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RESUME

L'exploration phytochimique des différents organes d’Arganier (Argania spinosa L.)
tels-que les feuilles, pulpes des fruits et graines, et la détermination de leurs effets
biologiques et pharmacologiques font I’objet de ce travail.

La présente étude a été divisée en deux parties consacrées a 1’étude de : la feuille et la
pulpe de fruits en premiére partie, et I’huile extraite des graines en deuxiéme partie.

Dans la premiére partie, 1’étude phytochimique de I’extrait hydro-alcoolique de la

feuille et la pulpe a révélé une teneur en polypheénols et flavonoides de 221.393 + 3.359 ug
AGEQ/1g et 66.856 + 5.697ug CAEqQ/1lg respectivement dans la feuille, et 44.86 £ 0.85
Hug AGEQ/1g de polyphénols et 34.020.98 CAEqg/lg de flavonoides dans la pulpe.
L’analyse du profil polyphénolique par UPLC-ESI-QTOF-MS a montré la présence de
trois dérivés glycosidiques de Myricétine et de quatre dérivés glycosidiques de Quercétine
dans la feuille, et d’un acide phénolique et deux dérivés glycosidiques de Quercétine dans
la pulpe.
De plus, les tests biologiques ont indiqué un pouvoir antioxydant avec des IC50
équivalentes a 125.595 + 1.868 pg (feuilles) et 462.182 + 21.204 g (pulpe). L'activité
antibactérienne sur les six souches de références testées a montré que les feuilles sont
dotées d’un pouvoir inhibiteur contre les bactéries Gram (+) et (-) avec des zones
d'inhibition de 10 & 17 mm de diamétre. Cependant, I’extrait de pulpe a inhibé uniquement
la croissance de deux especes de Bacillus. Le test de cytotoxicité a dévoilé que les extraits
de feuilles et de pulpe ont inhibé la prolifération de la lignée cellulaire PC3 donnant
respectivement des 1C50 de 600 pg et 1560 ug.

La deuxiéme partie consacrée a 1’étude physico-chimique et pharmacologique de 1’huile

d’Argan a révélé qu’il s’agit d’'une huile non siccative riche en acides gras insaturés,
I’analyse par GC-MS a dévoilé la prédominance des acides gras mono et di-insaturés
(oméga-9 et oméga-6) avec un taux de 80%, d'autres acides gras saturés ont été detectés
comme l'acide palmitique (14.16%) et l'acide stéarique (4.16%). La détermination du taux
des polyphénols a révélé une teneur de 60 mg/kg d’huile. La caractérisation de ces
composés par UPLC-ESI-QTOF-MS a dévoilé la présence de quatre acides phénoliques et
d’un phénol simple.
L’évaluation des activités biologiques a dévoilé que I’huile d’ Argan ne posséde aucun effet
antibactérien sur les souches testées en milieu solide. De plus, la détermination du pouvoir
antioxydant a donné une valeur d’IC50 équivalente a 132 mg. En outre, 1’évaluation des
activités pharmacologiques testées in vivo a révélé que I’huile d’Argan est dotée d’un bon
pouvoir anti-inflammatoire et un excellent effet cicatrisant avec une efficacité comparable
a des produits commercialisés et sans aucun effet irritant.

Mots clés : Arganier (Argania spinosa L.), graines, feuilles, pulpe, huile, poly phénols,
acide gras, pouvoir antioxydant, cytotoxique, antibactérien, anti-inflammatoire, cicatrisant.



SUMMARY

The phytochemical exploration of the different organs of Argan (Argania spinosa L.)
such as leaves, pulps of fruits and seeds, and determination of their biological and
pharmacological effects are the subject of this work.

The present study was divided into two parts devoted to the study of: leaf and fruit pulp in
the first part, and oil extracted from the seeds in the second part.

