50, 51]. 

Pour l'extraction de l'HAA, différentes techniques ont été utilisées telles que le 

pressage mécanique à froid, l'extraction par des fluides supercritiques (CO2), et l'extraction 

par solvant [52-54]. 

Ces méthodes d'extraction ont des effets variables sur les propriétés physico-

chimiques et bioactives de l’HAA. 

 

1.1.8.1. Extraction par pression  

 

L’HAA est extraite par deux types de presses, la presse hydraulique et la presse à 

vis, qui sont considérées comme des méthodes d'extraction à froid permettant d'obtenir les 

meilleures caractéristiques sensorielles des amandes [55]. 

 Les systèmes de pressage impliquent de très faibles coûts d'exploitation et sont 

relativement exempts de substances polluantes ou dangereuses par rapport à la méthode 

d'extraction par solvant [55]. 

Bien que le pressage hydraulique soit utilisé à petite échelle avec un meilleur 

maintien des propriétés physico-chimiques et sensorielles de l'HAA, la presse à vis est une 

méthode durable de production à l'échelle industrielle avec certains avantages par rapport 

à la presse hydraulique notamment un rendement en huile plus élevé, le temps de 

production réduit, le coût et la possibilité de processus continus ou semi-continus [56]. 

 

1.1.8.2. Extraction par solvant 

 

L'extraction par solvant est la méthode la plus ancienne, couramment utilisée à 

échelle industrielle pour des raisons économiques et pratiques. Elle est basée sur la 

capacité du solvant à dissoudre l'huile et à l'extraire de la graine complète. Les solvants les 

plus utilisés pour l'extraction de l'HAA sont l'hexane, l'éther de pétrole, l'éther diéthylique, le 

chloroforme et le méthanol, étant le solvant préféré néanmoins un processus de raffinage 

est obligatoire [57].    

Il convient de noter que les odeurs et les goûts désagréables de l'huile obtenue et la 

toxicité chimique liée aux solvants organiques peuvent affecter les composés nutritionnels 
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de l'HAA et entraîner d'importants problèmes de santé, la rendant impropre à la 

consommation humaine, à moins qu'elle ne soit soumise à un processus de raffinage [58]. 

  

 

1.1.8.3. Extraction par fluide CO2 supercritique 

 

En raison des restrictions proposées pour réduire l’utilisation des solvants organiques 

dans les procédés industriels, d’autre techniques ont été proposées telles que l’extraction 

par fluide supercritique à base du dioxyde de carbone (CO2). Ces techniques ont été 

développées comme une alternative prometteuse aux méthodes conventionnelles pour la 

récupération des huiles végétales [59,60]. L’extraction de l’HAA par carbone supercritique 

(le dioxyde de carbone) a permis d’obtenir une augmentation dans le contenu en 

tocophérols et dans le rendement en huile [53].Cependant, aucune différence n’a été 

observée dans la composition en acides gras.  

 

L’extraction par CO2 supercritique est considérée comme une méthode sûre, liée à 

l’amélioration de la cinétique, de la qualité de l’extrait et la durabilité environnementale. 

Cependant, le coût élevé associé à l’investissement dans les infrastructures et à l’extraction 

limite son utilisation industrielle [61-63]. 

 

 

1.1.9. Composition chimique de l’huile d’amande amère  

 

Les lipides sont les principaux composants nutritionnels de l’HAA, il s’agit 

principalement des acides gras de C14 à C20, qui regroupent les AGS,   AGMI, et AGPI et 

composés solubles dans l’huile tels que : les phytostérols et les tocophérols [64].  

Dans l’amande amère, ces lipides sont assemblés en corps d’huile délimité par une 

monocouche de phospholipides dans laquelle les oléosines, protéines intégrales, sont 

incorporées [65].  

La variabilité de la teneur en huile, acides gras, triacylglycérols, tocophérols, et en 

stérols dépendent principalement du génotype de l’amande. Mais peuvent être également 

affectés par les conditions environnementales prévalant pendant la saison de croissance, 

l’emplacement, le climat, le moment de la récolte, et le degré de la maturité des amandes 

[66-68]. 
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La variabilité de la teneur en huile d’amande extraite de plusieurs génotypes 

provenant de régions différentes est consignée dans le tableau 1.2. Le tableau comparatif 

montre en effet une grande variabilité de la teneur en huile d’amande en fonction de la 

région et du cultivar. Cette variabilité peut être expliquée par la variation du génotype, de la 

géographie et de l’environnement [69, 66,70]. 

 

 

 

 

Tableau 1.2. Teneur en huile des échantillons d’amandes amères (%) en fonction de leur 

origine 

Teneur en huile 

(%) 

Génotype Origine Références 

49.70 - 58.30 7 Australie  [71] 

47.80 to 66.10  20 Afghanistan [72] 

53.70-59.30 8 Egypte Nassar et al., 1977 

48.19 - 56.28  10 Espagne  Rabadan et al., 

2017 

    

39.6 - 62.9 18 Iran [69] 

51.40-66.31 23 Maroc [73] 

53.61 - 57.42 6 Tunisie  [74] 

43.10 - 79.00 31 Turquie  [75] 

49.10 - 66.38 8 Etats unis  [76] 

48-57.5 09 Argentin [77] 

 

 

1.1.9.1. Composition en acides gras  

 

Bien que les huiles contiennent généralement le même profil de 10 à 20 acides gras, 

la composition varie considérablement entre les différentes espèces végétales [78]. Le profil 

des acides gras et la présence des acides gras non spécifiques communs pourraient être 

utilisés comme marqueur de différenciation d'une famille végétale particulière [79]. L’HAA 

est une huile insaturée contenant de l’acide oléique (C18 :ώ1n−9) comme acide gras 
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majoritaire, suivi par l’acide linoléique (C18 : 2), acide palmitique (C16 : 0), acide 

palmitoléique (C16 : 1) et acide stéarique (C18 : 0) [79] (Tableau 1.3).  

 

 

Ces acides gras apparaissent par ordre décroissant et constituent 95% du total, cette 

fraction est complétée à 100% par huit autres acides gras de moindre importance [80, 

81,82]. Les acides gras insaturés représentent environ 90% de la teneur totale en acides 

gras. Les acides gras mono insaturés représentent la proportion la plus élevée par rapport 

aux polyinsaturés [80, 82]. 

La variation de la composition en acides gras est due à la période de récolte et aussi 

au poids du noyau [83]. 

 

Tableau 1.3 : Composition en acides gras (%) de l’huile d’amande amère [83]. 

 

Acide palmitique C16 : 0 5.2 - 6.7 

Acide palmitoléique C16 :1 0.3 - 0.6 

Acide stéarique C18 : 0 0.2 - 1.7 

Acide oléique C18 : 1 57.5 - 78.7 

Acide linoléique C18 : 2 12- 33.9 

 

 

1.1.9.2. Les triglycérides 

Les triglycérides sont constitués d’un squelette de glycérol estérifié avec des acides 

gras saturés ou   insaturés, ou un mélange des deux. Pour l’HAA, peu de données sont 

disponibles sur la composition en triglycérides. Dans les amandes amères mûres, les acides 

gras sont majoritairement sous la forme estérifiée dans les triglycérides, environ 98% [84], 

ce qui donne un faible indice d’acidité [80].Des différences dans la composition et la 

concentration des triglycérides ont été trouvées entre les huiles d’amande de différents 

cultivars et régions [85, 86,87]. 

Il y a une nette prédominance du trioléine (OOO) comme composant majeur des 

triglycérides des huiles d’amande amère, allant de 23,97 % à 55 % ,du fait que l’acide 

oléique est l’acide gras le plus abondant, les triglycérides contenant cet acide gras sont 

également les plus fréquents [88,86]. OLO est le deuxième composant majeur des 

triglycérides avec un pourcentage allant de 16,40% à 28,13, suivi par l’OLL avec une 

fourchette de 6,33 % à 19,65 % [89,86]. Il a été constaté que la POO variait de 5,00 % à 
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12,96 % et la LOP se situait entre 2,8 % et 10,95 % [88,89]. Les autres triglycérides ont été 

trouvés en petites quantités.  

 

 

1.1.9.3. Les tocophérols et tocotriénols 

Les huiles végétales sont les principales sources de la vitamine E, qui comprend huit 

isoformes liposolubles quatre tocophérols (α-, β-, γ-, et δ-tocophérol), et quatre tocotriénols 

(α-, β-, γ-, et δ-tocotriénols) qui agissent comme des piégeurs des radicaux libres dans les 

membranes et les lipoprotéines [90]. Les tocophérols jouent un rôle important en tant que 

paramètre de qualité dans l’amande en protégeant l’huile contre l’oxydation. La période clé 

dans l’accumulation de tocophérols d’amande a été signalée entre 74 et 95 jours après 

l’anthèse [64].  

Plusieurs études ont porté sur la teneur en tocophérol dans certains génotypes 

d’amandes et elle s’est avéré être fortement influencé par le génotype [91,92]. La 

sécheresse et la chaleur se sont avérées être les facteurs de stress les plus importants 

affectant le contenu en tocophérols [66].  

 

1.1.9.4. Les phytostérols  

Les phytostérols (appelés aussi stérols végétaux ou esters de stanol) sont un groupe 

de composés bioactifs présents dans les membranes cellulaires des plantes, 

structurellement et fonctionnellement analogues au cholestérol. Ils réduisent le taux 

plasmatique de cholestérol, les lipoprotéines de basse densité (LDL) et diminuent aussi le 

risque de maladies cardiovasculaires [93]. Comparé à beaucoup d’autres graines, l’HAA est 

plus riche en phytostérols [94, 95, 96,84]. Le β- sitostérol est identifié comme le principal 

phytostérol suivi par Δ5-aviculteurrol ; cependant, campestérol, Δ5, 24-stigmastadiénol, Δ7-

aviculteurrol, stigmastérol, A7- stigmasténol, Δ7-campestérol, clérostérol et le cholestérol 

ont été détectés en quantités mineures [97,73 ,75]. 

1.1.10. Conservation de l’huile d’amande 

  Maintenir la qualité de l’HAA pendant une longue période de stockage est très 

difficile. La forte concentration en acides gras insaturés dans les lipides d’amande rend les 

amandes plus sensibles aux changements détérioratifs, tels que l’oxydation des lipides et 

la production d’arômes indésirables associés au rancissement [98,99]. La qualité des 

amandes stockées dépend principalement du noyau, de l’humidité, la teneur en matières 

grasses, la température de stockage, l’humidité relative(HR), le niveau d’oxygène, le type 
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d’emballage, la forme de stockage (en coque ou décortiquée, pelée, rôtie, etc.), l’indice de 

peroxyde, les conditions d’éclairage et la variété d’amande [100-102]. 

 

 

1.11. Usages traditionnels de l’huile d’amande amère 

Les usages traditionnels de l’HAA sont multiples, en particulier :  

 pour traiter les brûlures et les plaies et pour protéger l’estomac [103]. 

 La pommade aux amandes amères ainsi que son huile essentielle sont 

utilisées pour traiter l’acné, les douleurs articulaires, la chute de cheveux, 

faciliter l’accouchement, et pour renforcer et conditionner les cheveux [104]. 

 Utilisée comme un ingrédient cosmétique, elle adoucit et tonifie la peau en cas 

d’inflammation cutanée [27]. 

 Elle est aussi utilisée comme un laxatif par les éleveurs et comme purgatif 

pour le bétail [27]. 

 Utilisée comme un remède pour traiter les hémorroïdes [104]. 

 L’arôme d’amande amère est très utilisé en pâtisserie, dans de nombreuses 

préparations [22]. 

 

 

1.1.12. Effets thérapeutiques de l’huile d’amande amère 

Les effets thérapeutiques de l’HAA ont été cités dans certaines études précliniques, menées 

sur des lignées cellulaires et des modèles animaux, ainsi que des essais cliniques :  

 Prévention des maladies cardiovasculaires [105,106]. 

 Contrôle de la glycémie [107]. 

  Effet neuropharmacologique [108,109]. 

  Capacité antioxydante [110, 105]. 

 Effets dermatologiques sur la peau et les cheveux [111-113]. 

 Prévention contre plusieurs types de cancer [114-116]. 
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  Effets antibactérien, antifongique, sédatif, anesthésique, diurétique, et 

antispasmodique [27].
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1.1.13. Toxicité de l’huile d’amande amère  

 

Les composés de glycosides cyanogènes se trouvent dans les noyaux de nombreuses 

plantes et peut produire du HCN hautement toxique lorsqu’il est dégradé par des enzymes 

végétales [117]. La variété d’amande amère produit des fruits avec des noyaux contenant 

de grandes quantités d’amygdaline [45].Les niveaux de HCN dans les amandes amères 

sont environ 40 fois plus élevés que les niveaux trouvés dans les amandes douces [23].  

Le HCN est libéré par l’amygdaline pendant la distillation de l’huile essentielle d’amande 

amère [118]. Il est extrêmement volatile, causant l’odeur caractéristique des amandes 

amères [119]. L’empoisonnement au cyanure est rapidement mortel s’il n’est pas traité 

rapidement [27].Quelques cas d’empoisonnement par ingestion ou inhalation d’huile 

essentielle d’amande amère ont été rapportés [120,22 ,27]. 

 

Différents traitements ont été proposés pour réduire la teneur en cyanure de l’HAA telle 

que la cuisson, les micro-ondes, l’eau bouillante, la solution de bicarbonate de sodium et le 

traitement par ultrasons [24,46].  

Malgré son effet toxique, l'amygdaline peut avoir un impact bénéfique sur la santé 

humaine, elle possède plusieurs propriétés, telles que : anti-tumoral, anti-fibrotique, anti-

inflammatoire, analgésique, immunomodulateur, anti-athérosclérose, hypoglycémiante, 

améliorant les systèmes reproducteurs, réduisant la neurodégénérescence et l'hypertrophie 

du myocarde [25].   

 

Par ailleurs, PAVLOVIC et al. [121] ont trouvé une très faible concentration d'amygdaline 

dans l'huile de noyau d'abricot pressée à froid (0,4 mg/g d'huile), tandis que la teneur totale 

en amygdaline dans les noyaux d'abricot était de 5,0 mg/g. 

 

Cependant, d'autres études n'ont trouvé aucune trace d’amygdaline dans les huiles 

pressées à froid de noyaux de pêche, de prune et d'abricot. Par ailleurs, leurs noyaux 

avaient une teneur en amygdaline comprise entre 3 et 24 mg/kg, ce qui suggère leurs 

applications en industrie alimentaire car elles sont exemptes d’amygdaline [41]. 
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1.2. Généralités sur les activités biologiques étudiées 

 

 

1.2.1. Introduction  

Les acides gras, les tocophérols, les tocotriénols, les composés phénoliques ainsi 

que les stérols, sont des composés bioactifs importants des graines oléagineuses, 

responsables de leurs effets thérapeutiques source précieuse de médicaments à base de 

plantes [122]. Ainsi, les huiles végétales sont utiles aussi bien en médecine traditionnelle 

qu’en médecine moderne [27]. 

 

1.2.2. Activités biologiques et pharmacologiques de l’amande amère  

Plusieurs méthodes existent pour étudier les activités biologiques des plantes 

médicinales, entre autre l’amande amère [7, 23,123]. 

 

1.2.2.1. Activité antimicrobienne 

  

Au cours des 20 dernières années, la croissance alarmante du nombre de bactéries 

résistantes aux antibiotiques et les difficultés de traitement des infections ont initié la 

recherche de nouveaux composés antibactériens et le développement de nouvelles 

stratégies alternatives de lutte contre les infections bactériennes. Les plantes médicinales, 

avec leur longue histoire d'utilisation en médecine populaire pour le traitement des maladies 

infectieuses, sont devenues une nouvelle source prometteuse d'agents antibactériens 

[124].  

  Les composés naturels antimicrobiens comprennent des métabolites secondaires 

isolés de plantes, de bactéries, de champignons, d'organismes marins et d'algues. Ces 

composés sont classés en fonction de leur type chimique comme terpènes (sesquiterpènes, 

diterpènes et triterpènes), stéroïdes (stérols), alcaloïdes (indole, quinoléine, pyridoacridone 

et alcaloïdes aminés), aromatiques (flavonoïdes, coumarines, lignanes, xanthones, 

anthracènes, anthraquinones, naphtalène), polykétides (acides gras acétyléniques, esters 

polycycliques et quinones) et peptides [125]. 
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Les chercheurs s’intéressent aux huiles végétales pour leur richesse en antioxydants 

naturels à savoir les tocophérols, les acides gras, les polyphénols, les caroténoïdes, les 

phyotostérols …etc. qui possèdent des activités antimicrobiennes [125]. 

 

1.2.2.1.1. Mécanismes d'action des composés antibactériens d'origine végétale 

L'efficacité antibactérienne des composés végétaux dépend de plusieurs facteurs : 

les caractéristiques du microorganisme cible (le type, le genre, l'espèce, la souche), les 

caractéristiques du matériel végétal (origine botanique, composés bioactifs ainsi que le 

temps de récolte, stade de développement ou le mode d'extraction) et propriétés chimiques 

(l’hydrophilie, la lipophilie, la concentration, la valeur du pH).  

Il est largement admis que les extraits de plantes, en raison de leur nature complexe, 

possèdent de multiples mécanismes d'action. Ces extraits de plantes et leurs principaux 

composants peuvent présenter une activité soit en inhibant la croissance ou la viabilité 

bactérienne, soit en ciblant les facteurs de virulence bactérienne ou bien en potentialisant 

l'efficacité des antibiotiques en tant qu'agents modifiant la résistance [126-128]. 

 

1.2.2.2 .Activité antioxydante   

1.2.2.2.1. Le stress oxydatif : est un processus complexe qui se caractérise par un 

déséquilibre entre la production des radicaux libres et la capacité de l'organisme à éliminer 

les espèces réactives grâce à l'utilisation d'antioxydants endogènes et exogènes [129].  

Au cours des processus métaboliques, une grande variété de réactions ont lieu, où 

les promoteurs sont les espèces réactives de l'oxygène (ROS), telles que le peroxyde 

d'hydrogène (H2O2) et l'anion radical superoxyde (O 2 
•−) [130]. 

Un système biologique en présence d'un excès de ROS peut présenter différentes 

pathologies, Parmi lesquelles figurent le cancer, l'artériosclérose, l'infarctus du myocarde, 

le diabète, les maladies inflammatoires, les troubles du système nerveux central, les 

maladies cardiovasculaires et le vieillissement cellulaire [131].  

1.2.2.2.2. Antioxydants  

Un antioxydant est une substance qui, à faible concentration, agit en retardant, 

empêchant, prévenant ou réduisant considérablement les dommages de l'oxydation des 

substrats facilement oxydables. Elle permet aussi de maintenir des concentrations non 
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cytotoxiques d’ERO dans la cellule [132]. Les antioxydants peuvent être classés selon leur 

mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine [132]. 

 

1.2.2.2.3. Mécanisme d’action des antioxydants 

Les systèmes biologiques ont des mécanismes antioxydants pour contrôler les 

dommages de nature enzymatique et non enzymatique qui permettent d'inactiver les 

ROS. Les antioxydants endogènes sont des enzymes, telles que le superoxyde dismutase 

(SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase, ou des composés non enzymatiques, 

tels que la bilirubine et l'albumine [132]. 

Lorsqu'un organisme est exposé à une concentration élevée de ROS, le système 

antioxydant endogène est compromis et, par conséquent, il ne garantit pas une protection 

complète de l'organisme. Pour compenser ce déficit en antioxydants, l'organisme peut 

utiliser des antioxydants exogènes apportés par l'alimentation, comme les vitamines E (α-

tocophérol) et vitamines C (acide ascorbique) et les polyphénols issus des végétaux 

(flavonoïdes, xanthones, coumarines, caroténoïdes, dérivés d’acide phénolique, tanins, 

anthocyanines,…et autres) [133]. 

 

1.2.2.2.4. Méthode d’évaluation de l'activité anti-oxydante 

L’évaluation de la capacité anti-oxydante des molécules peut être effectuée soit par 

des méthodes in vivo, soit in vitro. Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, 

il n’existe pas une seule méthode qui permettrait de déterminer le profil antioxydant d’un 

échantillon. Il faut la combinaison de plusieurs tests complémentaires [134]. 

Ces méthodes peuvent être classées en deux groupes selon le mécanisme d’action 

par un transfert d’atome d’hydrogène ou par transfert d’un simple électron [135].  

Les techniques basées sur un transfert d’atome d’hydrogène sont utilisées pour 

évaluer la peroxydation lipidique en utilisant un substrat lipidique ou lipoprotéique. La 

quantification de cette propriété est exprimée par la mesure du degré d’inhibition de 

l’oxydation [136].  

Les méthodes basées sur le transfert d’un électron sont celles qui interviennent dans 

la mesure de la capacité du piégeage des radicaux libres. Elles comportent le balayage du 
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peroxyde d’hydrogène (H2O2), de l’acide hypochloreux (HOCl), de l’hydroxyle (-OH), des 

anions superoxyde (O2
-°), du peroxyde (ROO°) et de l’oxyde nitrique (NO°) [135]. 

Ces techniques varient les unes des autres par les réactifs utilisés, les conditions 

d’application, leurs protocoles, le mécanisme d’action des molécules biologiques et la forme 

d’expression des résultats [136]. 

 

1.2.2.3. Activité antidiabétique in vitro 

 

1.2.2.3.1.Définition du diabète : le diabète sucré est une maladie chronique qui 

affecte le métabolisme normal des glucides, des lipides et des protéines, provoquant de 

nombreux changements dans le système biochimique de l'organisme qui contribuent à 

l'hyperglycémie, principale caractéristique de la maladie [138]. On estime que le nombre 

total de personnes diabétiques passera à plus de 366 millions de cas en 2030 [139].  

Le diabète comprend un groupe de maladies métaboliques caractérisé par 

l'hyperglycémie, dans lesquelles la glycémie est élevée soit parce que le pancréas ne 

produit pas suffisamment d'insuline ou que les cellules ne répondent pas à l'insuline produite 

[140]. 