In the first part, the phytochemical study of the hydroalcoholic extract of the leaf and

the pulp revealed a polyphenol and flavonoid content of 221,393 + 3,359 ug AGEq / 1g
and 66,856 + 5,697ug CAEq / 1g respectively in the leaf, and 44.86 + 0.85 ug AGEq / 1g
of polyphenols and 34.02 + 0.98 CAEq / 1g of flavonoids in the pulp. Analysis of the
polyphenolic profile by UPLC-ESI-QTOF-MS showed the presence of three glycosidic
derivatives of Myricetin and four glycosidic derivatives of Quercetin in the leaf, and a
phenolic acid and two glycoside derivatives of Quercetin in the pulp.
In addition, biological tests indicated an antioxidant capacity with IC50 equivalent to
125.595 + 1.868 ng (leaves) and 462.182 + 21.204 pg (pulp). The antibacterial activity on
the six reference strains tested showed that the leaves had an inhibitory capacity against
Gram (+) and (-) bacteria with zones of inhibition of 10 to 17 mm diameter. However, the
pulp extract inhibited only the growth of two species of Bacillus. The cytotoxicity test
revealed that leaf and pulp extract inhibited the proliferation of the PC3 cell line with IC50
of 600 pg and 1560 g, respectively.

The second part devoted to the physico-chemical and pharmacological study of Argan

oil revealed that it is a non-drying oil rich in unsaturated fatty acids, analysis by GC-MS
revealed the predominance of mono and di-unsaturated fatty acids (omega-9 and omega-6)
with a level of 80%, other saturated fatty acids were detected like palmitic acid (14.16%)
and stearic acid %). The determination of the polyphenol content revealed a content of 60
mg / kg of oil. Characterization of these compounds by UPLC-ESI-QTOF-MS revealed the
presence of four phenolic acids and one simple phenol.
The evaluation of the biological activities revealed that the Argan oil has no antibacterial
effect on the strains tested in a solid medium. In addition, the determination of the
antioxidant activity gave an IC 50 equivalent to 132 mg. Furthermore, the evaluation of the
pharmacological activities tested in vivo revealed that the Argan oil has a good anti-
inflammatory power and an excellent healing effect with efficiency comparable to
commercial products and without any irritating effect.

Key words: Argan (Argania spinosa L.), seeds, leaves, pulp, oil, polyphenols, fatty acid,
antioxidant power, cytotoxic, antibacterial, anti-inflammatory, wound healing.
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L'Algérie est consideré parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique vue sa
position biogéographique privilégiée et son étendue entre la Méditerranée et I'Afrique sub-
saharienne. La flore algérienne est potentiellement riche en plantes médicinales et
aromatiques, dont beaucoup d'especes endémiques [1]. Ces espéces constituent pour notre
pays une veritable richesse qui doit étre préservée et valorisée dans le but de la recherche
de nouveaux métabolites et principes actifs [2]. Malheureusement, il y a eu peu d'efforts
consacrés au développement des agents thérapeutiques de ces plantes. D’ou notre choix

d’une espéce endémique du sud ouest de 1’ Algérie appelée Argania spinosa L. (Skeels).

Argania spinosa L. n’a plus besoin d’étre présentée. C’est un arbre aux multiples usages
qui joue un rdle socio-économiqgue et environnemental tres important dans le sud Marocain
ou il constitue la deuxiéme essence forestiére avec plus de 800 000 ha. Mentionné en 1219
par Ibn El-Beithar dans son « Traité des simples » [3], puis en 1510 par Jean-Léon
L’Africain dans sa « Description de 1I’Afrique » [4], il est considéré comme un arbre
specifiquement Marocain, malgré qu’il en existe en Algérie. C'est pourquoi nous nous
sommes intéresses spécialement a cette espéce endémique, afin de démontrer que cette
plante est bel et bien présente dans notre pays et avec une aire de répartition qui ne cesse

d’augmenter grace aux efforts des spécialistes.