 Le diabète s'accompagne de plusieurs complications telles que des douleurs 

thoraciques, des crises cardiaques, des accidents vasculaires cérébraux, des problèmes 

cardiovasculaires (maladie coronarienne), l'athérosclérose et la neuropathie [141].  

 

1.2.2.3.2. Rôle de l’α-glucosidase et l’α-amylase  

C’est une approche thérapeutique de traitement du diabète qui consiste à diminuer 

l’hyperglycémie postprandiale entrainant l'inhibition des enzymes hydrolysant les glucides 

comme l’α-amylase et l'α-glucosidase [142]. L'α-amylase est impliquée dans la dégradation 

des glucides à longue chaîne alors que l'α-glucosidase décompose l'amidon et les 

disaccharides en glucose (Figure 1.3).  

Elles sont considérées comme les principales enzymes digestives aidant à 

l'absorption intestinale. Les inhibiteurs de ces deux enzymes sont des cibles potentielles 

dans le développement de composés pour le traitement du diabète [142]. Les inhibiteurs 

d'enzymes synthétiques actuellement utilisés provoquent des effets secondaires gastro-

intestinaux tels que diarrhée, flatulences, ballonnements abdominaux, et autres [143].  

Par conséquent, les inhibiteurs naturels de l'α-amylase et de l’α-glucosidase 

provenant des plantes alimentaires peuvent être utilisés comme thérapie efficace pour 
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traiter l'hyperglycémie post-prandiale avec des effets secondaires minimes. Les plantes, les 

animaux et les micro-organismes produisent différents inhibiteurs protéiques des α-

amylases et des α-glucosidases afin de réguler l'activité de ces enzymes [144].  

 

 

 

 
Figure 1.3. Rôle de l'α-amylase et l’α-glucosidase dans la digestion et le métabolisme de  

 
l'amidon [145]. 

 

1.2.2.3.3. Mesure de l’activité anti-α glucosidase et α-amylase 

 Il existe plusieurs méthodes in vitro et in vivo pour mesurer l’activité inhibitrice de l’α 

-glucosidase et α-amylase, basées sur techniques colorimétriques [146]. Lorsque l’enzyme 

α-glucosidase est active, p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside (son substrat) est hydrolysé en 

libérant des unités de glucose. D’autre part, l’activation de l’enzyme α-amylase est effectuée 

en présence de son substrat (l’amidon), qui est hydrolysé en libérant des unités de maltose 

et de glucose [147]. 

 Ces méthodes, quantifient l’inhibition sous forme de CI50 (concentration inhibant 

l’activité enzymatique de moitié) et permettent également d’étudier les paramètres 

cinétiques et par conséquent le type d’inhibition.  
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1.2.2.4 Activité anti-cholinestérasique (anti-Alzheimer) 

1.2.2.4.1. Définition de la maladie d’Alzheimer  

La maladie d'Alzheimer (MA) ou la démence sénile du type Alzheimer (DSTA) est un 

trouble cérébral décrit en 1906 par Alzheimer, un médecin allemand [148]. Il s'agit d'une 

maladie multifactorielle progressive, neurodégénérative et irréversible, provoquée par la 

perte de neurones et de synapses dans le cortex cérébral et certaines régions sous-

corticales, qui survient principalement chez les personnes dont l’âge est supérieur à 65 ans 

[148, 149, 150].  

Sur le plan histopathologique, il se caractérise par une accumulation de peptide bêta-

amyloïde (ßA), qui peut initier une cascade d'événements oxydatifs et une inflammation 

chronique conduisant à la mort neuronale [151]. Diverses voies sont impliquées dans la 

progression et le développement de la maladie, telles que la formation de plaque, la cascade 

inflammatoire, le déficit cholinergique, le stress oxydatif et bien d'autres. La véritable origine 

de cette maladie n'est pas encore bien connue, mais les problèmes sont liés à des protéines 

cérébrales qui fonctionnent anormalement et provoquent des dysfonctionnements. En 

conséquence, les neurones endommagés ne parviennent pas à se connecter à d'autres 

neurones et meurent [152].  

 

1.2.2.4.2. Role de l’AChE dans la maladie d’Alzheimer 

L’acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme présente dans le tissu neuronal, elle 

permet la régulation de l’influx nerveux en dégradant l’acétylcholine résiduelle issue d’une 

neurotransmission. AChE est libérée dans la fente de la pop synaptique en vue d’une 

éventuelle nouvelle transmission, permettant ainsi le passage des informations [153].  

L'importance de l'acétylcholine (ACh) dans le processus d'apprentissage et la 

mémoire est connue depuis les années 70. Des études ont montré une réduction de la 

choline acétyltransférase (enzyme qui synthétise l'ACh) dans le cortex et l'hippocampe ainsi, 

moins de neurones cholinergiques seront présents sur le noyau basal de Meynert chez les 

sujets atteints de la maladie d’Alzheimer [154,155]. Il a été démontré que les substances 

qui inhibent l'acétylcholinestérase (l'enzyme qui dégrade l'ACh) affectent positivement les 

performances d'apprentissage en raison de l'activation indirecte du système cholinergique 

[154]. 
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 1.2.2.4.3 Inhibiteurs de l’acétylcholinestérase 

Les cholinestérases (ChEs) sont une famille des enzymes qui partagent une 

homologie étendue de séquence (65%). Les ChEs chez les vertébrés ont été classées selon 

deux types, l'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE). Elles ont été 

classées sur la base des spécificités de substrat et de l'inhibiteur qui sont de sensibilités 

différentes [156]. 

L’AChE est un élément clé des synapses cholinergiques du cerveau et des jonctions 

neuromusculaires. L’une des solutions pour augmenter le taux d’acétylcholine au niveau 

synaptique consiste à diminuer sa dégradation, conduisant à l’inhibition de l’action de 

l’acétylcholinestérase [157]. 

Suite à cette hypothèse sont apparus sur le marché les inhibiteurs de l’AChE [158]. 

De nombreux composés tels que le donépézil, la galantamine, la rivastigmine, la tacrine, et 

la mémantine ont été développés comme inhibiteurs de la AChE utilisés dans le traitement 

de la MA [158]. Cependant, l’efficacité de ces composés reste limitée en raison de leurs 

divers effets secondaires [159]. 

De nombreuses molécules d’origine végétale comme les acides gras, les 

polyphénols et les tocophérols se sont révélées efficaces dans l’inhibition de l’activité de 

l’AChE lors de tests in vitro, cependant peu d’entre elles ont fait l’objet d’études 

expérimentales [159] 

 

1.2.2.4.4. Mesure de l’activité anticholinestérase 

L'acétylcholinestérase (AChE) est un inhibiteur enzymatique associé à la MA, est 

largement détectée par le test d'Ellman.  Cette méthode standard est utilisée pour détecter 

et quantifier une inhibition de l’AChE utilise un analogue de substrat naturel de l’AChE, 

l’acétylthiocholine (ATC), hydrolisée en acétate et thiocholine [160]. 

Cette réaction produit de la thiocholine qui réagit alors avec le 

5,5'dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour former un anion de couleur jaune qui absorbe à une 

longueur d’onde maximale de 414 nm. L’activité de l’enzyme peut être déterminée à partir 

de la variation de cette absorbance [160]. 
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1.2.2.5. Activités anti-inflammatoires 

1.2.2.5.1. Définition de l’inflammation 

L'inflammation est un mécanisme de défense immunologique contre les blessures, 

les brûlures, les allergies ou les infections microbiennes. Elle joue un rôle important dans la 

physiopathologie de diverses maladies, notamment le diabète, les maladies 

cardiovasculaires, neurodégénératives et le cancer [161]. 

L'inflammation est un phénomène complexe qui implique l'interaction de plusieurs 

réactions, principalement l'activation des enzymes et la libération de divers médiateurs 

chimiques, la migration cellulaire, la libération de fluides, ainsi que les lésions et la 

réparation des tissus [161].  

Les symptômes classiques de l'inflammation comprennent la rougeur, l'enflure, la 

douleur et la fièvre. Ces symptômes sont le résultat de divers médiateurs inflammatoires et 

agents chimiques tels que les prostaglandines (PG), l'histamine, la sérotonine, la 

bradykinine, les leucotriènes et l'oxyde nitrique, qui sont produits localement ou s'infiltrent 

dans la zone enflammée [162].  

 

 1.2.2.5.2. Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) : Ce sont les 

médicaments les plus largement prescrits pour traiter les troubles inflammatoires. Cette 

classe comprend des médicaments tels que : le diclofénac, l'indométhacine et l'ibuprofène 

[162]. 

  Les AINS exercent leur activité pharmacologique via la suppression de la biosynthèse 

des prostaglandines en inhibant l'enzyme cyclooxygénase (COX). Il est bien connu que les 

effets indésirables gastro-intestinaux, associés à l'utilisation à long terme des AINS sont dus 

à l'inhibition de la COX-1 tandis que les effets indésirables sur le système cardiovasculaire 

sont dus à l'inhibition des enzymes COX-2 [163].  

 Les agents anti-inflammatoires d'origine végétale ont été largement étudiés, ils ont 

montré des résultats prometteurs contre les troubles inflammatoires en raison de leurs effets 

indésirables légers [163]. De ce fait, un grand intérêt a été mis sur la recherche de nouvelles 

molécules issues de plantes médicinales, douées d’activités anti-inflammatoires [21].  
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1.2.2.5.3. Méthodes d’études de l’activité anti-inflammatoire 

Il existe plusieurs méthodes d’évaluation de l’effet anti-inflammatoire qu’exercent les 

plantes médicinales étudiées en in vivo ou in vitro, telles que : la méthode de l’induction de 

l’œdème par xylène sur un modèle animal et la méthode de dénaturation protéique par BSA 

[21].  

 

1.2.2.5.3.1. Dénaturation protéique 

La dénaturation des protéines est un processus qui entraîne la perte de la structure 

tertiaire et de la structure secondaire des protéines en raison de l'intervention du stress ou 

de composés externes, tels qu'un acide ou une base forte, des sels inorganiques 

concentrés, des solvants organiques ou la chaleur. Plusieurs protéines biologiques perdent 

leurs fonctions biologiques, lorsqu'elles sont dénaturées.  

La dénaturation des protéines tissulaires est l'une des causes bien documentées de 

l'inflammation [21]. Par conséquent, la détermination de la dénaturation des protéines peut 

être utile comme un test de dépistage pour la détection de composés anti-inflammatoires, 

sans l'utilisation d’un modèle animal [21]. 

 

1.2.2.5.3.2.Œdème topique induit par xylène 

La méthode d'œdème de l'oreille de souris induit par le xylène est un test d’actualité 

simple et largement utilisé pour évaluer l'activité anti-inflammatoire des produits naturels. Il 

montre une réponse inflammatoire contre divers stimuli comme le xylène, le formol, la 

carraghénine et les LPS [164].  

Le xylène peut provoquer une remarquable dilatation des vaisseaux sanguins 

menant à des changements œdémateux dans la peau. Ceci est adapté pour l’évaluation 

des médicaments anti-inflammatoires de type stéroïdien et non stéroïdien. L'application de 

xylène sur la peau entraîne une augmentation des espèces oxydatives et de la 

fragmentation de l'ADN [164]. Il induit la libération des iNOS et TNF-α dans la peau. Le 

xylène provoque également une modification histopathologique de la peau notamment, un 

gonflement, une infiltration de cellules immunitaires et une destruction de la couche cornée 

de l’oreille [165]. 

Ce test présente un inconvénient majeur lié à la supposition que les deux oreilles du 

modèle animal soient de taille égale avant d’induction de l’inflammation [165].  
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1.2.2.6. Activité photoprotectrice (détermination in vitro du facteur de protection 

solaire « FPS ») 

L’utilisation des extraits de plantes et de molécules naturelles dans le domaine de la 

protection solaire représente une nouvelle tendance dans l'industrie cosmétique. En effet, 

au cours des dernières années, une augmentation significative de l'utilisation des plantes a 

été enregistrée compte tenu de l'intérêt croissant du consommateur pour les ingrédients 

«verts» et «naturels» dans le produit fini.  

Un grand nombre d'études parues dans la littérature scientifique démontrent le 

potentiel photoprotecteur des produits naturels attribué à l'activité de filtrage des UV, la 

capacité antioxydante et aux effets protecteurs de l'ADN [166] 

 

1.2.2.6.1. Rayonnement ultraviolet 

La lumière du soleil est composée d'environ 40 % de lumière visible (VIS), 50 % de 

lumière infrarouge (IR) et 10 % de lumière ultraviolette (UV).  Le rayonnement ultraviolet est 

la partie la plus importante du spectre électronique. Il peut être divisé en UVC (200–280 

nm), UVB (280–315 nm) et UVA (315–400 nm) [166]. 

Le rayonnement UV (soleil) est essentiel à la santé humaine ; il est nécessaire à la 

production de la vitamine D3 dans la peau. Cette dernière est nécessaire à l'absorption 

intestinale du calcium et du phosphore.  Une carence en vitamine D3 peut entraîner une 

ostéoporose chez les adultes. Chez les enfants elle peut conduire à un retard de croissance 

et des malformations du squelette [166]. 

Cependant, l’exposition excessive aux rayonnements UV peut causer certains effets 

nocifs pour la santé humaine. L'interaction du rayonnement UV plus particulièrement, UVB 

est responsable de l'érythème, qui est l'effet négatif le plus connu des rayons.  Ces 

rayonnements ont également un effet cancérigène potentiel, car il peut causer des 

dommages directs à l'ADN et à l'ARN. Une surexposition à des rayonnements profondément 

pénétrants, comme les UVA, est responsable d'un vieillissement cutané prématuré, d'une 

dégradation excessive et d'une inhibition de la synthèse des fibres de collagène [167]. 
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1.2.2.6.2. Facteur de protection solaire (FPS) 

Les écrans solaires ont un facteur de protection solaire individuel (FPS). la FDA 

définit cette valeur, comme étant  le rapport de la dose érythémale minimale de la peau 

protégée par un écran solaire (MEDp) à la dose érythémale minimale de la peau non 

protégée (MEDu), selon l'équation 1 [167]. 

FPS = Minimal erythemal dose in sunscreen protected skin (MEDp)/Minimal erythemal dose 

in unprotected skin (MEDu). 

Plus la valeur du FPS est élevée, plus le produit est efficace pour prévenir les coups 

de soleil. Néanmoins, il est nécessaire de standardiser les méthodes pour déterminer le 

FPS des produits [168]. 

 

1.2.2.6.3. Les méthodes de mesure de l’activité photoprotectrice 

La photo-protection assurée par les écrans solaires topiques contre l'exposition au 

rayonnement ultraviolet solaire, peut être évaluée in vivo ou in vitro. Elle est idéalement 

déterminée par un photo-test sur des volontaires humains. Ce type de test est utilisé depuis 

de nombreuses années, il s'agit d'un processus long, complexe et coûteux, notamment 

lorsque des informations concernant la protection contre les longues longueurs d'onde 

(UVA) sont requises [168].  

En conséquence, beaucoup d'efforts ont été consacrés au développement de 

techniques in vitro pour évaluer les composés de protection solaire. La méthode de 

MANSUR et al .[169] est un test in vitro standard, largement utilisé pour mesurer le facteur 

de protection solaire (FPS) des écrans solaires et des produits naturels en utilisant des 

mesures spectrophotométriques en variant les longueurs d’onde.La valeur de (FSP) est 

calculée par application de l’équation mathématique de MANSUR et al. [169]
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES 

 

 

2.1. Lieux des expérimentations 

 

La partie expérimentale de cette étude s’est étalée sur une période de 4 ans 

septembre2018-octobre 2021). Les différentes analyses ont été réalisées dans les 

structures suivantes :  

 Extraction de l’huile végétale de l’amande amère dans le laboratoire de 

recherche en Biotechnologies, Environnement et Santé de la faculté des 

sciences de la nature et de la vie de l’Université Saad Dahleb Blida 1. 

 Analyse de la composition chimique par CG-MS dans le Centre Technique 

des Industries Agroalimentaires (CTIAA), Boumerdes.  

 Evaluation de l’activité antibactérienne dans le laboratoire de microbiologie 

relevant au laboratoire d’hygiène Tipaza.  

 Evaluation de l’activité antifongique dans le laboratoire de mycologie de 

l’institut Pasteur, Dely Brahim, Alger. 

 Evaluation des activités antioxydantes et enzymatiques de l’HAA dans le 

laboratoire de biochimie du Centre de Recherche en Biotechnologie de 

Constantine (CRBT). 

 Etude anatomopathologique des pièces circulaires des oreilles des souris 

dans le laboratoire d’Anatomie Pathologique de l’Etablissement Public 

Hospitalier (EPH) Kolea. Tipaza.  

2.2. Matériel biologique  

  2.2.1. Matériel végétal  

Les graines ont été récoltées en mois d’aout 2018, dans la région de Tablat, 

wilaya de Médéa (NE : 36° 15 ̍ 51̏ N ; 2° 45 ̍14̏ E) Nord –Est de l’Algérie. Les graines 

ont été identifiées par Professeur Feradji.A à l’école nationale de sciences 

agronomiques (ENSA) El Harrach, Alger.  

Les graines collectées (une quantité d’environ 5 Kg) ont été lavées et séchées 

à l’abri de la lumière à température ambiante puis conservées à 4°C dans des boites 

hermétiquement fermées, jusqu’au moment de l’extraction. 
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2.2.2. Matériel animal  

Les animaux utilisés lors des tests in vivo ont été fournis par l’annexe de l’institut 

Pasteur Kouba, Alger. Les caractéristiques du modèle animal sont les suivantes : 

 Souris albinos de race NMRI (Naval Médical Research Institue). 

 Nombre : 20 souris. 

 Sexe : mâle et femelle. 

 Poids : 25-28 g. 

 Température : 20-24 °C. 

 Humidité : 50-60 % 

 Eclairage : 10 heures par jour. 

 Alimentation : Granulés « O.N.A.B » 

 Boisson : Eau de robinet  

 

2.2.3. Souches microbiennes  

Un screening antimicrobien a été effectué, in vitro pour mettre en évidence le 

caractère antimicrobien de l’huile végétale de l’amande amère.  

Au total 12 souches microbiennes ont été testées dont quatre (04) souches 

bactériennes de référence ATCC, deux Gram négatifs (Escherichia coli ATCC 25 922 

et Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027) et deux Gram positifs (Staphylococcus 

aureus ATCC 25 923 et Bacillus subtilus ATCC 6633). 

Toutes les bactéries ont été cultivées sur Muller Hinton Agar (MHA) à 37°C 

pendant 24h avant tout test antibactérien. 

Pour les isolats fongiques 8 souches ont été testées : 4 levures (Candida 

albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae), 2 

moisissures (Aspergillus terreus, Aspergillus niger) et 2 dermatophytes (Microsporum 

canis, Trichophyton mentagrophytes). 

Les souches fongiques testées ont été isolées à partir des prélèvements de 

malades ayant contracté différentes infections, au niveau laboratoire de mycologie de 

l’institut Pasteur Dely Brahim, Alger. 
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 Les souches fongiques mentionnées ci-dessus, ont été cultivées sur 

Sabouraud chloramphénicol à 25°C jusqu’à l’obtention d’une bonne croissance. Tous 

ces milieux de culture proviennent de l’Institut Pasteur d’Alger (IPA, Alger).  

 

2.3. Méthodes  

2.3.1. Extraction de l’huile d’amande amère  

L’extraction de l’HAA a été effectuée par pression à froid dans un appareil de 

type presse à vis d’une capacité de 4 à 6kg /heure à 40°C. L’huile extraite à partir des 

graines a été mise en sédimentation pendant une semaine, puis filtrée pour éliminer 

toutes les impuretés.  

L’huile purifiée a été stockée dans des bouteilles opaques à la lumière à 4°C à 

jusqu’à son utilisation.  

Le rendement en huile végétale a été calculé par rapport au poids sec des graines, 

soit : 

Rendement de l’HV(%) = [masse d’HV obtenue (g) /masse de la graine sèche 

(g)]*100 

 

2.3.2. Caractérisation physicochimique de l’huile d’amande amère  

2.3.2.1. Caractérisation physique  

2.3.2.1.1. Détermination de la densité relative : la densité d’une HV est 

définie comme étant le rapport de sa masse volumique et la masse volumique d’un 

composé de référence (eau). 

Le principe est basé sur la mesure de la masse, à la température demandée, d'un 

volume de corps gras contenu dans un pycnomètre préalablement étalonné à la même 

température par rapport à l'eau. La densité relative a été déterminée en triplicata selon 

la méthode décrite dans la norme ISO 6882 [170], et calculée par la formule suivante : 

 

D20 = (m2-m0) / (m1-m0) 

Avec : 

m0: Masse en gramme du pycnomètre vide. 

m1: Masse en gramme du pycnomètre rempli d'eau. 

m2: Masse en gramme du pycnomètre rempli d’huile 
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2.3.2.1.2. Indice de réfraction 

L'indice de réfraction est le rapport de la vitesse d’un rayon lumineux (la raie D 

du sodium (589 nm) dans le vide à sa vitesse dans le milieu. Autrement dit, c’est la 

mesure de la réfringence d’un corps donné par rapport à la raie D du sodium et permet 

de classer les huiles en huile siccative, demi siccative ou non siccative. 

La mesure de l'indice de réfraction se fait par le biais d’un réfractomètre relié à 

un bain thermostaté à une température où l’huile est liquide. Le réfractomètre est 

préalablement étalonné avec de l’eau distillée. La méthode utilisée est celle décrite 

dans la norme ISO 6320 [171]. 

 

2.3.2.1.3. Extinction spécifique dans l'UV 

 

Principe : l’absorbance dans l’ultraviolet repose sur la détermination des 

coefficients d’extinction, aux longueurs d'onde 232 nm et 270 nm, selon la méthode 

décrite dans la norme ISO 3656 [172]. Le principe de cette méthode est basé sur le 

calcul de la quantité d'énergie lumineuse absorbée par un composé non transparent 

aux longueurs d’ondes données. 

  

Méthodologie : les extinctions spécifiques K232 et K270 sont calculées comme suit : on 

a pris 0,1g de l’HAA à laquelle on a ajouté 10 ml de cyclohexane. Après 

homogénéisation, on mesure les extinctions aux longueurs d’onde 232 et 270nm.  

Le calcul des extinctions spécifiques aux différentes longueurs d’onde se fait par la 

formule suivante : 

Eλ = Aλ /C.l 

 

Eλ : Extinction spécifique à la longueur d’onde λ 

Aλ : Extinction mesurée à la longueur d’onde λ 

c : Concentration en gramme par 100 ml 

l : Epaisseur de la cuve (1 cm) 
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2.3.2.2. Propriétés chimiques  

2.3.2.1. Indice d’acide et acidité 

La teneur en acides gras libres d’une matière grasse est exprimée de deux 

manières soit par son acidité soit par son indice d'acide. Ces deux paramètres sont 

déterminés par la même méthode, seuls leurs modes d'expressions est diffèrent. Le 

principe de l’analyse (de l’acidité ou de l’indice d’acide) consiste à la mise en solution, 

d'une prise d’essai de 5 g d’huile, dans un mélange d’éthanol et d’oxyde diéthylique 

(V/V) selon la méthode recommandée par l’ISO 660[173]. 

On procède par la suite à un titrage des acides gras libres présents dans le 

mélange (huile – solvant) à l’aide d’une solution éthanolique de potassium (0,1N) en 

présence de phénophtaléine. 

 L’indice d'acide (IA) évalue la quantité d’acides gras libres qui sont 

responsables du rancissement. Cet indice représente le nombre de milligrammes 

d'hydroxyde de potassium nécessaires pour neutraliser les acides gras libres 

présents dans un gramme de corps gras. Il s’exprime par la relation suivante : 

IA = 56,11.T.V/m 

V: Nombre de ml de la solution de KOH. 

T: normalité de la solution de KOH. 

m: masse en gramme de la prise d'essai. 

 

Quant à l’acidité, elle exprime le pourcentage d'acides gras libres contenus dans 

un corps gras. Selon la nature du corps gras, l'acidité peut être exprimée en 

pourcentage d’acide oléique, palmitique, érucique ou laurique, selon la relation 

suivante :  

A% =IA/2 

 

2.3.2.2.2. Indice de peroxyde 

Principe : l’indice de peroxyde permet d’évaluer la quantité de peroxydes 

présents dans un corps gras, et d’indiquer par conséquent le taux d’acides gras 

rances. Cet indice correspond à la teneur en oxygène actif du peroxyde présent dans 

le corps gras et susceptible d’oxyder l’iodure de potassium avec libération d’iode. La 

méthode utilisée est celle décrite par la norme ISO 3960 [174]. 



45 
 

Au contact de l’oxygène, les acides gras insaturés s’oxydent par fixation 

d’oxygène et forment les peroxydes, comme l’indique la réaction suivante (Figure 2.1.) 

: 

 

 

 

Figure 2.1. Réaction d’oxydation des acides gras insaturés [174]. 

 

Cet indice est souvent exprimé en millimoles ou milliéquivalents d’oxygène actif par 

Kg de corps gras.  

 

Méthodologie : le principe de la méthode repose sur la mise d’une prise d’essai 

en solution dans un mélange d’acide acétique et de chloroforme avec addition d’une 

solution de KI. Après 5 minutes à l’obscurité, l’iode libéré est titré par une solution de 

thiosulfate de sodium (0,002N) en présence d’empois d’amidon comme indicateur. 

Parallèlement à cela, on effectue un essai à blanc.  

𝐼𝑷 =
𝐓 × (𝑽𝟎 − 𝑽𝟏)

𝐦
× 𝟏𝟎𝟎(

𝒎𝒆𝒒𝒅′𝑶𝟐

𝑲𝒈
. 𝒅𝒆 𝒄𝒐𝒓𝒑𝒔 𝒈𝒓𝒒𝒔) 

V0 : Volume en ml de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour l'essai à Blanc. 

 V 1: Volume en ml de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour l’échantillon. 

T : Normalité exacte de la solution de thiosulfate de sodium utilisée (0,002N). 

m: Masse en gramme de la prise d'essai (2g). 

 

 

2.3.2.2.3. Indice de saponification 

 

Principe : l’indice de saponification est le nombre en milligrammes de potasse 

caustique (KOH), nécessaire pour transformer en savon les acides gras et les 

triglycérides d’un gramme de produit. La méthode d’analyse utilisée est celle 

recommandée par la norme ISO 3657 [175]. 
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Méthodologie : l’échantillon d’huile est soumis à ébullition à reflux avec une 

solution éthanolique d'hydroxyde de potassium à 0,5 N. L'excès d'hydroxyde de 

potassium est titré par une solution d’acide chlorhydrique à 0,5 N en présence de 

phénophtaléine.  

L'indice de saponification est donné par la relation suivante : 

𝑰𝑺 =
𝟓𝟔, 𝟏𝟏 × 𝐓(𝑽𝟎 − 𝑽𝟏)

𝐦
 

V : Volume en ml de la solution d'HCl utilisée pour l'essai à Blanc. 

1 V : Volume en ml de la solution d'HCl utilisée pour l’échantillon. 

T : Normalité exacte de la solution d'HCl utilisée (0,5N). 

m : Masse en gramme de la prise d'essai (2g). 

 

2.3.2.2.4. Indice d’iode 

L'indice d'iode renseigne sur le degré d’insaturation d’un acide gras. Cette 

insaturation facilite le rancissement du corps gras. L'indice d'iode d'une huile végétale 

est le nombre de g d'halogène fixé par 100g de corps gras exprimé en iode, selon la 

réaction suivante : 

 

Le principe de la manipulation consiste à l’addition, à une prise d'essai (se 

trouvant en solution dans le tétrachlorure de carbone) d’un excès de réactif de Wijs 

(réactif composé de monochlorure d'iode en solution dans un mélange d'acide 

acétique et de tétrachlorure decarbone). La méthode utilisée est celle décrite par la 

norme ISO 3961 [176]. 

 

 

Après le temps de réaction, l'excès d'iode est réduit par une solution aqueuse d'iodure 

de potassium selon la réaction suivante : 
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L’iode libéré est alors titré par une solution de thiosulfate de sodium à 0,1N. 

 

L'indice d'iode est donné par la formule ci-dessous :  

𝑰𝑰 =
𝟏𝟐, 𝟔𝟗 × 𝐓(𝑽𝟎 − 𝑽𝟏)

𝐦
 

V0: Volume, en ml, de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour essai à blanc 

V1: Volume, en ml, de la solution de thiosulfate de sodium utilisée pour l’échantillon. 

T: Normalité de la solution de thiosulfate de sodium utilisée 0,1N. 

m : Masse, en grammes, de la prise d'essai 0,15g. 

 

 

2.3.2.2.5. Analyse chimique par CG-MS 

Le principe de ces techniques repose sur la transformation des acides gras en 

dérivés esters d’acides gras ou esters méthyliques (EMAG). 

La préparation des esters méthyliques d’acides gras a été effectuée selon la norme 

ISO12966-2 [177] en transformant 50mg de la matière grasse brute (huile) dans des 

conditions alcalines (Trans-méthylation).Les EMAG sont extraits par centrifugation 

dans 1 ml d’isooctane. Une dilution de la solution d’extraction a été réalisée par 

l’isooctane. 

Les courbes d’étalonnage ont été construites en utilisant une solution étalon 

constituée d’un mélange de 37 EMAG (solution restek Cat #35077). 

L’étalonnage externe a été réalisé en diluant la solution étalon dans l’isooctane pour 

créer une série de 15 à 300 ppm. 

L’injection des standards et des échantillons a été effectuée par ordre dans une 

colonne Rt-2560(diamètre 100 diamètre 0.25mm) placée dans un chromatographe en 

phase gazeuse couplé à un spectromètre de masse Perkin Elmer (Clarus SQ8S 

GC/MS) en utilisant les conditions opératoires suivantes : 

  Phase stationnaire : Colonne Rt-2560 (diamètre 100 diamètre 0.25mm) 

 Phase mobile : Hélium débit constant 2.25ml/min 

 Programme de température : 100°C (4min) à 240°C par pas de 4°C.240°C (20 

min) 

 Température d’injection : 225°C 
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 Température de la ligne de transfert de la source 200°C 

Les courbes de calibration ont été calculées en fonction de la surface des pics. 

L’identification, l’intégration ainsi que la quantification ont été réalisées par ordre, et 

par comparaison des temps de rétention de la mixture d’EMAG. 

La composition en acides gras a été exprimée en EMAG (% massique) 

 

2.3.2.2.6. Détermination des tocophérols 

 

La technique de chromatographie liquide à haute performance (HPLC) est la 

plus adaptée et la plus recommandée pour l’identification de la fraction tocophérolique 

[178]. 

La méthode utilisée pour la détermination des teneurs en α-, β-, γ- et δ-

tocophérols des corps gras est celle prescrite par la norme ISO 9936 [179]. 

Cette méthode est applicable à la fois aux corps gras d’origines animale et 

végétale. Les fractions massiques des différents tocophérols sont exprimées en 

mg/Kg. 

Le principe de la manipulation consiste à dissoudre une prise d’essai de 2 g 

d’huile dans l’hexane. La séparation des tocophérols se fait, à partir de cette solution, 

par HPLC, cependant l’identification est réalisée par un spectrophotomètre UV 

(l’absorbance s’effectue à 292 nm). 

Les différentes étapes caractérisant cette analyse sont résumées comme suit : 

 Les solutions d’essais sont préparées en dissolvant 2 g d'huile dans 25 ml 

d’hexane. 

 Une fois réalisée, un volume de 20 μl sera prélevé de la solution puis injecté 

dans la colonne HPLC. 

L’analyse s’effectue d’après les conditions opératoires mentionnées ci-dessous : 

 La colonne en acier d’une longueur de 25 cm 

 Phase stationnaire C18 

 solvant d’élution : Solution à 0.5% (V//V) d’isopropanol dans l’hexane. 

 Débit : 1, 50 ml/min. 

 Longueur d’onde : 292 nm. 

 Quantité injectée : 20μl. 

 Boucle d’injection : 20μl. 

 Détecteur UV Visible. 
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 Intégration se fait par Logiciel BREEZE. 

 

2.3.2.2.7. Dosage des polyphénols totaux 

 

Principe : Le contenu phénolique total de l’HAA a été déterminé en utilisant le 

réactif de Folin Ciocalteu  

[180] par la méthode de dosage sur microplaque de 96 puits décrite par 

MULLER et al.  [181]. 

Le principe de cette méthode repose sur le transfert d'électrons des composés 

phénoliques au FCR en milieu alcalin. 

 

Méthodologie : Un volume de 20 μl d’extrait de l’HAA (1 mg d’extrait dissout 

dans 1 ml de méthanol) est ajouté à 100 μl de FCR dilué (1:10), auquel un volume de 

75 μl de carbonate de sodium (7,5%) est additionné. Le mélange a été laissé à 

l’obscurité pendant 2 heures à température ambiante. 

L’absorbance a été déterminée à 765nm.Un blanc est préparé de la même 

manière en remplaçant l’extrait par le solvant utilisé (Méthanol). L’acide gallique (10%) 

est utilisé comme contrôle positif, à partir duquel une courbe d’étalonnage a été établie.  

L’équation de régression déduite de la courbe d’étalonnage de l’acide gallique 

permet de déterminer la teneur en phénols totaux exprimée en microgramme 

équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (μg EAG /mg d’extrait). 

 

 

2.3.2.2.8. Dosage des flavonoïdes totaux 

 

Principe : la détermination du taux des flavonoïdes présents dans l’HAA a été 

faite en suivant le protocole décrit par TOPÇU et al. [182] avec quelques modifications. 

Le principe de cette méthode repose sur le dosage direct par le chlorure de 

l’aluminium. Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle libre en positon 5 

susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunâtre par 

chélation de l’ion Al3+. La coloration jaune produite est proportionnelle à la quantité de 

flavonoïdes présente dans l’extrait. 

  La méthode décrite par TOPÇU et al. [182] est utilisée et adaptée avec 

quelques modifications pour une détermination sur microplaque à 96 puits. 
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Méthodologie : Un volume de 50 μl de l’HAA est mélangé avec 130 μl de 

méthanol, 10 μl d’acétate de potassium (1M) et 10 μl de nitrate d’aluminium (10%). Ce 

mélange est ensuite maintenu à température ambiante pendant 40 min, puis une 

lecture d’absorbance est réalisée à 415 nm.  

La courbe d’étalonnage des flavonoïdes a été effectuée en utilisant la 

quercétine à une concentration allant de 25 à 200 μg /ml (R> 0,99). Le TFT est 

déterminée suite à l’équation de régression linéaire déduite à partir de la courbe 

d’étalonnage et exprimée en microgramme équivalent de quercétine par milligramme 

d'extrait sec (μg de QE / mg d’extrait). 

 

 

2.4. Evaluation des activités biologiques de l’huile d’amande amère 

 

   2.4.1. Étude de l'activité antimicrobienne de l’huile d’amande amère  

Principe : la recherche de l’activité antibactérienne et antifongique consiste à 

estimer l’inhibition de la croissance des microorganismes soumis à l’HAA. Pour cela, 

la technique de diffusion sur milieu solide a été utilisée dans le but d’étudier le pouvoir 

antimicrobien des extraits testés, et ce d’après la méthode décrite par PEREZ. [183]. 

C’est une méthode similaire à celle de l’antibiogramme qui consiste à 

déterminer la sensibilité d’une souche microbienne vis-à-vis d’un ou de plusieurs 

produits.  

Méthodologie : dans cette technique, nous avons utilisé des disques de 9 mm 

de diamètre (Antibiotica-Testblattchen, Schleicher & Schuell, D-3354, Dassel, 

Allemagne) imprégnés d’une certaine quantité d’HAA. Le disque sera déposé au 

centre d’une boite Pétri contenant un milieu gélosé préalablement ensemencé par une 

souche microbienne.  

Dans la présente étude, nous avons testé l’activité antimicrobienne de l’HAA en 

imprégnant les disques par 3 doses croissantes 20µl, 40µl ou 60µl d’HV par disque, 

séparément. Ceci a été fait dans le but d’apprécier l’action "dose-dépendante" de 

l’HAA sur la croissance des souches microbiennes.  

De même, la suspension microbienne a été standardisée (0.5 McFarland pour les 

bactéries et 1.5 McFarland pour les champignons) et bien homogénéisée (vortex) 
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avant son ensemencement sur le milieu gélosé adéquat (MH pour les bactéries et SAB 

pour les champignons).  

Chaque boite de Pétri est incubée dans l’étuve à température adéquate (37°C 

pendant 24h pour les bactéries, 25°C pendant 3 et 5 jours pour les levures et les 

moisissures, respectivement, et de 15 à 20 jours pour les dermatophytes à 25°C). 

Après incubation, le diamètre de zone d’inhibition (DZI) de chaque disque a été mesuré 

à l’aide d’un pied à coulisse et exprimé en millimètres (mm).  

L’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide 

autour du disque. Plus le DZI est grand, plus la souche est sensible à l’HAA. Ainsi, la 

souche microbienne sera classée comme étant sensible, intermédiaire ou résistante 

vis-à-vis de l’HAA. 

Deux contrôles ont été effectués pour chaque souche : un témoin positif par 

un antimicrobien de référence ciprofloxacine (5µg), tétracycline (30µg), oxacilline 

(1µg), gentamycine (10µg), ofloxacine (5µg et ampicilline 10µg), pour les souches 

bactériennes et fluconazole (10µg/disque) pour les souches fongiques] . Un témoin 

négatif a été réalisé sans l’HV testée. 

  

2.4.2. Evaluation de l’activité antioxydante   

Le pouvoir antioxydant de l’huile d’amande amère a été évalué en utilisant 

plusieurs méthodes, notamment, des tests anti-radicalaires (DPPH, ABTS), le pouvoir 

réducteur (réduction des ions de fer (FRAP) et de cuivre (CUPRAC)) et par test de 

blanchiment de la β carotène. Toutes les mesures ont été répétées trois fois et 

déterminées à l’aide d’un lecteur de microplaques à 96 puits « PerkinElmer Multimode 

Plate Reader Enspire »  

 

    2.4.2.1. Activité de piégeage du radical DPPH  

La capacité de piégeage du radical DPPH a été mesurée par la décoloration de 

la couleur violette d’une solution méthanolique de DPPH, selon la méthode standard 

décrite par BLOIS [184], avec quelques modifications.  

Pour cela, un volume de 40µl de la solution méthanolique de l’HAA à différentes 

concentrations a été mise dans une microplaque à 96 puits, auxquelles, 160 µl d’une 

solution méthanolique de DPPH (0.1mM) ont été ajoutés. Après 30 minutes 

d’incubation dans l’obscurité .l’absorbance a été mesurée à 517 nm. Le BHT, BHA et 

l’α-tocophérol ont été utilisés comme des molécules standards. 
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Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH a été calculé selon la relation : 

% 𝑑′𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 =
[(Abs0 − Abs1)]

(Abs0)
× 100 

Ou : Abs0 est l’absorbance du contrôle à 517 nm ; 

Abs1est l’absorbance de HV à différentes concentrations à 517 nm. 

La concentration qui permet d’inhiber 50 % du radical DPPH(CI50) a été calculée par 

régression linéaire. 

 

 

  2.4.2.2. Activité de piégeage du radical ABTS  

      Principe : le potentiel antioxydant de l’HAA a été également évalué par piégeage 

du radical ABTS selon le protocole standard de RE et al. [185].Dans ce fait,7,0 mM 

d’ABTS ont été ajoutés à une solution de persulfate de potassium (2,45mM),et la 

solution obtenue a été maintenue à l’obscurité à température ambiante pendant 16 h 

pour générer un cation radicalaire(ABTS.+), d’une couleur bleu verte.   

La solution ABTS.+ a été diluée par la suite, jusqu’à l’obtention d’une absorbance 

de 0,7±0.02 à 734 nm. L’ajout d’antioxydant au cation radical préformé le réduit en 

ABTS qui se traduit par la décoloration de la solution bleue. 

Méthodologie : un volume de40 µl de l’échantillon à différentes concentrations 

ont été ajoutés à 160 µl de la solution des radicaux ABTS.+ et les absorbances ont été 

mesuré à 734 nm après 10 minutes d’incubation. 

De même pour le BHT, BHA et l’α-tocophérol qui sont utilisés comme des 

contrôles positifs. 

La CI50 a été déterminée par régression linéaire. 

 

2.4.2.3. Pouvoir réducteur du cuivre (CUPRAC) 

Principe : la capacité réductrice du cuivre a été évaluée en suivant le protocole 

standard d’APAK et al. [186] avec une légère modification. Le pouvoir antioxydant 

réducteur de cuivre (CUPRAC) est basé sur le principe de réduction du complexe de la 

néocuproine [Cu(II)-NC] en forme cuivreuse [Cu(I)-NC] par l’huile végétale (Figure 2.2). 
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Figure2.2. Réaction de réduction du réactif CUPRAC [186]. 

 

 

Le mélange réactionnel contenant 50 µl de (Cu (II),10mM),50 µl de 

néocupronine (7,5mM) , 60 µl du tampon acétate d’ammonium (NH4Ac) (1M,pH 7,0) 

et 40µl de la solution méthanolique de l’HAA à différentes concentrations. 

L’absorbance du mélange a été mesurée à 450 nm après 1h d’incubation à 25°C.  

Les résultats ont été exprimés en tant que A0 ,5 et comparés à ceux du BHT et 

BHA. 

 

2.4.2.4. Pouvoir réducteur de fer (FRAP) 

 

Principe : le pouvoir réducteur de fer a été mesuré selon la méthode décrite 

par OOYAIZU [187].Cette méthode est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3+) 

par le complexe de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)6] en fer ferreux (Fe2+) et 

apparition d’une couleur bleue de Prusse et l’absorbance a été mesurée à 700 nm. 

 

Méthodologie : un volume de 10 µl de la solution méthanolique de l’HAA à 

différentes concentrations ont été rajoutés à 40 µl de tampon phosphate 0,2 M 

(pH=6,6) et 50 µl de K3Fe(CN)6 à 1%,le mélange a été incubé à 50°C pendant 20 

minutes.ensuite,50µl d’acide tricholoracétique (10%),40µl d’eau distillée et 10µl de 

chlorure de fer (FeCl3),0,1%) ont été ajoutés et l’absorbance a été mesurée à 700 nm. 

Le BHT, BHA ont été utilisés comme des molécules standards.  
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Les résultats ont été exprimés en tant que A0 ,5 ce qui correspond à la 

concentration dans laquelle l’absorbance est égale à 0,5. 

 

2.4.2.5. Test de blanchissement du β-carotène 

  

Principe : le pouvoir antioxydant de l’HAA a été également déterminé en 

utilisant le test β-carotène/acide linoléique [188].Le principe de la méthode est basée 

sur l’oxydation de l’acide linoléique qui va libérer des radicaux peroxydes et des 

hydroperoxydes conjugués, qui vont par la suite oxydés le β-carotène, ce qui va 

entrainer la perte de sa couleur rouge (décoloration ou blanchissement). 

Méthodologie : une émulsion de β-carotène/acide linoléique a été préparée en 

solubilisant 0,5 mg de β-carotène dans 1 ml du chloroforme a été ajoutée à 25µl d’acide 

linoléique, et 200µl de tween 40.Le chloroforme a été complètement éliminé dans le 

Rotavapor à 40°C, par la suite 50µl d’eau oxygénée ont été rajoutés. 

160µl de cette émulsion ont été déposées dans une microplaque à 96 puits contenant 

40 µl de la solution méthanolique de l’HV à différentes concentrations. 