Connue aussi sous le nom d’arbre d’Arganier, longtemps utilisé au Maghreb et
précisément au Maroc dans la médecine traditionnelle pour la prophylaxie et le traitement
des diverses maladies, qui aurait, dit-on, des vertus miraculeuses grace aux propriétés
nutritionnelle, cosmétique et thérapeutique de I’huile si précieuse extraite a partir des
graines de son fruit [5].

Ces derniéres années, I’huile extraite du fruit d’Arganier dite huile d’Argan connait un
regain d’intérét trés important dans I’industrie cosmétique grace a sa composition chimique
riche qui la rend spéciale et la classe parmi les soins naturels les plus efficaces pour la peau

et les cheveux [6]. Cette huile est trés utilisée, industrialisée et surtout commercialisée a



I"échelle nationale et internationale au Maroc, reste une source économique inexploitée
voire négligée en Algérie.

Plusieurs travaux scientifiques ont porté sur 1’Arganier du Maroc tels que les travaux de
Farine et al. (1984) [7], Maurin (1992) [8], Charrouf et al. (2007) [9] et beaucoup d"autres,
par contre trés peu d”études ont été consacrées a 1’ Arganier Algérien.

C’est dans ce contexte que nous sommes intéressés a 1’étude de la composition chimique
non seulement de I’huile d’Argan mais aussi des sous-produits d’Arganier tels-que la
feuille et la pulpe du fruit, exploitées uniquement en alimentation de bétail. L utilisation
tres limitée de ces sous-produits représente une vraie perte économique puisqu'ils offrent
une matiére premiére prometteuse pour I'extraction des molécules bioactives.

Notre étude avait aussi pour objectif principal, I'utilisation de nouvelles méthodes
d’extraction et d’analyse, et la détermination de nouvelles propriétés pharmacologiques des

extraits étudiés.

Ce travail s’inscrit donc dans le cadre de la recherche sur les plantes médicinales et a
pour modeste ambition de promouvoir 1’espéce Argania spinosa L. Algérienne et de
participer a I’enrichissement des connaissances sur cette plante qui reste a I’heure actuelle
encore méconnue.

Pour cela, cette these est scindée en trois chapitres :

- Le premier chapitre regroupe un ensemble de données bibliographiques de base,
divisées en quatre parties portant sur la phytothérapie, les métabolites secondaires et les
huiles végétales en général et sur 1’Arganier en particulier.

- Le deuxiéme chapitre de cette thése est consacré au matériel utilisé et aux différentes
méthodes et techniques utilisées au cours de notre travail expérimental. Ce chapitre est
partagé en deux parties la premiére est consacrée a 1I’étude des feuilles et la pulpe des fruits
d’Arganier et la deuxieme pour 1’é¢tude de I’huile d’ Argan.

- Le troisieme chapitre divisé en deux parties, feuille et pulpe en premiére partie et huile
en deuxieéme partie, expose I’ensemble des résultats obtenus ainsi que leur interprétation
avec a la fin de chaque partie une discussion générale.

Et nous terminons par une conclusion générale.



CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
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Partie 1.1
Généralités sur la phytothérapie

1.1.1- Introduction :

Depuis la période préhistorique, I’utilisation des plantes faisaient partie de la vie
quotidienne de nos ancétres. L’homme en recherchant dans son environnement découvrait
tres tot que ces plantes ne représentaient pas uniquement une source d'alimentation mais
pouvaient également soulager voire guérir certaines maladies.

Cette médecine dite traditionnelle est a I'neure actuelle toujours tres largement utilisée
dans les pays du Sud, ou elle génére par ailleurs des revenus non négligeables [10, 11]. En
effet, sur les 300 000 espéces végétales recensées sur la planete plus de 200 000 espéces
vivent dans les pays tropicaux ont des vertus médicinales [12].