 L’absorbance a été mesurée à 470 nm à T0 et à T120 après 2 heures 

d’incubation à 50°C.Les résultats sont comparés à des contrôles positifs BHA et BHT 

utilisés dans les mêmes conditions opératoires. Un blanc dépourvu de la β-carotène a 

été également utilisé dans les mêmes conditions. 

L’activité antioxydante a été calculée d’après la formule suivante : 

𝐴𝐴(%) =
[1 − (𝐴𝐻0 − 𝐴𝐻𝑡 ]

(𝐴𝐶𝑂  − 𝐴𝐶𝑡)
× 100 

Avec  

AA (%) : activité antioxydante ; 

AH0 Valeur de l’absorbance du β-carotène en présence de l’HV à t=0 ; 

AC0 Valeur de l’absorbance du β-carotène en présence Du contrôle négatif à t=0 ; 

 AHt Valeur de l’absorbance du β-carotène en présence de l’HV à t=120 min ;  

AH0 Valeur de l’absorbance du β-carotène en présence du contrôle négatif à t=120 

min. 

La CI50 a été également calculée, elle correspond à la concentration de l’HV pour 

laquelle une réduction de l’oxydation du β-carotène de 50% a été observée. 
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2.4.3. Evaluation des activités enzymatiques 

 

 2.4.3.1. Activité inhibitrice de l’ α-glucosidase 

Principe : l’activité inhibitrice de l’ α-glucosidase a été effectuée par la méthode 

décrite par BEHVAR ASGHARI et al. [146] avec quelques modifications. Dans le 

milieu réactionnel, lorsque l’enzyme α-glucosidase est active, p-nitrophenyl-α-D-

glucopyranoside (le substrat de l’enzyme) est hydrolysé en libérant des unités de 

glucose. Le test d’inhibition de α-glucosidase est basé sur la colorimétrie à base d’une 

solution de carbonate de sodium (Figure2.3) 

Une procédure standard avec peu de modifications a été adoptée pour l'examen 

des potentiels inhibiteurs de l'α-glucosidase [146]. 

 

 

Figure 2.3. Activité enzymatique de l’α-glucosidase [146]. 

 

Méthodologie :un extrait de 20 μl de différentes doses (62,5, 125, 250, 500 et 

1 000 μg/ml) a été incubé à 37°C avec 50 μl de tampon phosphate 100 mM (pH 6) et 

10 μl de α- glucosidase (1 U/ml) dans une microplaque à 96 puits pendant 15 min. 20 

µl de p-nitrophénol-glucopyranoside 5 mM ont été ajoutés comme substrat suivi d'une 

incubation supplémentaire pendant 20 minutes à 37°C.  

La réaction a été achevée après l'ajout de 50 µl de carbonate de sodium (0,1 

M). L'absorbance a été calculée pour le p-nitrophénol libéré par Multiplate Reader à 

405 nm. L'acarbose a servi de molécule de référence et les résultats calculés comme 

suit : 
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% d’inhibition = (Abs de l’extrait-Abs de Blanc) / Abs de control x 100 

Avec : 

Control : Enzyme + Substrat + Solvant de l’extrait. 

Blanc : Substrat + Extrait + Tampon de l’enzyme. 

 

2.4.3.2. Activité inhibitrice de l’α-amylase 

Principe : 

L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase a été déterminée par la méthode de 

ZENGIN et al. [147] avec quelques modifications. Dans le milieu réactionnel, lorsque 

l’enzyme α-amylase est active, l’amidon (le substrat de l’enzyme) est hydrolysé en 

libérant des unités de maltose et de glucose. Le test d'inhibition de α-amylase est basé 

sur la colorimétrie à base de solution d'iode pour déterminer la quantité d'amidon 

hydrolysé. 

Méthodologie : 

Des mélanges de α-amylase (50 μl) (1U) avec des solutions d’extrait de 

différentes concentrations (25 μl) ont été préparés dans une microplaque à 96 puits, 

puis incubés pendant 10 min à 37°C. La réaction a été ensuite initiée en ajoutant une 

solution d'amidon (50 μL, 0.1%). Les mélanges réactionnels ont de nouveau été 

incubés pendant 10 minutes à 37°C. La réaction a ensuite été arrêtée en ajoutant 25 

μl d’acide chlorhydrique (HCl, 1 M), et 100 μl d'iodure de potassium (KI). 

En parallèle, des blancs à base de solutions d’extrait de différentes 

concentrations ont été également préparés (un blanc est constitué d’une solution 

d’extrait d’une concentration donnée, d’amidon, d’acide chlorhydrique, et d’iodure de 

potassium). 

 La lecture de l’absorbance de l'échantillon et du blanc a été réalisée à 630 nm. 

 L'absorbance du blanc a été soustraite de celle de l'échantillon (Figure2.4) 

 L’accarbose a été utilisé comme témoin positif.  

 Le pourcentage d’inhibition de α-amylase a été calculé avec la formule suivante : 

 

% 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 = 1 − [
(𝐴𝑐 − 𝐴𝑒) − (𝐴𝑠 − 𝐴𝑏)

(𝐴𝑐 − 𝐴𝑒)
 

Ac=Absorbance [Amidon + KI + HCl + solvant d’extrait + tampon Enzyme] 

Ae=Absorbance [Enzyme + Amidon + KI + HCl + solvant d’extrait] 

As=Absorbance [Enzyme + Extrait + Amidon + KI + HCl] 
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Ab=Absorbance [Extrait + KI + tampon]. 

 

 

 

Figure 2.4.Récapitulatif des différentes solutions préparées [147]. 

 

 

2.4.3.3. Activité anti-cholinestérase  

Principe : l’inhibition de l’AChE a été mesurée par un dosage colorimétrique 

selon la méthode décrite par ELLMAN et al. [160].En effet, l’AChE catalyse 

efficacement l’hydrolyse de l’acétylthiocholine ; cette réaction libère l’ion acétate et la 

thiocholine.  

La thiocholine réagit à son tour, via ses groupements thiols-SH-, avec 5,5’-

dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) et génère une couleur jaune, absorbant à 412 

nm ce qui permet son dosage. 

Méthodologie : dans une microplaque à 96 puits ,10µl de chaque concentration 

de la solution méthanolique de l’HAA ont été mélangés et homogénéisés dans 150µl 

du tampon phosphate de sodium (100mM, pH 8) et 20µl d’enzymes [AChE 

(0,45U/ml)].Après 15 minutes d’incubation à 25°C, 10µl de DTNB (0,5mM) et 10 µl 

d’iodure d’acétylthiocholine (0,71mM) ont été ajoutés de façon à obtenir le volume final 

égale à 200µl. 

La formation du 2 nitrobenzoique-5-mercaptothiocholine de couleur jaune a été 

mesurée à 412 nm. La galanthamine a été utilisé comme inhibiteur de référence des 

cholinestérases. 
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 Le pourcentage d’inhibition d’AChE a été calculé par rapport au blanc 

(méthanol et le tampon phosphate de sodium) comme indiqué ci-dessous  

 

I% = [(E-S)/E]*100 

 

Avec E l’activité de l’enzyme sans HV ; 

S activité de l’enzyme en présence de l’HV. 

La CI50   de l’activité AChE a été calculée à partir des courbes de régression linéaire, 

la mesure a été répétée trois fois pour chaque échantillon. 

 

2.4.4. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire (in vitro) 

Principe : le modèle de la dénaturation de l’albumine a été choisi pour évaluer 

les propriétés anti-inflammatoires in-vitro de l’HV étudiée. Le principe de cette 

technique est basé sur la capacité de cette huile à empêcher la dénaturation thermique 

de l’albumine bovine sérique (BSA) [189]. La dénaturation de l’albumine sous l’effet 

de la chaleur aboutit à un mime de l’expression d’antigènes associés à une 

hypersensibilité de Type III, réaction impliqué dans des maladies telles que les 

maladies sériques, la glomérulonéphrite… et autres [189]. 

L’activité anti-inflammatoire in-vitro de l’HAA est déterminée par la méthode de 

KANDIKATTU et al. [190] avec de légères modifications. 

 

Méthodologie : 

1) Le mélange réactionnel (1ml) est constitué de 0,5 ml de chaque extrait à 

différentes concentrations (62.5, 125, 250, 500 et 1000 μg/ml) et 0,5 ml de 

la solution aqueuse du sérum bovine d'albumine (BSA : Bovine serum 

albumin) 0,2%, préparé dans Tris HCl pH : 6,6). Chaque concentration est 

répétée 3 fois. 

 

2) Préparation des blancs 

  Pour chaque concentration d’extrait de plante un blanc extrait est préparé dans 

lequel 0,5 ml d’extrait est ajouté à 0,5 ml de Tris-HCl (Ce blanc a pour but de soustraire 

l’absorbance de l’extrait des résultats obtenus).  

Un blanc BSA contenant 0,5 ml de la solution de BSA ajouté à 0,5 ml du solvant 

utilisé pour les extraits (le résultat obtenu correspond à la dénaturation totale du BSA 
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en absence de substance inhibitrice). 

Les tubes préparés au paravent sont incubés à 37°C pendant 15 min. puis 

chauffés à 72°C pendant 5 min. Après refroidissement, la turbidité des échantillons a 

été mesurée par spectrophotomètre à 660 nm.  

Le diclofénac de sodium (250 μg/mL) est utilisé comme standard (contrôle 

positif). L’expérience a été réalisée en triple. Le pourcentage d'inhibition de la 

dénaturation des protéines a été calculé comme suit : 

% 𝒅′𝒊𝒏𝒉𝒊𝒃𝒊𝒕𝒊𝒐𝒏 =
𝑨𝑪  − 𝑨𝒆

𝑨𝑪
× 𝟏𝟎𝟎 

Ac absorbance de control 

Ae absorbance des extraits 

 

2.4.5. Evaluation de l’activité anti-inflammatoire topique in vivo 

Principe : l’activité anti-inflammatoire topique de l’HAA a été évaluée in vivo sur 

des souris saines. L’œdème a été induit, au niveau de l’oreille droite de chaque souris, 

par application d’une solution irritante de xylène. L’oreille gauche servait de témoin. 

 La méthodologie suivie est celle décrite par WANG et al. [191]. 

Méthodologie : 

4 lots de 5 souris chacun ont été constitués et répartis comme suit :  

 Au temps T0 : 

 Lot 1 : recevra une goutte de d’HAA pure par application cutanée sur l’oreille 

gauche (OG). 

 Lot 2 : recevra une goutte d’HAA diluée à 50 % dans l’huile de vaseline par 

application cutanée sur l’OG 

 Lot 3 : (Témoin -) une goutte de l’huile de vaseline par application cutanée sur l’OG. 

 Lot 4 : (Témoin +) recevra une quantité d’un gel anti-inflammatoire (Voltarène 

Emulgel® 1%, Diclofénac de sodium) par application cutanée sur l’OG. 

 

 Au T0 +30 min : 

 Après application des traitements, l’induction de l’inflammation a été effectuée 

par voie cutanée d’une solution irritante de xylène sur l’oreille gauche de toutes les 

souris préalablement traitées. 

 .Après 5 heures : 

 Les souris ont été sacrifiées par une surdose de l’éther diéthylique et des 
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pièces circulaires, de 8 mm de diamètre, ont été coupées et retirées des oreilles 

traitées (gauches) et non traitées (droites).  

Ces pièces ont été pesées et conservées immédiatement dans du formol à 10% pour 

une éventuelle étude histopathologique. 

L'activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage de réduction de 

l'œdème chez les souris traitées par rapport au contrôle négatif, selon la formule 

suivante : 

 

% 𝒅𝒆 𝒓é𝒅𝒖𝒄𝒕𝒊𝒐𝒏 𝒅𝒆 𝒍′𝒐𝒆𝒅è𝒎𝒆 =
(𝑻 −) − 𝑬

(𝑻−)
× 𝟏𝟎𝟎 

T- : Différence entre les moyennes du poids de l’oreille (gauche - droite) pour le lot Témoin – (huile de 

vasline). 

E: Différence entre les moyennes du poids de l’oreille (gauche - droite) pour le lot essai (HAA ou Témoin 

+) 

 

2.4.5.1. Etude histologique  

 Afin de confirmer l’activité anti-inflammatoire topique de l’HAA au niveau 

cellulaire, des coupes histopathologiques ont été réalisées sur des pièces circulaires 

des oreilles gauches et droites. La coloration effectuée était celle de Hématoxyline-

Eosine selon la procédure de MARTOJA et MARTOJA-PIERSON [192]. 

Le protocole opératoire est détaillé en Appendice A 

Les coupes sont réalisées avec un microtome (Leica RM 212SRTS) permettant 

d’obtenir des sections de 3 à 5μm d’épaisseur. L’observation a été accomplie par 

microscopie photonique (Olympus C×41) aux grossissements x10 et x40. Des photos 

ont été prises pour quantifier l’intensité de l’inflammation (œdème) et l’infiltration 

cellulaire. 

 

2.4.6. Evaluation de l’activité photoprotectrice (détermination in-vitro du facteur 

de protection solaire FPS ou Sun Protection Factor ‘SPF’) 

L’activité photoprotectrice de l’HAA est évaluée par la méthode de MANSUR et 

al., [169].  

Les extraits testés ont été dilués dans le méthanol pour obtenir une 

concentration de 2 mg/ml. 200 μl des différents échantillons (HAA et les molécules de 

références) ont été mis dans une microplaque à 96 puits, puis mesurés entre 290 à 

320 nm, à des intervalles de 5 nm, en prenant le méthanol comme blanc.  
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Toutes les lectures ont été prises en triplicata à chaque point. La valeur du FPS 

a été calculée par l’application de l’équation mathématique développée par MANSUR 

et al. [169]: 

𝑺𝑷𝑭𝑺𝒑𝒆𝒄𝒕𝒓𝒐𝒑𝒉𝒐𝒕𝒐𝒎𝒆𝒕𝒓𝒊𝒄 = 𝑪𝑭 × ∑ 𝑬𝑬(𝝀) × 𝑰(𝝀) × 𝑨𝑩𝑺(𝝀)

𝟑𝟐𝟎

𝟐𝟗𝟎

 

Où : 

EE (λ) : est le spectre d’effet érythémal (erythemal effect spectrum) ; 

I (λ) : est le spectre d'intensité solaire (solar intensity spectrum) ; 

Abs (λ) : est l'absorbance des échantillons (absorbance of sunscreen product) ; 

CF : est le facteur de correction (correction factor : 10). 

 

Le tableau 2.1.permet de classer les résultats du SPF de notre échantillon 

comme : faible, moyenne, haute et très haute protection, d’après les recommandations 

de la Commission Européenne 2006 [193]. 

 

 

Tableau 2.1.Classement des valeurs SPF [193]. 

 

Catégorie 

indiquée 

Facteur de 

protection 

indiqué 

Facteur de 

protection 

solaire 

mesuré 

Facteur de 

protection 

UVA minimal 

recommandé  

Longueur 

d’onde 

critique 

minimale 

recommandée 

« faible 

protection » 

6 6- 9.9 1/3 du facteur 

de 

protection 

solaire indiqué 

sur l’étiquette 

370 nm 

10 10- 14.9 

« protection 

moyenne » 

15 15-19.5 

20 20-24.9 

25 25-29.9 

« Haute 

protection » 

30 30-49.9 

50 50-59.9 

« très haute 

protection » 

50+ 60 ≤ 
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2.5. Analyse statistique  

Pour toutes les méthodes, trois répétitions ont été réalisées, et les résultats ont 

été exprimés comme moyenne± SD (standard déviation).Une analyse statistique a été 

effectuée par One-way ANOVA suivie du post-hoc test de Tukey, pour les 

comparaisons multiples et pour la détermination des différences significatives entre les 

groupes. (p < 0,05.)  en utilisant le logiciel Graph Pad Prism Version 5.00 (2016). 



 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTATS ET DISCUSSION 
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CHAPITRE 3 

RESULTATS ET DISCUSSION 

 

3.1. Rendement de l’extraction de l’huile d’amande amère  

 La teneur en huile des graines d’amande amère obtenue par pression à froid a 

été calculée par rapport au poids sec des graines.  

Les résultats, nous permettent de remarquer une teneur relativement élevée en huile 

extraite à partir des graines de P.amygdalus var amara, égale à 35.5%±0.33. 

Cette teneur en huile est comparable à celle trouvée chez différentes espèces 

d’amandier HANINE et al. [194] ont trouvé que le rendement d’extraction de l’HAA 

cultivé au Maroc, ne dépasse pas 35%, de même, COLIC et al. [195] ont trouvé que la 

teneur en huile des graines P.amygdalus cultivés en Serbie varie entre 36 et 

62%,obtenue par la même méthode d’extraction.  

Cependant, les teneurs en huile la plus faible (25,19%) et la plus élevée (79 %) 

ont été relevées chez des cultivars de Turquie [196,75]. 

Cette variabilité de la teneur en huile peut être attribuée à certains facteurs 

abiotiques dont la température, les techniques d’extraction, la durée de l’extraction, la 

taille des particules, et l'environnement [82, 69, 66,70], ainsi qu'à certaines conditions 

biotiques telles que le génotype, et la variation du métabolisme cellulaire, qui peuvent 

influencer les processus biochimiques et physiologiques impliqués dans la biosynthèse 

de l'huile au niveau de l'endosperme des graines [57]. 

D'une manière générale, le taux d'extraction est fortement affecté par la méthode 

d'extraction. Selon ÖZCAN et al. [75], la méthode d'extraction par pression à froid a 

fourni des niveaux de HAA relativement inférieurs, mais de meilleure qualité, tout en 

conservant ses qualités organoleptiques. 

 

3.2. Etude des caractéristiques physicochimiques de l’huile d’amande amère 

Malgré l’importance du rendement de l’extraction, la valeur commerciale d’une 

HV est estimée dans la plupart des cas à travers ses qualités organoleptiques et 

certaines propriétés physicochimiques. Chaque huile végétale a ses propriétés qui 
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dérivent directement à partir de sa structure chimique et de ses groupements 

fonctionnels [197]. La qualité de la composition de l'huile influence majoritairement les 

méthodes nécessaires à leur analyse [198].Les caractéristiques physico-chimiques de 

l’'huile des graines de P.amygdalus.var .amara sont résumées dans le tableau 3.1 

Tableau 3.1. : Paramètres physicochimiques de l’huile d’amande amère 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les valeurs sont exprimées comme des moyennes ± SD (n=3). K232 and K270: coefficient d’extinction 

spécifique à 232 et  270 nm, respectivement 

 

3.2.1. Caractéristiques physiques  

Les propriétés physiques ont montré que l'huile obtenue était jaune dorée et 

liquide à température ambiante. L’HAA a une densité de 0,912 g/cm3, ce qui est dans 

les limites des études précédemment rapportées sur cette huile [57]. L'indice de 

réfraction des huiles dépend de leur poids moléculaire, de la longueur de la chaîne des 

acides gras, du degré d'insaturation et du degré de conjugaison. L'indice de réfraction 

de l'huile des graines de P.amygdalus var.amara est de 1,466±0,00 à 20°C, ce qui est 

similaire à la valeur de certaines huiles d'amandes provenant des génotypes de Turquie, 

obtenues par la même méthode d'extraction, comme P. amygdalus var.dulcis 

(Ferragnes, 1.466), (Cristomorto 1.463) et (Tuono 1.470) [199]. 

Un indice de réfraction élevé est attribué à la concentration élevée en acides gras 

insaturés, à titre d’exemple, l'huile de grenade a un degré élevé d'insaturation (74,32 %) 

et un indice de réfraction de 1,5197 [200]. L'indice de réfraction est corrélé positivement 

Propriétés Valeur 

Couleur Jaune doré 

Etat physique à 4°C Liquide 

Indice de réfraction à 20°C 1.466±0.00 

Densité à 20°C (g/cm3) 0.912±0.00 

Indice de saponification 215.88±0.04 

Indiced’acide  (mg KOH/g) 0.49±0.03 

Indice d’iode  ( g de I2 /100 g d’huile) 88.93±0.60 

Indice de peroxide (meqo2/kg) 7.74±0.02 

K232 2.612±0.02 

K270 0.390±0.03 
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avec l'indice d'iode, qui est une mesure de l'insaturation des huiles et donne une idée 

de leur stabilité oxydative [201]. 

 

3.2.2. Caractéristiques chimiques  

L’indice de saponification indique la teneur en unités saponifiables (groupes 

alcalino-réactifs) par unité d'huile. Ce paramètre est utilisé pour prédire le type de 

triglycérides dans une huile. En effet, les triacylglycérols contenant des acides gras de 

bas poids moléculaire ont une valeur de saponification plus élevée que ceux contenant 

des acides gras à longue chaîne [197].Par conséquent, l'indice de saponification élevé 

de l'HAA (215,94 mg KOH/g d'huile) peut indiquer sa richesse en triacylglycérols 

contenant des acides gras de faible poids moléculaire. (C16 et C18). 

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus pour des huiles appartenant à 

d’autres espèces, notamment, l’huile de Dracocephalum kotschyi Boiss (192,6 mg 

KOH/g d'huile) [202], l’huile de graines de Jatropha curcas L. (194,7 mg KOH/g d'huile) 

[203], et l'huile d'olive (191,93 mg KOH/g d'huile) [204]. 

 Cependant, des différences significatives ont été constatées dans les graines de 

P.amygdalus de Turquie, où la valeur de l’indice de saponification n'a pas dépassé 

103,6 mg KOH/g d'huile, pour tous les génotypes testés [75].Cela indique que la nature 

des espèces, le type de cultivar, et l’environnement affectent majoritairement les valeurs 

de l’indice de saponification, comme cela été confirmé par LI et al. [205].   

Sur la base des résultats trouvés dans cette étude, la saponification importante 

de l’huile des graines de P.amygdalus var. amara suggère son utilisation comme un 

ingrédient dans la fabrication des savons et de shampoing [206]. 