Selon OMS (Organisation Mondiale de la Santé) plus de 80% de la population mondiale
ont recours a la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problémes de la santé [13],
elle I’a définit comme « I'ensemble des connaissances, compétences et pratiques basées sur
les théories, croyances et expériences auxquelles différentes cultures ont recours pour
entretenir la santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, soulager ou soigner des maladies
physiques et mentales » [14].

Aujourd’hui, il y a un net regain d'intérét vis-a-vis de cette médecine dite phytothérapie.
Les populations des pays riches et pauvres I’utilisent respectivement malgré les multiples

progres de la médecine moderne.

1.1.2- Définition de la Phytothérapie :

La phytothérapie est l'utilisation des plantes pour la prévention ou le traitement d'une
pathologie, ces plantes sont traditionnellement reconnues comme ayant des vertus
thérapeutiques. Elle consiste a soigner des maladies, souvent des petits maux, a l'aide de
plantes en évitant les dangers et les effets secondaires de I'allopathie. Elle peut aussi étre
utilisée, dans le cas de pathologies trop lourdes, pour soulager le patient des douleurs
qu'elles peuvent engendrer en réduisant donc la prise de médicaments synthetises [15].
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1.1.3- Types de Phytothérapie :
Il existe plusieurs types de phytothérapie [15]:

» Aromathérapie : Utilise les essences des plantes aussi appelées huiles essentielles.
Ces substances aromatiques sont extraites par distillation. Il faut cependant utiliser
I’aromathérapie avec précaution et respecter les doses prescrites. L’utilisation la plus
fréquente est 1’application par voie cutanée.

» Gemmothérapie : Consiste a utiliser les extraits alcooliques et glycérinés de jeunes
pousses de vegétaux ou de bourgeons. Ces extraits sont alors dilués au dixieme pour
pouvoir étre utilisés en tant que plantes médicinales.

» Herboristerie : Ce type de phytothérapie est le plus classique et le plus ancien. Elle
se sert de la plante fraiche ou séchée, soit entiere, soit en partie. Une préparation
d’herboristerie repose sur des méthodes simples, le plus souvent avec de I’eau comme les
infusions, les décoctions ou les macérations. Le principal avantage est que cela permet de
préserver les principes actifs.

» Homeéopathie : A recours aux plantes mais pas uniquement. On peut aussi trouver,
en plus petites quantités, des produits d’origines animale ou minérale. Les plantes fraiches
sont utilisées apres une macération alcoolique.

> Phytothérapie pharmaceutique : Utilise des produits d’origine végétale, obtenus
aprés extraction et par dilution. Cette phytothérapie consiste a se servir de doses
suffisamment importantes de végétaux pour avoir une action soutenue et rapide. Les
concentrations sont alors élevées, parfois proches de la limite assurant que le médicament

n’est pas toxique pour I’organisme.

1.1.4- Avantages de la phytothérapie :

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, cette derniere provoque
souvent des effets néfastes. On estime que 10 a 20% des hospitalisations sont dues aux
effets secondaires des médicaments chimiques contrairement a la phytothérapie qui ne
présente quasi pas d'effets indésirables [16].

Les plantes utilisées en phytothérapie sont testées scientifiguement, ainsi, les remédes
sont plus efficaces mais aussi sans danger. Le corps humain est mieux adapté a un
traitement a base de plantes qu'a une thérapie essentiellement chimique.

Aujourd'hui, la médecine par les plantes connait un renouveau exceptionnel en occident,

spécialement dans le traitement des infections graves, car I'efficacité des médicaments tels
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que les antibiotiques décroit, les bactéries se sont peu a peu adaptés aux médicaments et
leur résistent de plus en plus [16].

1.1.5- Les plantes médicinales et leurs vertus :

La définition d'une plante médicinale est tres simple. En fait il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues veégétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses [13].

Ces plantes possedent un ou des principes actifs tres puissants qui lui conférent ses
propriétés thérapeutiques, Ces composants sont souvent en faible quantité dans la plante :
ils représentent seulement quelques pour-cent du poids total de celle-ci. Ils se trouvent soit

dans les racines, I'écorce, les feuilles, les sommités fleuries, les fruits, la résine [13].

Les parties utilisées de la plante varient d'une espéce a l'autre, ou pour une méme plante
selon I'effet désiré, en fonction de ces vertus. On peut les utiliser par exemple [17] :
- Comme purifiant, on peut utiliser l'arbre a thé, la bergamote, la cannelle, le clou de
girofle, I'eucalyptus, la lavande officinale, le niaouli, le romarin ou le thym.
- Comme soins de la peau, on retrouve les vertus nécessaires dans l'arbre a thé, la
camomille romaine, le cedre Atlas, le citron, le jasmin, le laurier noble, le myrte, le niaouli,
la sauge sclarée ou le thym.
- Comme antistress, on peut alors se soigner avec la bergamote, la camomille romaine, le
citron, l'estragon, le jasmin, la lavande, le lavandin, la mandarine rouge, le néroli, la
verveine exotique ou le vétiver.
- Dans le cas de problemes respiratoires, on peut alors se servir de I'arbre a thé, de la feuille
de la cannelle de Ceylan, de I'eucalyptus, du niaouli, du pin sylvestre ou du romarin.
- Dans le cas de problémes circulatoires, I'écorce de cannelle de Ceylan, le cedre atlas, le
citron, le cypres, la sauge sclarée ou le vétiver peuvent alors étre prescrits.
- Pour les soucis articulaires ou musculaires, on peut les soigner avec la gaulthérie, le
laurier noble, la lavande aspic, le lavandin super, la menthe poivrée ou le patchouli.
- Pour faciliter la digestion, on peut se servir de l'estragon, la mandarine rouge, la

marjolaine a coquilles ou l'orange douce.
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Partie 1.2
Généralités sur les composés phénoliques

1.2.1- Introduction :

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a cote des métabolites primaires classiques
(glucides, protides, lipides, acides nucléiques) ils accumulent freqguemment des métabolites
dits « secondaires » dont la fonction physiologique n'est pas toujours évidente mais qui
représente une source importante de molécules utilisables par I'nomme dans des domaines
aussi différents que la pharmacologie ou I'agroalimentaire [18, 19].

Les métabolites primaires sont directement impliqués dans la croissance, le
développement et la reproduction normale de toutes les plantes, par opposition les
métabolites dits « secondaires » différent en fonction des espéces et, bien que leurs réles
soient encore mal connus, il est cependant clair qu'ils interviennent dans les relations
gu'entretient la plante avec les organismes vivants qui l'entourent. Ils sont probablement
des éléments essentiels de la coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que
parasites, pathogénes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs et disséminateurs. Ces
différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des composés secondaires
[19].

La diversité des espéces utilisées et des métabolites secondaires déja isolés laisse
présager de I'ampleur de ce qui reste a découvrir. On considere effectivement que, jusqu’a
ce jour, moins de 10 % des especes de végétaux supérieurs qui peuplent actuellement la

planete ont été explorées pour leurs propriétés chimiques et biologiques [20].

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires produits par les plantes, classés selon
leur appartenance chimique en trois classes en I'occurrence : les alcaloides, les terpenes et
les composés phénoliques [21].

Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés et possédent une

trés large gamme d'activités en biologie humaine [22, 23]. Mais celles qui prennent
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aujourd’hui une importance croissante, c'est la classe des composeés phénoliques
notamment a cause de leurs effets bénéfiques sur la santé. En effet, leur role d’antioxydants
naturels suscite de plus en plus d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des
maladies inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégénératives. lls sont également
utilisés comme additifs pour I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique

[18].

1.2.2- Definition des composés phénoliques :

Le terme polyphénol a été introduit en 1980, en remplacement au terme ancien de
Tanin végeétal (vegetal tannin). Cette classe chimique de métabolites secondaires constitue
une famille de molécules trés largement répandues dans le regne végétal rencontrées dans
les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits.