L'indice d’acide donne une estimation sur la quantité des acides gras libres et 

leur degré de dégradation par les enzymes lipases [197]. L'indice d'acide de l’HAA était 

faible (0,44) et dans les limites acceptables pour les huiles vierges et pressées à froid 

selon la norme Codex pour les nommées huiles végétales [207].La faible valeur de cet 

indice résulte d'une dégradation lente des triglycérides, signifiant que cette huile peut 

avoir une longue durée de conservation. 

En outre, l'indice d'iode, qui fait référence aux acides gras insaturés présents 

dans une huile, est utilisé comme indicateur pour prédire la durée de conservation d’une 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8488009/#b0090
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huile [208]. Cette valeur a été trouvée relativement faible (88,93 g d'I2 pour 100 g 

d'huile) dans l’HAA. Ce constat implique une stabilité oxydative élevée. 

La valeur de cet indice est similaire aux résultats déjà rapportés pour l'huile 

d'amande [75]. Ainsi, elle se situe dans la gamme de ceux des huiles d'olive, de coton 

et de tournesol pour lesquelles la valeur de l'indice d'iode varie de 86 à 145 g /100 g 

d'huile [209]. Contrairement à ceux de l'huile d'argan, de pamplemousse et d'arachide, 

notre huile testée est fortement insaturée [210].Une huile présentant une faible valeur 

d’indice d’iode est propre à la consommation, elle peut être utilisée comme huile non 

siccative. 

 Généralement, les huiles végétales à teneur élevée en iode (plus de 190) sont 

relativement moins stables et plus sensibles à la dégradation oxydative, elles sont 

souvent utilisées pour les industries de la peinture et du vernis [197]. 

Par ailleurs, on a remarqué que l'indice de peroxyde de l’HAA est de 7,78 eq O2/ 

kg d'huile, qui est inférieur à 10 méq. d’O 2 /kg d'huile, la valeur autorisée pour les huiles 

brutes par le Comité du Codex Alimentarius [207], révélant que l'huile testée est fraîche 

et de bonne qualité en tenant compte de sa stabilité oxydative. 

Une huile avec un indice de peroxyde supérieur à 9 meq O2/kg a des effets 

néfastes sur la santé humaine, en augmentant les espèces réactives de l'oxygène 

(ERO) ainsi que les produits secondaires de la peroxydation des lipides qui entraîneront 

des pathologies cardiovasculaires et inflammatoires [211].  

Étant donné que ce paramètre est utilisé pour évaluer la stabilité oxydative d’une 

huile et détecter son rancissement, on peut déduire que l’HAA a une durée de 

conservation plus longue. 

La présence de quantités élevées d'hydroxyde provoque la formation de diènes 

conjugués et triènes avec une longueur d'onde d'absorption comprise entre 230–234 

nm et 265–270 nm [212].Des mesures spectrophotométriques ont été effectuées afin 

de déterminer l'absorbance de l’HAA dissoute dans le cyclohexane à 232 et 270 nm.  

D’après les résultats mentionnés dans le tableau 3.2 la valeur initiale de K232est 

relativement faible (2,612). Cette mesure reflète l’absence de formation de produits 

primaires d'oxydation dans l’HAA, tandis que la valeur de K270, est égale à 0,39.Cette 
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dernière indique que l’HAA contient un faible pourcentage de composés carbonylés 

aldéhydiques.  

L'augmentation de l'absorption à 270 nm peut être liée à la présence de produits 

d'oxydation secondaires [212].  

 L’analyse des paramètres physicochimiques de l’HAA nous a permis de la 

classer comme une huile vierge, stable, non siccative et de bonne qualité nutritionnelle. 

Les différences trouvées dans les caractéristiques physicochimiques de l’huile 

testée et celles citées dans la littérature peuvent être expliquées par la variation de 

divers facteurs génétiques, agronomiques, climatiques et certaines conditions de 

stockage [212, 213,197]. 

3.2.2.1. Composition en acides gras de l'huile des graines de P.amygdalus var. 

amara 

La composition des esters méthyliques d'acides gras (EMAG) est un facteur 

important, du fait que les propriétés physiques, chimiques et nutritionnelles des huiles 

végétales sont fortement influencées par les types et les proportions relatives des 

acides gras et de leur position sur la fraction glycérol [213]. 

L’analyse de l’HAA par chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse a permis d’identifier différents types d’acides gras avec des 

proportions variables. Le profil en acides gras de l’huile étudiée est présenté dans le 

tableau 3.2. 
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Tableau 3.2. Profil en acides gras de l’huile des graines de P.amygdalus var.amara 

Acidesgras (%) 

C13:0 2.07 

C14:0 0.95 

C15:0 0.88 

C16:0 7.01 

C16:1  0.93 

C18:0  3.25 

C18:1  68.27 

C18:2  16.14 

ΣAGS 14.16 

ΣAGMI 69.10 

ΣAGPI 16.14 

ΣAGU 85.84 
 

C13: acide tridecanoique; C14 :acide myristique ;C15:acide pentadecyclique ;C16:0 acide  

hexadecanoique ou acide palmitique ; C16:1 Cis-9-hexadecenoique or acide palmitoleique;  C18:0 

octadecanoique ou acide stéarique; C18:1n − 9 Cis-9-octadecenoique ou acide oléique; C18:2 Cis-9,Cis-

12octadecadienoique ou acide linoleique 

 

Sur la base des résultats enregistrés dans le tableau 3.3, on observe que cette 

huile contient majoritairement des acides gras mono-insaturés (69.10 %), des acides 

gras polyinsaturés (16.14 %) et une faible quantité d'acides gras saturés (14.16 %). 

Huit acides gras différents ont été mis en évidence dans l’HAA, avec une 

prédominance de deux acides : l’acide oléique (C18:1, 68,27%), et linoléique 

(C18:2,16,14 %),suivi par l'acide palmitique (C16, 7,01 %),tous ensembles représentent 

plus de 91,42 % des acides gras totaux. Les acides tridécanoïque, myristique, stéarique, 

pentadécyclique et palmitoléique constituent 8,08 % des acides gras totaux.  

Le rapport des acides gras polyinsaturés/saturés (P/S) de l’HAA est de 5,30, ce 

qui est un facteur important pour l’évaluation de la qualité des huiles et des graisses. 

Lorsqu’il est supérieur à 1, c'est la valeur nutritionnelle des huiles alimentaires de haute 

qualité pour la santé humaine [214]. 

La teneur en acides gras caractérisant notre huile est proche de celles de 

certaines huiles du genre Prunus précédemment étudiées CHAMLI et al. [215] ; 

RAPOSELLI et al. [216] ; OZCAN, MATTHAUS et al. [75], dans lesquelles il a été 

constaté que les acides oléique et linoléique sont majoritaires. 
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Actuellement, les nutritionnistes suggèrent fortement de compléter les régimes 

alimentaires avec des huiles végétales en raison de leur teneur élevée en AGMI et AGPI 

[217]. Les huiles végétales peuvent fournir des acides gras alimentaires importants 

comme les acides gras ω-3, ω-6 et ω-9. Ces derniers sont essentiels, et jouent un rôle 

crucial dans la croissance cellulaire. En effet, les acides gras ω-3 et ω-6 sont connus 

pour leur capacité à réduire les facteurs de risque de certaines maladies, notamment le 

cancer, l'arthrite, et le diabète [218]. 

L'acide oléique (ω-9) considéré comme un composé majoritaire dans l’HAA, joue 

un rôle important dans la réduction du risque d'infarctus cardiaque, en raison de sa 

capacité à faire baisser le taux de cholestérol, et de son efficacité de prévention contre 

le cancer [219]. 

L'acide linoléique (C18 :2 ; ω6) est un acide qui ne peut être synthétisé par les 

cellules animales, pour lesquelles il doit être importé de manière exogène [220]. A cet 

égard, l'huile testée pourrait être une bonne source de cet acide. De plus, des avantages 

potentiels de l'acide linoléique sur la santé ont été rapportés, tels que : des effets cardio-

protecteurs, une modulation de la réponse inflammatoire et un effet positif sur la fonction 

et le comportement du système nerveux central [220]. 

 Compte tenu de la valeur nutritionnelle des acides gras essentiels trouvés dans 

l'HAA, cette huile peut être proposée comme un ingrédient alimentaire en fournissant 

ces composés au corps humain. 

 
3.2.2.2. Teneur en tocophérols  

Les tocophérols se sont des antioxydants lipophiles naturels classés en quatre isomères 

α, β, γ et. δ. Les huiles végétales sont naturellement riches en ces composés. Ils les 

protègent contre l'oxydation [221].  Le tableau 3.3 révèle la teneur en tocophérol de 

l’HAA obtenue par pression à froid. Le profil chromatographique de l’HAA et les 

standards sont affichés dans l’appendice B. 
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Tableau 3.3.Teneur en tocophérols de l’HAA 

 

 

 

 

Les valeurs ont été exprimées en moyennes ± SD (n=3), nd :non détecté 

D’après les résultats présentés dans le tableau 3.4, une valeur significative 

(85,515 mg/kg) de la teneur totale en tocophérols a été détectée dans l’HAA. Deux types 

d’homologues ont été identifiés dans cette huile. L'α-tocophérol est le principal 

tocophérol avec une valeur de (81,869 mg/kg), ce qui représente plus de 95 % de la 

teneur totale en tocophérols.  

D'autre part, le γ -Tocophérol qui est l'isomère minoritaire avec une valeur de 

3,645 mg/kg, représente seulement 4% de la teneur totale en tocophérols. Cependant, 

l’isomère β-tocophérol est non détectée dans cette huile. 

Nos résultats sont en concordance avec ceux obtenus par FERNANDES et al. 

[97] qui ont rapporté que la teneur en α-tocophérol est de 97,3 mg/kg et 2,8 mg/kg pour- 

γ Tocophérol issu de graines d'amandes amères cultivées au Brésil.  

D'autres études rapportées par ÇELIK et al. [59] ont montré que les valeurs de 

la teneur en tocophérols totaux variaient de 0,00 à 119,18 % des huiles provenant de 

71 variétés d'amandes cultivés en Turquie. De même, OZCAN, MATTHAUS, et al. [75] 

ont rapporté une teneur totale en tocophérols variant de 47,42 à 80,15 mg/kg à partir de 

31 génotypes d'huile d'amande de Turquie.  

De nombreuses recherches ont examiné la teneur en tocophérols de différents 

génotypes d'amandes et ont montré qu'elle dépendait principalement de la variété [222-

224] 

OZCAN et al. [57] ont noté que le contenu tocophérolique des huiles d’amandes 

est fortement influencé par les techniques d'extraction, les facteurs et les conditions 

analytiques [225,226]. 

Par ailleurs , une étude récente menée par EL BERNOUSSI et al .[227] portant 

sur l'effet des conditions de stockage sur la qualité des huiles d'amandes amères et 

Composé (mg/kg d’huile) (%) 

α-Tocopherol 81.869 ±0.15 95.73 

β-Tocopherol Nd Nd 

γ –Tocopherol 3.645±0.01 4.26 

Total Tocopherols 85.515±0.02 100 
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douces, a révélé que les tocophérols présents dans l'HAA étaient plus susceptibles de 

se dégrader que ceux de l'huile d'amande douce, leur concentration diminuait avec le 

temps. Du point de vue des caractéristiques biologiques, la réduction de la 

concentration en tocophérols affecte principalement la qualité de l'huile. 

En ce qui concerne la teneur en tocophérols, nos résultats confirment que l’HAA 

est une source naturelle prometteuse d'α-tocophérol en comparaison avec les autres 

cultivars de différentes d'espèces. 

 

3.2.2.3. Teneur en polyphénols et flavonoïdes totaux 

Les polyphénols sont des composés naturels et métabolites secondaires des 

plantes, majoritairement produits en réponse à un état de stress important. Ils protègent 

les plantes contre les facteurs de stress biotiques et abiotiques [228]. 

Outre leur rôle bénéfique sur les plantes, les composés phénoliques présentent 

une série de propriétés biologiques favorisant la santé humaine, notamment des effets 

anticancer, anti-inflammatoire, antidiabétique, anti-oxydant, antimicrobien et photo-

protecteur [228]. Pour cette raison la détermination des polyphénols totaux a été 

effectuée dans la présente étude. 

La mesure de la teneur en polyphénols totaux présents dans l’huile de graines 

de P.amygdalus var.amara a été déterminée par la méthode du Folin-ciocalteu en 

utilisant une courbe d’étalonnage de l’acide gallique à différentes concentration 

(Appendice C) 

Les résultats sont consignés dans le tableau 3.4, ils sont exprimés en µg 

d’équivalent d’acide gallique /ml d’extrait.  
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Tableau 3.4. Teneur en polyphénols et flavonoïdes totaux de l’huile des graines de 

P.amygdalusvar amara 

Extrait Polyphénols totaux (µg EAG/mL) Flavonoïdes totaux (µg EQ/mL) 

HAA 21.94±0.29 
 
 

21.52± 0.14 

Les valeurs sont exprimées en moyennes ± SD (n=3).  

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en µg équivalent d’acide gallique /ml d’extrait. (µg EAG/mL)  

La teneur en flavonoïdes est exprimée en µg équivalent quercitrine /ml d’extrait (µg EQ/mL) 

 

D’après les résultats obtenus (Tableau 3.5), on remarque d’une part, que la 

teneur en composés phénoliques de l'huile extraite est moyennement faible et égale à 

21,94 µg équivalent acide gallique/ml, d’autre part, la teneur en flavonoïdes totaux 

exprimés en µg d’équivalent de quercitine /ml est égale à 21.52± 0.14µg EQ /ml d’extrait. 

Nos résultats montrent que l’huile des graines de P.amygdalus var.amara 

contient une faible quantité en composés phénoliques, qui sont principalement des 

flavonoïdes. Ces résultats sont en accord avec ceux publiés par ZAHEDI et al. [229], 

dont la teneur en polyphénols totaux varie entre 5 et 20 µg d’EAG/ml pour 10 génotypes 

d’amande sauvage Iranien. 

En outre, nos résultats ne diffèrent pas de ceux publiés par KESER et al. [209], 

qui ont trouvé que la teneur en flavonoïdes totaux est égale à 22,98 µg de catéchine/mg 

d’un extrait méthanolique des graines d'amande amère de Turquie. 

De plus, nos résultats sont similaires à plusieurs huiles du genre prunus obtenues 

par la méthode de pression à froid notamment huile de P.serotina (21.54±3.34µg 

d’EAG/ml) et huile de graines de P.padus (27.39±3.81µg EQG/ml) [230]. 

Cependant, nos résultats sont supérieurs à ceux trouvés par OZCAN et al. [57], 

qui ont constaté que la teneur en polyphénols totaux de l’HAA obtenue par la méthode 

d’extraction assistée par ultrasons varie de 15,80 ± 0,01 à 17,60 ± 0,01µgd’EAG/ml dans 

31 génotypes cultivés en Turquie. Cette variation peut être attribuée aux nombreux 

facteurs influençant leur concentration dans l'huile, tels que : le type de cultivar, le 

système d'extraction et les conditions de transformation et de stockage qui sont 

généralement les facteurs critiques affectant le contenu final des composés phénoliques 

des huiles [231].  
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ZEB. [232] a signalé que la teneur en composés phénoliques des huiles dépend 

majoritairement des techniques d'extraction utilisées. 

 En effet, il a constaté que la teneur en polyphénols totaux étaient plus élevées 

dans les huiles de graines de colza, de soja et de tournesol pressées à froid que dans 

leurs huiles lorsqu’elles sont extraites par Soxhlet. 

 D’autres facteurs aussi peuvent affecter le contenu phénolique comme la 

culture, le moment de la récolte, le type de sol et la taille des oléagineux. Ce dernier 

facteur a été traité par LEE et al. [233] qui ont montré que les grosses graines de soja 

contiennent moins de composés phénoliques que les graines de tailles moyenne et 

petite.  

En outre, MAESTRI et al. [77] ont noté que les noyaux d'amandes et les 

téguments sont plus riches en composés phénoliques comparés aux huiles.Ils ont 

prouvé que la teneur faible en polyphénols des huiles, est due à leur faible solubilité 

dans ces derniers, c’est la raison pour laquelle une quantité minime en ces composés 

a été détectée dans notre échantillon. 

 

3.3. Activités biologiques de l’huile d’amande amère 

3.3.1. Activité antimicrobienne  

L’étude du pouvoir antimicrobien de l’huile des graines de P.amygdalus 

var.amara a été évaluée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé, sur des souches 

microbiennes. Au total 2 bactéries Gram positives, et 2 Gram négatives, 4 levures, 2 

moisissures, et 2 dermatophytes ont été testés dans cette étude. 

Les tableaux 3.5 et 3.6 et les figures 3.1 et 3.2 montrent l’effet antimicrobien avec les 

diamètres des zones d’inhibition de l’huile étudiée. 
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3.3.1.1. Activité antibactérienne de l’huile d’amande amère 

Tableau 3.5.Diamètre de zone d’inhibition (mm) de l’HAA vis-à-vis des souches 

bactériennes  

 

 

Concentration 

Diamètre de 

zone d’inhibition 

(mm) 

Antibiogramme 

Souches 

bactériennes 
20µl 40µl 60µl CN FOX TE Ox Cip AMP 

Bactéries à gram+ 

Staphylococcus 

.aureus   

ATCC 25 923 

11 13 14 23 25 26 15 20 13 

Bacillus 

subtilus  

ATCC 6633 

11 12 15 30 25 30 15 29 14 

Bactéries à gram- 

E.coli ATCC 

25 922 
12 14 23 23 21 20 - 30 - 

Pseudomonas 

aeruginosa 

ATCC 9027 

9 9 9 15 - - - - - 
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Figure 3.1.Effet dose –dépendant de l’activité antibactérienne de l’HAA. 

 

Les résultats présentés dans le tableau 3.6 et la figure 3.1montrent que l’extrait 

de l’huile des graines d’amande amère a un effet variable sur les différentes souches 

bactériennes testées. L’activité inhibitrice de l’HAA a été évaluée à différentes 

concentrations allant de 20 µl jusqu’à 60 µl. Parmi les quatre souches testées, E.coli est 

la plus sensible, où le diamètre de zone d’inhibition varie entre 12 et 23 mm (Figure 

3.2), suivie par la souche Bacillus subtilus, pour laquelle le diamètre de zone d’inhibition 

est égal à 15 mm à 60µl de l’HAA. 

Cependant, la souche Pseudomonas aereginosa n’a montré aucune sensibilité 

envers l’huile testée, dans laquelle aucune zone d’inhibition n’a été détectée pour les 3 

doses utilisées. Quant à la souche S.aureus, elle a montré une sensibilité relativement 

moyenne par rapport aux autres souches, où le diamètre de zone d’inhibition n’excède 

pas 14 mm à une concentration élevée de HAA (60µl). 

Par ailleurs, toutes les souches testées ont présenté une action antibactérienne 

à effet dose-dépendant. En effet, aucune action inhibitrice spécifique n'a été observée 

contre les bactéries Gram-négatives ou Gram+ positives mises en expérimentation. 

Concernant, les résultats de l’antibiogramme, la majorité des souches testées 

se sont avérées sensibles et très actives vis-à-vis des antibiotiques, où le diamètre de 

la zone d’inhibition atteint 30 mm. Néanmoins, certaines souches comme 
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P.aeruginosa a montré une résistance totale vis-à-vis les ATB de large spectre comme 

la tétracycline. 

De plus, nous avons remarqué que certaines souches notamment E. coli qui est 

la plus sensible vis-à-vis l’action de l’HAA, a manifesté une résistance totale vis-à-vis 

de certains antibiotiques tels que oxacilline et ampicilline (Figure 3.2). 

 

 

 

 

 

Figure 3.2.Diamètre de zone d’inhibition de la souche E.coli sous l’action de l’huile 

d’amande amère et les ATB. 

Nos résultats sont en accord avec plusieurs études antérieures qui ont révélé la 

sensibilité des souches vis-à-vis des extraits de P.amygdalus, citons l’étude de 

MORADI et al. [27] dans laquelle ils ont mis en exergue la sensibilité des extraits 

méthanolique, aqueux et éthanolique de l’amande amère vis-à-vis 3souches S.aureus, 

Bacillus subtilis et Salmonella typhi et ont trouvé que la CMI varie entre 0.625 mg/ml et 

10mg/ml. 

KUMARI. [234] a mené une étude où il a testé l’activité antibactérienne de l’huile de 

graines de P.amygdalus var.amara originaire de l’Inde, il a trouvé que les souches 

E.coli, P.aeruginosa, Salmonnella typhi et S.aureus étaient sensibles vis-à-vis de cette 

huile, le diamètre de zone d’inhibition varie de 14 à 20 mm. Ces résultats corroborent 

parfaitement avec les nôtres. 

Par ailleurs, BADALAMENTI et al. [235], indiquent que l’extrait n-hexane de graines de 

P.amygdalus montre un effet antibactérien remarquable envers les souches gram+ et 
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gram -, ce qui est en accord avec nos résultats, qui ne montrent aucune différence dans 

l’inhibition de la croissance bactérienne entre les gram+ et les gram-. 

Toutefois, FRATIANNI et al. [21] ont signalé que les souches P.aeruginosa 

ATCC et S. aureus ATCC 25923 étaient les plus sensibles envers 5 huiles pressées à 

froid à partir des graines du genre prunus d’Italie et montrent des CMI qui varient entre 

30 et 22.5µg/ml, et entre 27 et 22µg/ml respectivement. L’huile testée dans cette étude 

s’est avérée moins efficace voire nulle contre ces souches.  

Ces variations peuvent s'expliquer par des différences de génotype, de 

l’environnement et le temps de récolte des plantes [236]. 

L'huile des graines de P. amygdalus var. amara a démontré une efficacité 

remarquable sur les 4 souches testées. Cependant, il n'existe aucune donnée d’études 

scientifiques sur l'activité antimicrobienne de l'huile des graines de P.amygdalus var. 

amara cultivée en Algérie, il s'agit donc d’un premier résultat rapporté sur cette l'huile. 

Les mécanismes d’action de l’activité antibactérienne des huiles végétales 

peuvent être multiples et dépendent probablement de chaque micro-organisme. 