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques
possedant dans sa structure un ou plusieurs cycles benzéniques, portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles [24].

Les polyphénols présentent une structure tres variée. Il existe des molécules de
structure simple, de forme phénolique avec un cycle benzénique sur lequel sont fixés des
groupements hydroxyles comme les acides phénoliques. Il existe également des composes
plus complexes qui sont les flavonoides et les anthocyanes. Leur structure est toujours

constituée de par des groupements OH [25].

1.2.3- Biosynthese des composés phénoliques :
La biosynthése des polyphénols permet la formation d’une grande diversité de molécules
qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe ou d’un tissu particulaire. Selon

Harborne, 1993 [26] on peut distinguer les différentes voies de biosyntheses :

1.2.3.1- Voie d’acide shikimique :

Les acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) sont a 1’origine de la plupart des
molécules phénoliques chez les végétaux. Ces acides aminés sont formés a partir des
sucres simples issus du métabolisme primaire par la voie de 1’acide shikimique. La
désamination de la phénylalanine donne naissance au précurseur direct des phénols :

I’acide cinnamique (Figure 1.1).
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1.2.3.2- Voie d’acide acétique :
Cette voie donne naissance aux flavonoides dont le squelette de base a une double
origine [26]:

» 3 molécules d’acétyle COA (cycle A).

» Une moleécule de p-coumaryl COA (cycle B et I'hétérocycle C)
La condensation de ces unités donne naissance aux flavonoides et particuliérement aux
pigments authocyanes et flavonols ou encore certains monomeres de types flavonols dont
la polymérisation conduit aux tanins condensés. La figure 1.2 represente les différentes

étapes de formation des flavonoides par voie acétique.

1.2.3.3- Voie des phénylpropanoides :
Cette séquence biosynthétigue permet la formation des principaux acides
hydroxycinnamiques : acide coumarique, caféique, férulique et sinapique qui se présentent

généralement sous forme d’ester ou de glucosides [26].
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1.2.4- Les principales classes de composés phénoliques :
La classe des composés phénoliques renferme plus de 8000 composes. lls sont divisés en
plusieurs catégories qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de base
(allant d’un simple C6 a des formes trés polymérisées), ensuite par le degré de
modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, etc.).
Enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides,
lipides, protéines, etc.) [27, 28, 29].
Trois principales classes sont largement répandues :

» Les acides phénoliques.

» Les flavonoides.

» Les lignanes et tanins obtenus par polymérisation des flavonoides.

1.2.4.1- Les acides phénoliques :
Les acides phénoliques représentent les formes phénoliques les plus simples avec des
structures chimiques allant de simple phénol en C6. Ce sont des dérivés d’acide benzoique

et acide cinnamique [30].

» Acides hydroxybenzoiques : Ils sont dérivés de I’acide benzoique et ont une
formule de base de type C6 - CI1. lls sont particulierement représentés chez les
gymnospermes et les angiospermes. Les acides hydroxybenzoiques  (p-
hydroxybenzoiques, protocatéchique, vanillique, gallique, syringique, salicyclique,
gentisique, etc.) [23, 30].

Les acides hydroxybenzoiques existent fréquemment sous forme d’esters ou de
glucosides [21, 28].

» Acides hydroxycinnamiques : Les acides hydroxycinnamiques représentent une
classe trés importante dont la structure de base (C6 — C3) dérive de celle de I’acide
cinnamique gréce a des substitutions au niveau du cycle aromatique [31, 32].

Les molécules de base de la série hydroxycinnamiques sont 1’acide p-coumarique (et
ses isoméres, les acides 0- et m-coumariques), ’acide caféique, 1’acide férulique et son

dérivé 5-hydroxyle et enfin 1’acide sinapique [28].