Plusieurs études ont attribué l'effet inhibiteur des huiles contre les germes bactériens à 

leur composition en acide gras [237]. 

L'activité antibactérienne des acides gras peut être attribuée aux propriétés 

détergentes de ces molécules, contre l'effet amphipathique de de la structure de la 

membrane cellulaire bactérienne [238]. 

Les acides gras à capacité détergente vont solubiliser les composants de la 

membrane (lipides et protéines) en provoquant des coupures, ils vont ainsi affecter le 

métabolisme et les processus essentiels pour obtenir l'énergie nécessaire à la cellule 

bactérienne, notamment dans la chaîne de transport d’électron et la phosphorylation 

oxydative [239]. 

Ces dommages membranaires peuvent également entraîner des difficultés 

d'absorption des nutriments, inhibition de l'activité enzymatique et la génération de 

substances toxiques par peroxydation [240]. Par conséquent, on suppose que cet effet 

oxydant pourrait jouer éventuellement un rôle important dans la fonction 

antimicrobienne des acides gras qui sont les composés majoritaires de la plupart des 

huiles végétales [240]. 
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D’autre part, des études antérieures ont attribués les effets bactéricides des 

huiles végétales sur les bactéries aux polyphénols et flavonoïdes, qui sont connus pour 

se produire à travers de nombreux mécanismes d'action, soit en inhibant la biosynthèse 

des acides nucléiques bactériens, soit par l’intermédiaire de différents processus 

moléculaires [241,242].Les composés phénoliques présentent généralement des effets 

antimicrobiens au niveau membranaire.  

A titre d’exemple, le phénol modifie les fonctions membranaires de la cellule en 

influençant la teneur en graisses protéiques et favorisant la sortie des ions potassium. 

Il affecte également la couche lipidique, en provoquant la désintégration de la 

membrane entrainant ainsi la mort cellulaire [243]. En général il existe une forte 

corrélation entre la teneur en polyphénols et l’activité antibactérienne. 

Les bactéries à gram- telles que P.aeruginosa sont généralement les germes les 

plus résistants aux huiles de graines. Il a été suggéré que la résistance de cette souche 

est due à la structure épaisse de sa paroi cellulaire qui la rend imperméable à l'acide 

oléique entrainant la diminution des effets antibactériens de cet acide au niveau de la 

membrane cellulaire, ce qui explique par la suite l’inefficacité de l’HAA vis-à-vis de cette 

souche [244]. 

Les résultats obtenus dans cette étude montrent l'importance du pouvoir 

antibactérien de l'huile des graines de P.amygdalus var.amara contre différents germes 

de gram positif et négatif, ce qui permettrait de l'incorporer comme matière première 

dans des préparations pharmaceutiques ou cosmétiques. 

 

3.3.1.2. Activité antifongique de l’huile d’amande amère 

Tableau 3.6. Diamètre de zone d’inhibition de l’huile des graines P.amygdalus var. 

amara sur les différentes souches fongiques. 
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Concentration  Diamètre de zone d’inhibition 

(mm) 

Fluconasole(25µ

g) 

Souches fongiques 20µl 40µl 60µl  

Levures  

C.albicans 10.66±0.5

7 

12.5±0.5 13.23±0.2

5 

10 

C.glabrata 10.76±0.6

8 

12.36±0.4

0 

13.30±0.3

0 

14 

C.tropicalis 11.16±0.2

8 

12.16±0.2

0 

14.03±0.1

5 

15 

Sacharomycescerevicea 9±0.0 9±0.0 9±0.0 14 

Moisissures 

Aspergillus niger 9±0.0 9±0.0 9±0.0 13 

Aspergillus terreus 9.03±0.05 9.1±0.01 9.1±0.15 11 

Dermatophytes  

Trychophytonmentagroph

ytes 

12.1±0.26 13.86±0.1

5 

14.96±0.1

5 

9 

Microsporumcanis 12.3±0.36 13.96±0.2

0 

15.06±0.2

0 

9 
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Figure 3.3.Action anti fongique (dose –dépendante) de l’HAA 
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Les résultats présentés dans le tableau 3.7 et la figure 3.3 montrent que l’extrait 

de l’huile de graines d’amande amère a un effet variable sur les différentes souches 

fongiques testées. L’activité inhibitrice de l’HAA a été évaluée dans différentes 

concentrations allant de 20µl jusqu’à 60µl.Parmi les 4 levures testées, C.tropicalis est 

la plus sensible, avec un diamètre de zone d’inhibition variant entre 11 et 14 mm, suivie 

par la souche C.glabrata dont le DZI est égal à 13.30 mm à 60µl de HAA (Figure 3.4). 

Cependant, la souche C.albicans a montré une sensibilité moyenne par rapport aux 

autres levures testées, avec un diamètre de la zone d’inhibition dans la limite de 13.23 

mm à forte concentration d’HAA (60µl). 

La souche Saccharomyces cereviciae a manifesté une certaine résistance vis-à-

vis de l’huile testée, pour laquelle aucune zone d’inhibition n’a été observée (DZI= 9 

mm). 

De même, les moisissures testées (A.niger et A.terreus) ont développé une 

résistance totale vis-à-vis l’huile, en montrant des DZI qui ne dépassent pas 9.1mm. 

Cependant, l’extrait de l’HAA a montré une meilleure activité vis-à-vis des 2 

dermatophytes testées, pour lesquelles le diamètre de la zone d’inhibition atteint 15.06 

mm avec Microsporom canis (Figure 3.4) 

Par ailleurs, les résultats illustrés dans la figure 10 montrent que l’HAA a un effet 

antifongique dose-dépendant. 

Afin de mener une étude comparative avec notre huile, nous avons utilisé un 

antifongique de synthèse qui est le fluconasole à 25 µg comme témoin positif. Les 

résultats sont illustrés dans le tableau.3.6 

D’après les résultats obtenus, on constate une variation dans la sensibilité des 

souches envers le fluconasole. Ainsi, les levures montrent une sensibilité avec un 

diamètre de zone d’inhibition allant de10 à 15 mm, suivies par les moisissures 

modérément sensibles montrant un DZI de 13 et 11mm. 

Cependant, les souches dermatophytes sensibles à l’action de l’HAA, ont été 

les plus résistantes face au fluconasole, avec un diamètre de la zone d’inhibition de 9 

mm. 
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C.glabrata(HAA, 60µl) C.tropicalis(HAA, 60µl) Microsporom canis(HAA, 

40µl) 

Figure 3.4. Diamètre de zone d’inhibition de quelques souches fongiques. 

 

Selon les résultats observés dans cette étude, on remarque que l'HAA a un 

potentiel antifongique appréciable, particulièrement sur les levures et les 

dermatophytes. Néanmoins les moisissures se sont avérées plus résistantes ainsi, 

l’huile ne montre pas d’action fongicide. 

RAMADAN et al. [245] ont évalué l’effet de l'huile de nigelle sur deux levures et 

deux moisissures. Ils ont observé que cette huile est plus efficace sur les levures, avec 

un DZI allant de 21 à 23mm pour les souches C.albicans et Saccharomyces cereviciae 

respectivement, tandis que les souches A.niger et A.flavus n'ont montré aucune 

sensibilité envers l'huile de nigelle pressée à froid, ce qui est en accord avec nos 

résultats. 

D’autre part, dans une étude menée par YASSIN IBRAHIM et al.[246] sur 26 

huiles végétales testées contre quatre dermatophytes kératinophiles ( Microsporum 

canis , Epidermophyton floccosum , Trichophyton rubrum et Trichophyton 

mentagrophytes ), les résultats obtenus ont montré que parmi ces huiles, l’huile de 

P.amygdalus var amara et l’huile de P.armenica à des concentrations de 100µg/ml ont 

révélé une efficacité remarquable contre ces pathogènes avec un indice antifongique 

égal à 90% et 100%  respectivement. Ce qui corrobore avec nos résultats. 

Les dermatophytes, Trichophyton mentagrophytes et Microsporum canis testés 

dans cette étude sont couramment associés à des infections fongiques superficielles, 

qui affectent la peau [247]. Ils provoquent des maladies difficilement contrôlables. 

L'arsenal pharmaceutique actuellement disponible pour lutter contre ces maladies est 
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limité. Les huiles végétales sont considérées comme des composés non toxiques et ont 

des propriétés antimicrobiennes et anti-dermatophytes [248].  Par ailleurs, elles peuvent 

être utilisées comme une thérapie naturelle pour inhiber les agents pathogènes 

fongiques responsables des mycoses superficielles [249]. Cependant, il existe peu 

d'informations dans la littérature sur l'activité antifongique des huiles végétales envers 

les pathogènes fongiques humains [246]. 

 

Traditionnellement, l’HAA est largement utilisée pour maintenir l'élasticité de la 

peau, traiter les problèmes de peau sèche tels que le psoriasis et l'eczéma, et pour 

soigner les cheveux [250]. Elle est également utilisé comme émollient et émulsifiant 

dans les produits cosmétiques pour les applications topiques sur les humains [250]. 

Il a été suggéré que les acides phénoliques sont généralement les composés 

antimicrobiens actifs des huiles végétales, ils attaquent les agents pathogènes à travers 

la paroi cellulaire [251]. 

Les résultats de notre étude mettent en valeur le grand potentiel antifongique de 

l'HAA qui peut être ainsi utilisé comme un ingrédient efficace dans les formulations 

dermo-cosmétiques et pharmaceutiques afin de protéger la peau et les cheveux contre 

les infections fongiques provoquées par les levures et les dermatophytes. 

 

3.3.2. Activité anti-oxydante de l’huile des graines de P.amygdalus var.amara 

Il existe actuellement un grand intérêt pour le développement de nouvelles 

molécules anti-oxydantes à des fins pharmaceutique, cosmétique et alimentaire. Les 

extraits de plantes ayant une action anti-oxydante peuvent agir par différents 

mécanismes, notamment le piégeage des radicaux libres, la réduction des ions et 

l’inhibition de la peroxydation lipidique [58].  

Par conséquent, l'utilisation de différentes méthodes basées sur de multiples 

réactions chimiques est nécessaire pour mesurer cette activité anti-oxydante [59]. 

Dans la présente étude les tests DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC et blanchiment 

du β-carotène ont été utilisés pour évaluer l'activité anti-oxydante de l’HAA. Les résultats 

sont illustrés dans le tableau 3.8, et sont exprimés comme des CI50 (les concentrations 

qui piègent 50% des radicaux libres ou concentrations inhibitrices) et  A0,5 de l’huile 

testée .  
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Afin de réaliser une étude comparative plusieurs molécules standards ont été 

utilisées : BHT, BHA, α-tocophérol et l’acide ascorbique.  

 

 

Tableau 3.7.Activité anti-oxydante de l’huile des graines P.amygdalus var. amara par 

différentes méthodes  

 

 

3.3.2.1. Test de l’activité anti-radicalaire DPPH• (2.2-diphényle-1-picrylhydrazyle)  

La capacité anti-radicalaire de l’huile des graines de P.amygdalus var.amara et 

les molécules de références a été évaluée par le piégeage du radical DPPH. Les 

résultats de la cinétique de l’inhibition du radical DPPH par l’HAA sont illustrés par la 

figure 3.5 

 DPPH 
CI50(µg/ml) 

ABTS  
CI50 (µg/ml) 

FRAP  A0.5 
(μg/ml) 

CUPRAC 
  A0.5 
(μg/ml) 

β-Carotène  
CI50 (μg/ml) 

HAA 595.35±5.72 637.39±3.29 >800 34.77±0.44 165.73±34.96 

BHA 6.14±0.41 1.29±0.30 7.99±0.87 5.35±0.71 0.91±0.01 

BHT 12.99±0.41 1.81±0.10 61.67±0.40 8.97±3.94 1.05±0.03 

α-Tocopherol 13.02±5.17 7.59±0.53 34.93±2.38 19.92±1.46 1.79±0.03 
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Figure 3.5.Cinétique de l’activité anti-radicalaire de l’huile des graines de 

P.amygdalus var.amara et les molécules standards (BHA, BHT et α-tocophérol) sur le 

radical DPPH 

D’après les résultats de la figure 3.5, on remarque que l’effet antioxydant de 

l’huile testée augmente avec l’augmentation de sa concentration, ce qui montre que 

l’HAA exerce un effet antioxydant dose-dépendant. On observe aussi que l’huile des 

graines de P.amygdalus var.amara possède une activité antioxydante modérée contre 

le radical DPPH.  

D'après le tableau 3.7, la valeur de la CI50 de l’HAA est de 594±5.72µg/ml. En 

comparant avec les standards utilisés (BHA, BHT et α-tocophérol), nos résultats sont 

significativement moins actifs, et dont les valeurs des CI50 sont respectivement de 

6,14±0,41, 12,99±0,41, et 13,02±5,17 pour le BHA, le BHT et l'α-tocophérol. 
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3.3.2.2. Test de décoloration du radical cation ABTS•+  

La figure 3.6 montre les courbes des pourcentages d’inhibition de l’HAA et les 

standards en fonction de leurs concentrations 
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Figure 3.6.Cinétique de l’activité anti-radicalaire de l’huile des graines de 

P.amygdalus var.amara et les molécules standards (BHA et BHT) sur le radical ABTS 

L'activité radicalaire a été également mesurée en utilisant le radical ABTS+. La 

figure 3.6 montre la cinétique de l'HAA et les standards utilisés pour piéger ce radical. 

D'après la figure 3.6, on constate que l'HAA a un effet antioxydant dose-dépendant par 

le test ABTS-+. Une diminution du pouvoir antioxydant est constatée avec la diminution 

des concentrations des standards et de l'huile testée. La capacité de piégeage des 

radicaux libres du BHT et du BHA à réduire le radical ABTS-+, est apparue 

significativement plus puissante que celle de l'huile testée, dans laquelle la CI50 égale à 

637,39±3,29 μg/ml (Tableau3.8). 

3.3.2.3. Test de l’activité d’inhibition de la réduction cuprique (CUPRAC) 

La capacité anti-oxydante réductrice cuivrique (CUPRAC) de l’HAA a été évaluée 

selon la méthode décrite par APAK et al. [186] .La figure 3.7 montre la cinétique de 

 



86 
 

l’inhibition de la réduction cuprique de l’HAA et les standards BHA et BHT à différentes 

concentrations. 
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Figure 3.7.Cinétique de l’activité anti-oxydante de l’huile des graines de P.amygdalus 

var.amara et les molécules standards (BHA et BHT) sur le CUPRAC 

D’après les résultats présentés dans la figure 3.7, on remarque que l’HAA à forte 

concentration a enregistré une bonne activité réductrice cuivrique proche de celle 

obtenue par les standards BHA et BHT. On note aussi que le pouvoir réducteur de cette 

huile diminue avec la diminution de sa concentration. 

Selon les résultats présentés dans le tableau 3.7, la valeur obtenue A0.50 de l’HAA (A0.50 

= 34.77±0.44μg/ml) est relativement faible, très proche de celle du standard α-

tocophérol (A0.50 =19.92±1.46 μg/ml mais dans les limites de celles des standards BHA 

et BHT (A0.50 =5.35±0.71 et 8.97±3.94 respectivement). 

 

 

 

 



87 
 

3.3.2.4. Test de l’activité réductrice ferrique de l’HAA 

Le dosage du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) est une méthode 

basée sur la mesure de la réaction de réduction du complexe ion ferrique (Fe3+) au 

complexe ferreux (Fe2+) par des antioxydants en milieu acide [252]. 

La figure 3.8 montre les résultats du pouvoir réducteur ferrique de l’HAA comparé à 

Deux standards. 
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Figure.3.8.Cinétique de l’activité anti-radicalaire de l’huile des graines de P.amygdalus 

var. amara et les molécules standards (acide ascorbique et α-tocophérol) sur FRAP  

D'après la figure 3.8 et le tableau 3.8, on constate que l'HAA a un pouvoir réducteur du 

fer relativement très faible voire nul. On peut dire que cette huile n'a aucune activité à 

la concentration 200 µg/ml. Cependant, les standards utilisés montrent une meilleure 

activité réductrice du fer avec A0.50 égale à 7.99±0.87, 67±0.02 et 34.93±2.38µg/ml 

respectivement pour BHA, BHT, et α-tocophérol. 

3.3.2.5. Test de blanchiment du β-carotène 

Le test de blanchiment du β-carotène est l'une des méthodes les plus anciennes et les 

plus couramment utilisées pour estimer l'activité anti-oxydante des émulsions 

huile/eau. 
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La figure 3.9 montre la cinétique de l’activité de l’HAA et les standards testés vis-à-vis 

le test de blanchiment du β-carotène. 
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Figure 3.9.Cinétique de l’activité anti-radicalaire de l’huile des graines de P.amygdalus 

var.amara et les molécules standards (BHA et BHT) sur le β-carotène. 

Selon la figure 3.9, l'HAA à forte concentration (800µg/ml) a révélé une très bonne 

activité antioxydante avec un pourcentage d'inhibition égal à 87%, comparativement 

très proche de celui des standards BHA et BHT, qui ont respectivement un pourcentage 

d'inhibition de 97% et 98%. La capacité antioxydante de l'HAA à travers le test de 

blanchiment du β-carotène est dose-dépendante. 

En tenant compte des valeurs de la CI50 présentées dans le tableau 3.8, on note 

que l'HAA est moins active sur le β-carotène que les standards utilisés, avec une CI50 

égale à 165,73 ± 34,96 µg/ml, considérée supérieure comparativement à celles du BHA, 

du BHT et de l'α-tocophérol, dont les CI50 sont égales à 0,90, 1,05 et 1,79 μg/ml, 

respectivement. 

La mesure de l'activité antioxydante de l'huile des graines de P.amygdalus 

var.amara par différentes méthodes complémentaires, a permis de montrer ,que cette 
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huile a un pouvoir antioxydant modéré, et qu'elle est généralement moins active par 

comparaison avec les standards utilisés. 

D'autre part, nous avons pu mettre en évidence une certaine variabilité des 

résultats du potentiel antioxydant de l'HAA en fonction du test utilisé. 

 En effet, l'HAA s'est avérée moins active lors des tests de piégeage des radicaux 

DPPH et ABTS, et modérément active lors du test de blanchiment du β-carotène, très 

active face au test de réduction du cuivre mais totalement inactive dans le test de 

réduction ferrique. Cette variabilité des résultats peut être mise en relation avec la 

composition chimique de l'HAA.  

La méthode de piégeage du radical DPPH est fréquemment utilisée pour mesurer 

la capacité antioxydante des huiles végétales, probablement en raison de sa simplicité, 

de sa stabilité et de sa fiabilité [253]. Cette réaction est caractérisée par une décoloration 

de ce radical du violet au jaune avec une diminution de son absorbance [254], alors que 

le test ABTS mesure l'inhibition du radical cationique, il est considéré comme étant plus 

efficace, que celui du DPPH, du fait qu'il permet de déterminer le caractère antioxydant 

des composants lipophiles et hydrophiles, grâce à sa solubilité dans l'eau et dans les 

solvants organiques [255]. 

Des résultats similaires ont été obtenus par TELICHOWSKA et al. [230] en 

testant des extraits méthanoliques de P.serotina et P.padus originaires de Pologne et 

dont les CI50 étaient de 5.43, et 6.62 mg/ml, respectivement, par le test de piégeage 

DPPH. Contrairement, à nos résultats OZCAN et al. [75] indiquent un bon potentiel 

antioxydant à l'égard du radical DPPH de l'HAA de cultivars turcs, avec des CI50 allant 

de 17.34 à 84.84 µg/ml. 

Dans le cas du test ABTS, une valeur de CI50 inférieure à celle observée dans 

notre étude a été obtenue à partir d'un extrait méthanolique d'amande amère de 

Turquie, elle est égale à 83,49 µg/ml [209]. 

En revanche, les travaux réalisés par TELICHOWSKA et al. [230] montrent que 

les extraits méthanoliques des graines de P.serotina et P.padus originaires de Pologne 

ont une très faible capacité à capter le radical ABTS, en affichant des valeurs de CI50 

de 8,55 et 9,65 mg/ml, considérées supérieures à celle mentionnée dans notre étude 

Les ions métalliques sont principalement impliqués dans les réactions 

d'oxydation et la formation de ROS, leur réduction permet d'assurer une bonne stabilité 

oxydative. De ce fait, nous avons évalué le pouvoir réducteur de l'HAA vis-à-vis des ions 
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de cuivre et de fer. Nos résultats ne diffèrent pas de ceux rapportés OLEIVERA et 

al.[256] qui ont obtenus une bonne activité antioxydante par les méthodes DPPH, 

ABTS, FRAP et CUPRAC de six cultivars d'amandes provenant du Portugal, avec un 

pourcentage d'inhibition allant de 64,28 ± 1,65 à 90,58 ± 2,1% pour le test CUPRAC.  

 

La capacité de l'HAA à inhiber la peroxydation lipidique a été mesurée à travers 

le test de blanchiment du β-carotène. Dans ce test, l'état oxydatif d'une émulsion 

composée de β-carotène, d'acide linoléique et de l'eau est mesuré par 

spectrophotométrie en absence et en présence de l’HV. Les radicaux libres générés par 

l'oxydation de l'acide linoléique dans l'émulsion entraînent une décoloration 

(blanchiment) du β-carotène, qui peut être suivie au cours du temps et mesurée à 470 

nm. Les antioxydants peuvent réduire cette perte de coloration du β-carotène [252]. 

La détermination de l'activité anti-oxydante d'une huile végétale est une étape 

nécessaire pour vérifier sa stabilité et sa durée de conservation. Les composés 

antioxydants naturels améliorent généralement la durée de conservation et la stabilité 

de l'huile [257]. 

Compte tenu de la composition chimique de l’HAA, il a été signalé que les 

tocophérols sont les contributeurs majeurs de l'activité antioxydante des huiles riches 

en AGI, grâce à leur capacité à piéger les radicaux et à chélater les métaux [252]. 

Par ailleurs, l'efficacité des tocophérols en tant qu'antioxydants dépend de leurs 

différents isomères et de leur concentration. L'activité de piégeage des radicaux libres 

la plus élevée a été obtenue par δ-tocophérol suivi par γ, β et α-tocophérols [258]. 

 L'α-tocophérol, l'isomère majoritaire de l'HAA a été signalé comme étant le 

réducteur de radicaux libres le plus efficace dans l'oxydation de l'huile par rapport aux 

autres tocophérols [258]. 

Toutefois, des effets pro-oxydants peuvent se produire à des concentrations 

élevées de tocophérols [259]. Il a été démontré que le niveau optimal d'α-tocophérol 

dans une huile est de 100 mg/kg, tandis que le meilleur effet antioxydant de γ-tocophérol 

(l’isomère minoritaire de l’HAA) est obtenu à une concentration de 250-500 mg/kg 

d'huile et aucun effet pro-oxydant n’a été détecté pour cet isomère [259]. 

D'autre part, il a été confirmé que les composés phénoliques peuvent agir comme 

des agents réducteurs, des donneurs d'hydrogène et des chélateurs de métaux, ce qui 
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se traduit par leur pouvoir antioxydant. Dans de nombreuses études, les composés 

phénoliques sont responsables de la stabilité des huiles riches en AGPI pendant leur 

stockage [260].  

En effet, de nombreuses études ont montré que les acides phénoliques peuvent 

être des antioxydants efficaces dans les huiles, individuellement ou à différentes 

proportions, ainsi que dans les mélanges avec les tocophérols, malgré leur faible 

solubilité dans la phase huileuse. De même, il a été constaté que les polyphénols 

agissent en synergie avec des concentrations adéquates de phytostérols et de 

tocophérols pour prévenir la progression de l'oxydation lipidique [261]. 

D'autre part, l'activité antioxydante des flavonoïdes dépend de la répartition des 

substituts hydroxyles dans les molécules qui peuvent libérer des atomes aux radicaux 

peroxyde. La grande efficacité de certains flavonoïdes végétaux de polarité 

intermédiaire, comme la quercétine, a été mise en évidence pour prévenir l'oxydation 

des huiles riches en AGPI ώ-3 et ώ-6 [261]. 

 À des concentrations de 50-400 M, la quercétine exerce une efficacité similaire 

dans le piégeage des radicaux libres mais sa capacité de chélation est maximale à une 

concentration de 100 M [261].La teneur totale en flavonoïdes de l'HAA testée était faible 

et ne dépassait pas 21 µg/ml ce qui peut justifier son faible potentiel antioxydant lors 

des tests DPPH et ABTS. 

Cependant, FRATIANNI et al. [21] ont constaté qu’il existe une corrélation 

négative entre l’acide oléique et l’activité antioxydante de cinq huiles du genre Prunus 

provenant d’Italie. Ils ont également suggéré que la teneur élevée en acide oléique 

pourrait avoir un effet pro-oxydant dans les huiles testées. 

Globalement, le potentiel antioxydant modéré de l'HAA est attribué à sa faible 

teneur en tocophérols, en composés phénoliques et en flavonoïdes, et à la teneur 

élevée en acide oléique, cette faible activité antioxydante peut avoir un impact sur la 

stabilité oxydative de cette huile et donc sur sa durée de conservation. 
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3.3.3. Activité d’inhibition enzymatique de l’huile d’amande amère 

3.3.3.1. Activité inhibitrice de l'α-glucosidase et de l'α-amylase 

L'effet hypoglycémiant de cette plante a été déterminé par le potentiel de l’HAA 

à inhiber les enzymes α-glucosidase et α-amylase, qui sont fréquemment utilisées pour 

le criblage in vitro basé sur l'inhibition de l'hydrolyse des glucides [262]. L'inhibition de 

ces enzymes, pourraient jouer un rôle fondamental dans la gestion du diabète sucré et 

le contrôle de la concentration de glucose dans le sang [262]. Par ailleurs, nous avons 

évalué le potentiel inhibiteur de l’HAA vis à vis ces enzymes. Les résultats sont 

présentés dans le tableau 3.9 et les figures 3.10 et 3.11 
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Figure 3.10.Cinétique d’inhibition de l’HAA de l’activité α-glucosidase. 
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Tableau.3.8.Activités de l’inhibition enzymatique de l’huile des graines de 

P.amygdalus var.amara contre les enzymes α-glucosidase, α-amylase et AChE 

Extraits α-Glucosidase 
CI50   (mg/ml)             

α-Amylase  
CI50 (mg/ml)            

AChE 
CI50 (µg/ml)            

HAA 0.290±0.39 
 

0.115±5.94 
 

126.40 ±4.67 

Acarbose 0.275±1.59 3.650±10.70 - 

Galantamine - - 6.27±1.15 

 
Les valeurs des CI50 sont définies comme les concentrations qui inhibent 50% et sont calculées par 
régression linéaire et sont exprimées en moyennes ± SD (n=3).  

“-“non testé 

D'après les résultats de la figure 3.10, on observe que le pourcentage d'inhibition de 

l'α-glucosidase augmente proportionnellement avec la concentration de l'HAA. À la 

concentration de 1000µg/ml, un effet inhibiteur considérable de l'activité α-glucosidase 

a été obtenu par l'HAA avec un pourcentage d'inhibition est égal à 87,84±0,79%, assez 

similaire à celui constaté par l'accarbose (91,05±0,72%) à 1000 µg/ml, utilisé comme 

molécule de référence dans la présente étude.  

De plus, les résultats consignés dans le tableau 3.8, indiquent que l'HAA a une 

bonne activité inhibitrice de l'α-glucosidase avec une valeur de CI50 égale à 0,290 

mg/ml, très proche de celle du produit de référence (acarbose, CI50 = 0,275 mg/ml). 
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Figure 3.11.Cinétique d’inhibition de l’HAA de l’α-amylase 

D'autre part, les résultats illustrés par la figure 3.11 montrent que les 

pourcentages d'inhibition obtenus par l'HAA, sont nettement supérieurs à ceux obtenus 

par l'accarbose, utilisé comme standard. En effet, à la concentration de 200 µg/ml, l'HAA 

a enregistré un effet inhibiteur important égal à 51,71±0,74%, plus élevé que celui 

observé lors de l’utilisation de l'accarbose (37,21±3,54%). De même, on remarque que 

l'HAA a exercé un effet inhibiteur dose-dépendant sur l'activité α-amylase. 

En se basant sur les résultats présentés dans le tableau 3.8, on peut constater, 

d’une part que l'HAA est plus active sur l'α-amylase, que sur l’α-glucosidase, avec une 

valeur de CI50 inférieure à celle obtenue pour l'α-glucosidase (0,115 mg/ml) et d'autre 

part, elle est largement inférieure à celle de l'accarbose, qui sert de molécule de 

référence dans la présente étude (CI50 = 3,65 mg/ml). 

En se référant à la littérature, nos résultats sont comparables avec de à ceux 

ayant étudié le potentiel antidiabétique in vitro via des tests d'inhibition de l'α-

glucosidase et de l'α-amylase pour différentes espèces du genre Prunus [263,265]. 

Par ailleurs, sur des modèles animaux, la supplémentation en HAA a exercé un 

effet bénéfique sur leur niveau de glycémie [266]. Il est intéressant de noter que l'HAA 

comparée à la pâte d'amande amère entière, a été considérée comme la fraction 
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bénéfique principale de l'effet hypoglycémique liée à la vitesse de vidange gastrique au 

lieu de modifier le niveau d'insuline chez les souris [267]. Cela indique que la 

biodisponibilité de la fraction lipidique de l'huile d'amande amère peut être à l'origine de 

la diminution de la glycémie. Cependant, à notre connaissance aucune étude disponible 

dans la littérature n'a abordé son potentiel antidiabétique via l'inhibition des enzymes α-

glucosidase et α-amylase. 

En outre, nos résultats corroborent avec des études antérieures qui ont montré 

que certaines huiles végétales telles que l'huile d'Olea europaea [268], l’huile de 

Curcuma longa L. [269] et l'huile d'Argania spinosa [270] présentaient de fortes activités 

inhibitrices de l'α-glucosidase et de l'α-amylase [270].  

Il existe plusieurs mécanismes d'action des substances antidiabétiques, telles 

que l'augmentation de la sécrétion d'insuline, la diminution de l'absorption du glucose 

par le tractus gastro-intestinal, la diminution de la sécrétion de glucagon, la diminution 

de l'appétit ainsi que l'augmentation de l'absorption et l'utilisation du glucose [271]. 

En effet, il a été rapporté que les constituants liposolubles contenus dans les 

huiles extraites des graines de la plante, pourraient avoir un rôle déterminant dans 

l'inhibition des enzymes associées au diabète de type 2 comme l'α-glucsidase et α-

amylase [272]. 

Les acides gras insaturés ont une valeur nutritionnelle élevée, bien que ces 

acides ne soient pas de même structure que les glucides, leur action sur les enzymes 

α-glucosidase et α-amylase appartient au mode d'inhibition compétitive. En fait, l'effet 

inhibiteur de ces acides augmente avec l'augmentation de la double liaison, ainsi pour 

l'acide gras la présence de la double liaison est un facteur important d'inhibition des 

enzymes α-glucosidase et α-amylase [273]. 

 De même, SU et al. [274] ont indiqué que les acides gras insaturés, en particulier 

les acides oléique, linoléique et α-linolénique, pouvaient contribuer fortement à 

l'inhibition de la voie de l'α-glucosidase et avoir un impact plus limité sur l'activité de l'α-

amylase. 

Par ailleurs, il a été mis en évidence que l'α-tocophérol (vitamine E) présent en 

quantité importante dans les huiles végétales, a une puissante activité inhibitrice sur l'α-

glucosidase et l'α-amylase [273]. Des essais randomisés à court terme chez des 
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patients diabétiques ont également montré l'effet bénéfique de l'α-tocophérol. Une 

supplémentation orale en α-tocophérol a un effet considérable sur certains facteurs de 

risques liés à la résistance à l'insuline et au diabète, y compris le stress oxydant, la 

pression artérielle, le métabolisme lipidique, la fonction endothéliale et l'élimination du 

glucose médiée par l'insuline.[273,275]. 

Les activités inhibitrices de l'α-amylase et de l'α-glucosidase de l'HAA présentée 

dans cette étude ont été considérées comme intéressantes en raison de sa grande 

richesse en composés liposolubles, principalement en acides gras insaturés et en α-

tocophérol. 

 

3.3.3.2. Activité inhibitrice de l'acétylcholinestérase 

L'activité anti-cholinestérasique de l'huile des graines de P.amygdalus var.amara 

a été mesurée par la méthode d'Ellman en utilisant l'enzyme AChE, en vue de 

déterminer le taux d'inhibition de cette enzyme. Les résultats obtenus fournissent les 

premières informations sur l'activité anti-AChE de cette huile et sont illustrés dans la 

Figure 3.12 et le Tableau 3.8. 
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Figure 3.12.Activité inhibitrice de l’AChE de l’huile des graines de P.amygdalus 

var.amara 
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La figure présentée 3.12 montre la cinétique de l'activité inhibitrice de l'AChE de l'huile 

des graines de P.amygdalus var. amara comparée à celle de la galantamine, qui est 

un traitement de synthèse de la maladie d'Alzheimer. 

D'après la figure 3.12, il apparaît que l'HAA a inhibé l'AChE à une concentration 

comprise entre 12,5 et 200 μg/ml. L'extrait de HAA a montré une faible activité inhibitrice 

de l’AChE, avec des pourcentages d'inhibition considérablement inférieurs à ceux de la 

galantamine, dont la valeur de CI50est égale à 126,4±4,67 μg/ml (Tableau 3.9). 

Les composés bioactifs de diverses espèces de Prunus ont montré qu'ils peuvent 

avoir des effets neuroprotecteurs en inhibant l'AChE [276]. Cependant, à notre 

connaissance, il n'existe aucune donnée sur la capacité d'inhibition de l'AChE de l'huile 

des graines de P.amygdalus var.amara.  

Dans cette étude, l'HAA a montré une faible activité (CI50 126,4μg/ml) inhibitrice 

de l'AChE, ce qui est relativement similaire à celle observée par BONESI et al. [276] et 

dont les valeurs des CI50 variaient de 97,60 ± 1,94 à 171,80 ± 3,63 µg/ml pour deux 

espèces de Prunus cultivées en Italie.  

Néanmoins, SENOL et al. [277] ont évalué le potentiel inhibiteur des extraits de 

25 espèces de plantes vis-à-vis de l'AChE et le BChE, parmi lesquelles l'espèce 

P.mahaleb n'a montré aucune action inhibitrice vis-à-vis de l'AChE. 

L'huile des graines de P.amygdalus var. amara contient des polyphénols et des 

flavonoïdes qui sont des inhibiteurs notables de l'AChE [276]. 

En effet, il existe une forte corrélation entre la teneur en polyphénols, en 

flavonoïdes et l'activité inhibitrice de l'AChE. MIHAYLOVA et al. [278] ont indiqué que 

même de faibles fractions phénoliques ont un effet sur l'AChE ce qui concorde avec nos 

résultats. 

En revanche, les composés phénoliques ont la particularité de se lier aux 

récepteurs nicotiniques et muscarniques de l'enzyme AChE et pourraient donc 

probablement interagir avec les résidus d'acides aminés définissant son site actif par 

liaison hydrogène. Ceci peut entraîner des effets synergiques, en agissant à la fois 

comme inhibiteur de l'AChE et comme agoniste des récepteurs de l'ACh [279]. Il a été 

suggéré que plusieurs groupes hydroxyle dans le composé phénolique renforcent 

l'action inhibitrice de l'AChE en raison de leur forte affinité avec les récepteurs de l'ACh. 
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Ces actions inhibitrices expliquent le potentiel inhibiteur de la plupart des composés 

phénoliques [279]. 

Toutefois, il n'est pas encore possible de déterminer l'agent responsable à 

l'inhibition de l'AChE car il est nécessaire d'identifier les fractions appropriées par une 

purification supplémentaire et l'identification des agents actifs [280]. 

Selon les résultats de la CG-MS de l’HAA testée, l'acide oléique, l'acide linoléique 

et l'acide palmitoléique, ainsi que d'autres substances identifiées semblent jouer un rôle 

important dans la prévention des maladies neurodégénératives telles que : la maladie 

d'Alzheimer et celle de Parkinson, en inhibant les espèces réactives de l'oxygène [280]. 

 

3.3.4. Activités anti-inflammatoires de l’huile d’amande amère 

3.3.4.1. Activité antiinflammatoire in vitro de l’huile d’amande amère 

Dans le but d'évaluer les propriétés anti-inflammatoires in vitro de l'huile des 

graines de P.amygdalus var. amara, nous avons choisi le modèle de dénaturation de 

l'albumine de sérum bovin (BSA). Les effets de l'HAA sur la dénaturation thermique de 

la BSA ont été mesurés à différentes concentrations et les résultats sont illustrés dans 

la figure 3.13 et le tableau 3.9. 
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Figure 3.13 : Effet des différents extraits de l’huile des graines 

P.amygdalus.varamara, kétoprofène et le Diclofénac sodique sur l’inhibition de la 

dénaturation des protéines BSA 

Tableau 3.9.Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA à différentes 

concentrations de l’huile des graines de P.amygdalus var.amara et les molécules 

standards 

 %d’inhibition 

Concentrations 

(µg/ml) 

HAA Diclofénac de 

sodium 

Kétoprofène 

62.5 28,32±0.18* 50,75±0.88 18,85±0.30 

125 56,64±0.04* 74,69±0.64 40,69±0.44 

250 79,50±0.13* 99,01±0.09 71,81±0.70 

500 81,80±0.08* 99,87±0.09 78,55±0.41 

1000 84,26±0.30* 99,98±0.00 80,59±0.40 

CI50 (µg/ml) 127.32±0.73 41.89±5.02 166.12±6.06 

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais ± SD, *P ˂0,05 différence non significative par 

rapport au contrôle standard effectué par One-way ANOVA suivi du post-hoc test de Dunnett’s. 

 



100 
 

Les différentes concentrations de l’huile des graines des P.amygdalus var.amara 

ont présenté des pourcentages d’inhibition de la dénaturation des protéines non 

significative (p˂0.05) allant de 28.32 % à 84,26 %. Le diclofénac et le kétoprofène ont 

été utilisés comme molécules standards dans le but de comparer l’efficacité de l’activité 

anti-inflammatoire à celle de notre huile. À 500 µg/ml, un effet anti-inflammatoire 

considérable a été obtenu avec un pourcentage d'inhibition de 81,8%, assez proche des 

valeurs d'inhibition du diclofénac (99,87%) et plus élevé que celui de la molécule 

standard kétoprofène (78,55%).  

Le diclofénac a révélé la meilleure activité inhibitrice de la dénaturation de BSA 

avec un pourcentage maximal de 99,98 % à 1000 μg/ml, tandis que le kétoprofène a 

montré le plus faible pourcentage 80,59 à une concentration de 1000µg/ml. 

L’HAA a montré une activité inhibitrice de la dénaturation de BSA relativement 

importante à la concentration de 1000 µg/ml, considérée supérieure à celle enregistrée 

pour le kétoprofène et assez proche de la valeur du standard diclofénac. 

En outre, l'activité anti-inflammatoire de l’HAA n'a montré aucune différence 

significative entre le diclofénac et le kétoprofène (p<0,05), comme indiqué dans la figure 

3.13 et le Tableau 3.10. 

L’HAA a exercé un effet anti-inflammatoire dose-dépendant contre la 

dénaturation des protéines induite par la température élevée (Figure.3.13) 

Tel qu’il a été mentionné dans le Tableau 3.10, la CI50 (127,32±0,73µg/ml) de 

l'extrait testé est inférieure à celle de la molécule standard kétoprofène 

(166,12±6,06µg/ml) mais légèrement supérieure à celle du diclofénac. 

(41,89±5,02µg/ml). 

Nos résultats sont comparables à ceux obtenus par FRATIANNI et al.[21] qui ont  

évalué le pouvoir anti-inflammatoire in vitro de cinq huiles de graines de Prunus 

pressées à froid à travers le test de dénaturation de la BSA, ils ont enregistré une activité 

supérieure à celle du diclofénac utilisé comme composé de référence. Les valeurs des 

CI50 se situent entre 3,29 ± 0,206 et 4,339 ± 0,403 µg/ml.  

La dénaturation des protéines est un processus qui entraîne la perte de la 

structure tertiaire et secondaire des protéines en réponse à des facteurs de stress ou à 

des composés externes. De nombreuses protéines biologiques perdent leurs fonctions 
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biologiques lorsqu'elles sont dénaturées. Ainsi, la dénaturation des protéines tissulaires 

est l'une des causes bien connues de l'inflammation [281].  

Par conséquent, la détermination de la dénaturation des protéines peut être utile 

en tant qu'essai de criblage pour la détection des composés anti-inflammatoires, sans 

l'utilisation de modèle animal [281].  

Par ailleurs, nos résultats sur l'activité anti-inflammatoire de l'HAA corroborent 

ceux obtenus par les huiles des graines de courge et de chardon-Marie [282]. 

En effet, certaines études ont confirmé l'action anti-inflammatoire des acides 

gras, principaux composés des huiles végétales. Des compléments alimentaires d'AGI 

ont été considérés comme étant bénéfiques dans le traitement de la maladie du côlon 

irritable, du psoriasis, de l'eczéma, de la polyarthrite rhumatoïde et de la colite ulcéreuse 

[283]. 

Par ailleurs, FRATIANI et al. [21] ont montré qu’il existe une forte corrélation 

entre la teneur en acides gras dans les huiles végétales et l’effet anti-inflammatoire. Ils 

ont remarqué que les acides linolénique et palmitoléique ont un effet bénéfique sur 

l'activité anti-inflammatoire des huiles bien qu'ils soient présents en faible quantité.  

D’autre part, l’effet bénéfique de l’HAA peut être dû à la présence de polyphénols. 

En effet, Il a été démontré dans diverses études in vivo et in vitro , que les polyphénols 

diminuent les marqueurs de l'inflammation en agissant sur de nombreuses cibles 

moléculaires dans les voies de signalisation de l'inflammation [284]. 

 Nos résultats ont montré que cette huile a une très bonne capacité à maintenir 

la structure tridimensionnelle des protéines. Cette capacité pourrait être attribuée à la 

présence de certains acides gras, en particulier l'acide oléique. 

3.3.4.2. Activité anti-inflammatoire in vivo de l’huile d’amande amère  

Les effets anti-inflammatoires de l'HAA sont également évalués in vivo en utilisant 

le modèle d'œdème d'oreille induit par le xylène. Le pourcentage d’inhibition de l’œdème 

est calculé via la mesure de la différence de poids entre les oreilles gauche et droite de 

chaque souris des différents lots étudiés, les résultats sont présentés dans le tableau 

3.10 et la figure 3.14 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/in-vitro-studies
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Figure 3.14.Potentiel anti-inflammatoire in vivo de l’huile des graines 

P.amygdalus var.amara 

 

Tableau 3.10.Activité anti-inflammatoire in vivo de l’HAA. 

Lots Oreille droite 
(mg) 

Oreille gauche 
(mg) 

Δ de poids des 
oreilles (mg) 

% d’inhibition 
d’oedème 

Témoin-  
(véhicule) 

14.36±3.17 7.52±1.02 7.8±2.16 - 

Diclofenac 
(molecule de 

reference) 

9.46±1.52 7.24±1.4 2.26±0.72*** 69.76±6.94* 

HAA (100%) 8.24±1.23 7.52±1.05 0.72±0.26*** 88.56±7.39* 

HAA (50%) 10.44±1.60 7.4±0.44 3.04±1.55** 62.31±6.49* 

Les résultats sont exprimés en moyenne ±SD.  Les différences statistiques par rapport au contrôle ont 

été déterminées par ANOVA suivi du test de Tukey ; elles sont différentes du groupe témoin. *P 

<0,05;**P <0,01 et ***P<0,001 pour l'oreille droite (prétraitée avec le véhicule puis avec le xylène) par 

rapport à l'oreille droite (prétraitée avec le HAA ou le Diclofénac, puis avec le xylène) des souris dans 

chaque groupe.*** les valeurs sont significativement différentes (test de Tukey ,p<0.001) , ** Les 

valeurs sont significativement différentes (test de Tukey, p<0,01). 
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Les résultats rapportés dans le tableau 3.10 et la figure 3.14, mettent en évidence 

les différences de pourcentage d’inhibition de l’œdème des 4 lots. 

Le prétraitement avec l’HAA pure à 100 % (20 μl) a montré un effet anti-

inflammatoire remarquable (88,56 %) (p < 0,001), suivi par le diclofénac sodique 

(69,76%) (P <0,001), un anti-inflammatoire non stéroïdien, ayant servi de contrôle 

positif. De même, l’HAA à 50 % (20µl) a présenté un effet important (62,31 %) assez 

proche de celui du diclofénac (P < 0,01). 

 Ainsi, les résultats des analyses statistiques nous indiquent qu’il n’existe aucune 

différence significative (P<0.05) entre les pourcentages de réduction de l’œdème des 

lots traités par l’HAA et ceux traités par le diclofénac de sodium.  

L’inflammation est une réponse défensive de l'organisme contre l'invasion par 

des corps étrangers [64]. Une réponse inflammatoire aiguë est caractérisée par une 

rougeur, une chaleur, un gonflement, une douleur et une perte de fonction [65,66].  

Actuellement, les thérapies les plus avantageuses pour la gestion des processus 

inflammatoires sont basées sur l'utilisation d'AINS. Cependant, l'utilisation chronique 

des AINS est liée à un large éventail d'effets secondaires, allant des problèmes gastro-

intestinaux à la toxicité rénale [285]. Ainsi, les huiles végétales représentent une 

alternative prometteuse pour réduire les processus inflammatoires en raison de leur 

richesse en métabolites secondaires, tels que les polyphénols, les flavonoïdes, les 

tanins, les terpénoïdes et les anthraquinones [285]. 

Quelques études ont traité les activités anti-inflammatoires in vitro et in vivo des 

polyphénols et des flavonoïdes végétaux. Elles ont montré que les flavonoïdes 

spécifiques, en particulier les dérivés de flavones, présentent une activité anti-

inflammatoire in-vitro en modulant l'expression des gènes pro-inflammatoires comme 

iNOS, COX-2 et d'autres cytokines [286]. 

D’autre part, nos résultats corroborent les résultats des études sur le potentiel 

anti-inflammatoire topique des huiles végétales contenant de l'acide oléique comme 

composé majoritaire. La littérature rapporte l'utilisation ethnopharmacologique de ces 

huiles pour soigner et traiter les maladies de la peau [287]. 
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En outre, il a été signalé que l’acide oléique a une activité anti-inflammatoire 

topique via les récepteurs des glucocorticoïdes, similaire à celle de l'acétate de 

dexaméthasone, sur la dermatite induite par l'huile de croton. Cet acide oléique ne 

permet pas l’augmentation des niveaux de glucose dans le sang, l’effet indésirable 

important lié à la présence des glucocorticoïdes comme la dexaméthasone [288]. 

Cette divergence entre l'acide oléique et la dexaméthasone est très importante, 

notamment dans le traitement des processus inflammatoires chez les patients 

diabétiques qui présentent une augmentation de la pression sanguine [289].  

 

3.3.4.3. Examen histopathologique 

Les effets protecteurs de l’HAA sur l'œdème de l'oreille ont été confirmés à 

l’échelle cellulaire par des examens histopathologiques. Les micrographies de 

coloration H & E illustrées par la figure 3.15 montrent que les traitements à base de de 

l’HAA à différentes concentrations (100 et 50%) ont réduit significativement les 

changements induits par le xylène dans les oreilles des souris. 

Le témoin négatif (non traité) : L'inflammation induite par l'application de xylène 

sur la peau de l'oreille est caractérisée par une infiltration cellulaire, principalement par 

les leucocytes polynucléaires neutrophiles (PNN), les éosinophiles, et les lymphocytes 

présents à la limite entre le derme et l'hypoderme. Une congestion sanguine, un 

œdème, un relâchement du tissu conjonctif et une désorganisation des fibres de la 

matrice extracellulaire ont également été observés (Figure 3.15b). 

L’HAA à 100% : l'HAA pure a réduit de manière significative l'inflammation due 

à l'application de xylène, pour laquelle on a observé une diminution significative de 

l'infiltration des cellules inflammatoires avec absence de congestion sanguine et une 

faible intensité de l'œdème par rapport au groupe non traité. (Figure 3.15c). 

L’HAA à 50% : l'HAA diluée à 50 % a montré une légère infiltration de cellules 

inflammatoires, avec une légère congestion capillaire et un œdème de faible intensité 

(Figure 15d). 

Le témoin positif (Diclofénac de sodium) : le groupe traité par le diclofénac 

sodique, a montré une diminution significative de l'infiltration des cellules 
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inflammatoires, ainsi que l'absence d'œdème de congestion sanguine dans la couche 

dermique. (Figure 15e). 

L’HAA présente un bon potentiel anti-inflammatoire topique de manière dose-

dépendante, en réduisant l'infiltration cellulaire et la congestion sanguine grâce à sa 

forte teneur en acides gras insaturés, particulièrement en acide oléique. Par 

conséquent, cette huile pourrait éventuellement être recommandée comme un excellent 

ingrédient pour les soins de la peau dans les domaines cosmétique et pharmacologique 
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Oreille gauche (non traitée) 

 
 
 

 
L’HAA à 100% 

 

 

l’HAA à 50% 

 

Figure 3.15. Effet de l’HAA à des concentrations de 100 et 50 %, et le diclofénac de 

sodium (0.5%) (20µl/oreille) sur le modèle de l’induction de l’œdème d’oreille de souris 

par xylène. Changements histologiques (A-H;hematoxylin-eosin 10x and 20x objectifs) 

des tissues d’oreille de souris après 5h d’application d’xylène et les traitements. a: oreille 

gauche ; b:témoin négatif (véhicule); c: l’HAA à 100 %; d:l’HAA à 50%; e: témoin positif  

(diclofénac de sodium), les flèches noirs indiquent la présence d’infiltrat cellulaire. 

Echelle : 50 μm.  

e 

d 

a 

Témoin négatif (véhicule) 
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c 

 Témoin positif (diclofénac de sodium) 
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3.6. Evaluation de l’activité photo-protectrice de l’huile d’amande amère 

 L'activité photo-protectrice de l’huile des graines de P.amygdalus var. amara a 

été évaluée in vitro en déterminant le facteur de protection solaire (FPS), qui est 

généralement utilisé pour classifier les niveaux de protection solaire des produits contre 

les coups de soleil provoqués principalement par rayonnements UV-B , responsables 

des effets cutanés nocifs.  

 Ces produits sont classés en fonction de leurs valeurs FSP. Celles situées entre 

6 et 10, 15-25, 30-50, et ˃ 50 sont respectivement considérées comme ayant une activité 

de protection solaire minimale, modérée, élevée et maximale [290]. 

 La détermination de la valeur FPS pour notre échantillon a été effectuée par un 

dosage spectrophotométrique en appliquant l'équation de Mansur [169]. Les résultats 

de l’huile étudiée comparée à deux molécules de références sont présentés par la figure 

3.16.et le tableau (appendice D). 

 

Figure 3.16.Activité photo-protectrice de l’huile des graines de P.amygdalus var. 

amara mesurée à différentes longueurs d’onde λ. 
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  Les valeurs calculées de FPS sont situées dans l’intervalle de 7,88 à 50, 11. La 

valeur la plus élevée de FPS est de 50,11±0,53 pour la molécule de référence 01, suivie 

par la molécule de référence 02 dont la valeur de FPS est égale à 44,22±0,35. 

Cependant, notre échantillon d’HAA possède moyennement la valeur la plus faible 

(7,88±0,20). 

 Les résultats des analyses statistiques montrent qu’il existe une différence 

significative (P<0.001) entre l’huile des graines de P.amygdalus var. amara et les 

molécules de référence (01 et 02). Par conséquent, l’HAA possède une activité de 

protection solaire faible en comparaison aux deux molécules de références utilisées qui 

sont classés parmi les produits de haute protection solaire. 

  

 KAUR ET SARAF [291] ont déterminé le FPS de 6 huiles végétales diluées dans 

des solutions aqueuses éthanoliques par un dosage spectrophométrique en suivant la 

méthode de Mansur. Ils ont constaté que les valeurs FSP, de l'huile d'olive et de l'huile 

de noix de coco est de 8, celle de l'huile de ricin est de 6 alors que celle de l'huile 

d'amande douce est de 5. Cette dernière valeur corrobore avec nos résultats. 

L'HAA a présenté une faible activité photoprotectrice, cependant comparée à d'autres 

huiles végétales, telle que l'huile de sésame et l'huile de moutarde, elle semble être 

prometteuse et peut représenter une solution efficace et sûre pour améliorer les 

formulations commerciales actuelles [292]. 

 En général, la mesure des valeurs FPS des écrans solaires et l'évaluation de leur 

efficacité par la méthode de Mansur est devenue une norme mondiale. Cependant, à 

l'heure actuelle, les profils de sécurité de certains produits de protection solaire 

conventionnels sont remis en question, en raison de leurs effets toxicologiques 

controversés [293]. 

 D'une part, ils doivent protéger la peau des rayons UV nocifs, mais d'autre part, 

certains de leurs ingrédients actifs peuvent être potentiellement dangereux. Quelques-

unes de leurs molécules sont susceptibles de se dégrader en présence de la lumière 

solaire/UVR entraînant souvent une irritation de la peau ou une photodermatose et des 

réactions photoallergiques [294].  
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 En outre, des études ont montré que certains filtres UV sont capables de pénétrer 

à travers la peau en quantité suffisante et d’intégrer la circulation sanguine] interférant 

ainsi avec le système endocrinien [295]. 

 Par conséquent, l'utilisation des huiles végétales et d'antioxydants naturels 

devient très utile. En effet, les huiles végétales ont été étudiées, en raison de leur 

richesse en composés bioactifs, tels que les acides gras insaturés, les tocophérols, les 

phénols apparentés, et autres [296]. 

 Grâce à ces composés, les huiles permettent une revitalisation, une cicatrisation 

et un rajeunissement de la peau, mais aussi une protection contre les radicaux libres 

de l'oxygène et une protection solaire [297 ,298]. 

 En se référant à la littérature, on remarque qu’il existe une forte corrélation entre 

la teneur en composés phénoliques et les valeurs de FSP [299]. Les effets bénéfiques 

des polyphénols sur la peau comprennent, la photoprotection, l’anti-vieillissementet la 

photo-chimioprévention [299].Ils aident également à maintenir une structure appropriée 

de la peau par l'induction de la synthèse de l'élastine et du collagène, l'inhibition du NF-

B et l'inhibition de l'inflammation des tissus [298].  

 En outre, les flavonoïdes constituent l'une des classes de composés phénoliques 

les plus importantes en termes de photoprotection. Ces molécules absorbent les rayons 

UV et réduisent les dommages oxydatifs causés par les ROS. Les doubles liaisons 

présentes dans la structure des flavonoïdes leur confèrent une grande capacité 

d'absorption des UVR et les groupes hydroxyles attachés aux anneaux aromatiques 

contribuent à leur capacité de piégeage des ROS [299]. 

Par ailleurs, il a été montré que les tocophérols présents dans les huiles végétales 

peuvent protéger les membranes cellulaires des dommages induits par la lumière UV 

[300].  

Les résultats obtenus nous ont permis de constater que les faibles valeurs de FPS de 

l'huile des graines de P.amygdalus var.amara sont dues à leur basse teneur en 

composés phénoliques et en flavonoïdes. L'analyse par HPLC de l'HAA a montré sa 

richesse en tocophérols qui peuvent être les facteurs responsables de l'absorption de 

la lumière UV par cette huile. 



 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSION 



110 
 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

Au terme de cette étude de recherche, les travaux réalisés ont permis de mettre 

en valeur l’huile végétale de P.amygdalus var.amara pressée à froid, par l’identification 

de ces composés bioactifs, et l’évaluation de quelques activités biologiques et 

pharmacologiques. 

Le contrôle de la qualité des paramètres physicochimiques de l’HAA a permis 

d’indiquer que cette huile est stable, vierge, non siccative et de bonne valeur 

nutritionnelle. 

L’analyse par CG/MS de la composition chimique de l’HAA a permis d’identifier 

huit acides gras différents avec prédominance des acides oléique et linoléique.  

 L’analyse de l’HAA par HPLC a révélé la présence de deux isomères différents 

de tocophérols avec dominance de l’ α-tocophérol. 

Le dosage colorimétrique de l’huile a indiqué une faible teneur en composés 

phénoliques et flavonoïdes. 

Concernant l’effet antimicrobien de l’HAA, il a été mis en évidence par la 

méthode de diffusion sur milieu gélosé, en présence de quatre types de pathogènes : 

les bactéries, les levures, les moisissures et les dermatophytes. L’HAA a montré la 

meilleure activité antibactérienne sur la souche E.coli. Les levures et les 

dermatophytes se sont avérées plus sensibles vis à vis l’action antifongique de l’HAA. 

L’effet antimicrobien de cette huile peut être attribué à certains acides gras, 

tocophérols et polyphénols présents dans cette huile. 

Le potentiel antioxydant de l’HAA in vitro a été évalué par diverses méthodes. 

Les résultats ont révélé une activité anti-oxydante modérée lors des tests de piégeage 

des radicaux DPPH• et ABTS•+, ce qui pourrait être expliqué par la faible teneur en 

polyphénols et flavonoïdes. L’HAA a montré, également, une activité anti-peroxydation 

lipidique intéressante dans le test de blanchiment du β-carotène et une bonne activité 

réductrice cuprique dans le test CUPRAC. Ces résultats sont probablement liés à la 

présence d’un contenu relativement important en tocophérols principalement l’α-

tocophérol. 



111 
 

L’activité antidiabétique in vitro a été évaluée via les tests d’inhibition des 

enzymes α-glucosidase et α-amylase. Ces tests ont donné des résultats prometteurs 

particulièrement sur l’enzyme α-amylase, meilleurs que ceux obtenus par la molécule 

standard accarbose.  

L’effet anti-cholinestérasique de l’HAA est mis en évidence par la méthode 

d’Ellman en utilisant l’enzyme acétylcholinestérase AChE. Ainsi, l’HAA a affiché une 

activité inhibitrice de l’AChE, modérée. 

  Par ailleurs, l’HAA a exercé un effet anti-inflammatoire considérable, 

comparable à celui du Diclofénac de Sodium lors des tests in vitro et in vivo, confirmés 

à l’échelle cellulaire par une étude anatomopathologique. 

L’activité photoprotectrice de l’huile des graines de P.amygdalus var.amara a 

également, été évaluée in vitro par la mesure du facteur de protection solaire (FPS). 

Les résultats indiquent que cette huile a une activité photoprotectrice modérée liée à 

sa faible teneur en polyphénols. 

A la lumière de ces résultats encourageants, il serait intéressant de poursuivre 

d’autres investigations sur le plan phytochimique, toxicologique et pharmacocinétique 

par : 

• L’isolement, la purification, l'identification structurale et la caractérisation des 

composés bioactifs de cette huile. Ces molécules pourront être réévaluées et 

éventuellement modulées par rapport à leurs réponses biologiques et toxicologiques. 

• Evaluer leurs effets antidiabétiques et anti-cholinestérasique sur des modèles 

animaux. 

• Réaliser des tests in vivo de toxicité aigüe ,chronique, et subchronique de 

l’HAA , sa cytotoxicité et cancérogénicité  également , afin de mieux comprendre le 

profil de sécurité de cette huile . 

• Développer des crèmes dermiques à base de cette huile douées d’une activité 

antimicrobienne antioxydante et anti-inflammatoire. 
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APPENDICE A 

 

Coloration H&E (Hématoxyline Eosine) 

 

Les étapes suivantes ont été réalisées dans le laboratoire d’anatomopathologie 

de l’EPH kolea  

1. Préparation des blocs et fixation des pièces 

 

Les organes préalablement fixés dans le formol à 10 % sont disposés dans des 

cassettes qui sont ensuite placées dans un automate de déshydratation (Leica Optika B-192). 

Cette étape a pour but de déshydrater les pièces des oreilles ,par submersion dans des bains 

d’éthanol à des concentrations croissantes (60 %, 70%, 90%, 95% et 100%) pour  une durée 

d’une heure chacune. Puis, les pièces sont placées dans deux bains de xylène pendant 2h 

dans le but d’éliminer toute trace d’éthanol dans les échantillons  

L’inclusion (imprégnation), a été faite par immersion des cassettes dans deux bains 

successifs de paraffine fondue à 56°C pendant 12h. 

 

2. Enrobage et confection des coupes 

Les échantillons ont été délicatement retirés des cassettes avec une pince, puis 

mis dans des moules en inox avant de les remplir de paraffine liquide. Ensuite, les moules 

ont été déposés sur une plaque refroidissante afin de solidifier la paraffine et réaliser des 

coupes.  

Les blocs de paraffine ont été démoulés pour y être placés dans un microtome 

(Leica Optika B-192) afin de confectionner des coupes d’environ 5 μm d’épaisseur. Ces 

rubans ont été déposés sur des lames marquées, puis immergées un court instant dans 

un bain marie de 60°C.  

Par la suite, les lames ont été rangées sur un porte-lame, puis placées dans l’étuve 

pendant 30 minutes, et immergées dans un bain de xylène afin d’éliminer toute trace de 

paraffine, et ainsi permettre la pénétration des colorants hydrophiles dans les tissus. 
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3. Coloration et montage des lames 

La coloration des lames s’est faite selon le protocole de coloration à 

l’Eosine/Hématoxyline de Mayer (HE : l’hématoxyline basique qui colore le noyau acide 

(basophile) en bleu-violet et l’éosine acide qui colore le cytoplasme basique (acidophile) 

en rose.  

De ce fait, les coupes sont d’abord déparaffiner et réhydratées par submersion 

successive dans les bains suivants : bain de xylène (20 min), bains d’éthanol (20 min à 

100%, 10min à 90%, 10min à 70%). Après rincées avec l’eau de robinet (3 min). 

 Les coupes réhydratées sont placées dans un bain d’hématoxyline (4 min) pour 

colorer les noyaux. L’excès de colorant est éliminé par un lavage à l’eau de robinet (3min), 

puis passer à l’alcool acide (10 min), ensuite rincées par l’eau courante.  

Les coupes sont placées dans un bain d’éosine (1 min) afin de colorer le 

cytoplasme, et l’excès de colorant est éliminé par lavage avec l’eau 3 fois l’eau courante 

3 fois.  

Les lames ont été déshydratées par un passage dans l’alcool absolu (EtOH 5min 

70%, 10min 100%), après les placées dans un bain de xylène pendant 10mn. 

Les lames ainsi colorées ont été couvertes par des lamelles collées par la résine pour 

permettre l’adhésion des lames et lamelles. 

4. Observation microscopique 

Les observations des différents pièces des oreilles ont été réalisées à par un microscope 

Optika B-192B500Ti-5 (10 et 40 ×) (Leica Optika B-192) afin de vérifier le degré de 

réduction de l’inflammation induite par xylène. Les images numériques ont été obtenues 

par d’un appareil photo. 
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APPENDICE B 

 

 

 

 Profil chromatographique des standards des tocophérols 

 

 

Profil chromatographique de l’huile d’amande amère 
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APPENDICE C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Courbe d’étalonnage de la quercitine  

 

 

 

y = 0,0034x + 0,1044
R² = 0,9972

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

0,90

0 50 100 150 200 250

Série1

Linéaire (Série1)

Courbe d’étalonnage d’acide gallique  

y = 0,0048x
R² = 0,997

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

0 50 100 150 200 250



116 
 

 

APPENDICE D 

 

 

 

Les valeurs du facteur de protection solaire  

 Reference 
2 

Reference 1 Huile 
essentielle 

SPF 50,11±0,53 44,22±0,35 7,88± 0,20 
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LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS 

 

ABTS•+  Acide 2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-sulphonique) 

AChE  Acetylcholinestérase 

ACİ   Iodure d'acétylthiocholine 

AGS   Acides Gras Saturés 

AGI   Acides Gras Insaturés 

AGMI   Acides Gras Monoinsatués 

AGPS  Acides Gras Polysaturés 

ATB              Antibiotique 

ATC   Acétylthiocholine 

ATCC  American Type Culture Collection 

BChE  Butyrylcholinestérase 

BHA   Butylhydroxyanisole 

BHT   Butylhydroxytoluène 

CN                Gentamycine 

CMI               Concentration Minimale Inhibitrice 

CUPRAC  Cupric reducing antioxidant capacity assay 

DPPH• 2.2-diphényle-1-picrylhydrazyle 

DSTA  Démence sénile du type Alzheimer 

DTNB  5,5'dithiobisnitrobenzoate 

DZI   Diamètre de Zone d’inhibition 

EMAG  Ester Méthylique d’Acide Gras 

ERO   Espèces réactives d’oxygène 
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FDA   Food and drug administration 

FPS   Facteur de protection solaire 

HAA   Huile d’amande amère 

HDL   High-density lipoprotein 

HPLC  Chromatographie liquide à haute performance 

HV   Huile végétale 

IFN-γ   Interféron gamma 

IL-1  Interleukine 

LDL   Low Density Lipoprotein 

MA   Maladie d’Alzheimer 

NF-Kb  Nuclear factor-kappa B 

NMRI   Naval Médical Research Institue 

NO   Oxyde nitrique 

OMS   Organisation Mondiale de la Santé 

PGE2  Prostaglandine 

PNN            PolyNucléaire Neutrophiles 

ROS             Reactive Oxygen Species 

SPF   Sun protection factor 

TNF-α  Facteurs de nécrose tumorale 
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