1.2.4.2- Les flavonoides :
L’ensemble des flavonoides ont une structure générale en C15 (C6-C3-C6), il comprend

a lui seul plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes [33]. Ces
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composés existent sous forme d’hétérosides [34] dont certains ont une trés grande
importance biologique et technologique: les anthocyanes pigments rouge ou bleu, les
flavones et les flavonols de couleur créme ou jaune clair, les flavanes dont les produits de
condensation sont a 1’origine d’un groupe important de tanins et les isoflavones qui jouent

un réle dans la santé humaine [28, 35] (Figure 1.3).

» Les chalcones et aurones: gardent la structure du tétra ou trihydroxychalcone, le
noyau central de la molécule n’est pas totalement cyclisé ou se présente sous forme d’un
cycle ne présentant que cing sommets [34]. Les aurones sont caractérisés par un structure
de 2- benzylidéne coumarone [21, 36].

» Les flavanones: dérivent des précédentes par une cyclisation au centre du
squelette, d’ou un hétérocycle. Ils se caractérisent par 1’absence de la double liaison entre
C2 et C3 par la présence des centres d’asymétrie [21].

> Les flavones: dérivent des flavanones par une oxydation qui introduit une seconde
double liaison dan 1’hétérocycle [34]. Dans plus de 90%, le cycle A est substitué par deux
hydroxyles phénoliques en C5 et C7 [21].

» Les flavonols: se différencient des flavones par la présence d’un OH en C3. Chez
les flavonols la position 3 de I’hétérocycle est toujours glycosylée, fréquemment la
position 7 mais jamais la position 5 du cycle A ([31, 34].

» Les isoflavones: dérivent aussi des flavanones mais outre une oxydation centrale,
il y a transposition du cycle latéral du C2 au C4 de I’hétérocycle [21, 34].

» Les anthocyanes: le terme « anthocyanes » a une valeur générale désignant, soit
les formes naturelles glycosylées, soit les molécules non glycosylées [28].Chez les
anthocyanes, en plus de la position 3 qui est toujours glycosylée, il y a aussi
préférentiellement la position 5 qui est glycosylée.

La partie phénolique seule est désigné sous le nom d’anthocyanidine, alors que I’hétéroside

(molécule phénolique + sucre associé) est appelé anthocyanine [21, 28].
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Figure 1.3 : Principaux composés phénoliques des végétaux [24].

1.2.4.3- Les tanins :

Les tanins peuvent étre classés en deux grands groupes de tanins, différents a la fois par
leur réactivité chimique et par leur composition [37].

» Les tanins hydrolysables: ce sont des esters de glucose et d’acide gallique [18]. Ils
sont d’abord caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par 1I’hydrolyse chimique

(enzymatique). lls liberent alors une partie non phénolique (souvent du glucose) et une
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partie phénolique qui peut étre soit de 1’acide gallique, soit un dimére de ce méme acide —
I’acide éllagique [18].

» Les tanins condensés: ce sont des oligoméres ou des polymeres de flavane-3-ol
dérivés de la (+) catéchine ou de ses nombreux isomeres [26]. Ils ont la propriété de

coaguler les protéines du derme, d’ou leur utilisation dans le tannage des peaux [18].

1.2.5- Propriétés des composés phénoliques :

De nos jours, les propriétés des composes phénoliques sont largement étudiées dans le
domaine médical. Plusieurs études ont démontré que ces composeés sont de puissants
antioxydants offrant toute une batterie de fonctions biochimiques particulierement
intéressantes pour notre santé, ou on leur reconnait des activités antivirales, anti-

radicalaires, antiallergiques, mais aussi anti-inflammatoires et anticancéreuses [13].

1.2.5.1- Effet antioxydant :

Les composés phénoliques sont des puissants antioxydants, thermodynamiquement

capables de réduire les radicaux libres oxydants générés par notre organisme en réponse
aux agressions de notre environnement (cigarette, polluants, infections, etc.) et qui
favorisent le vieillissement cellulaire.
Les composés phénoliques interviennent donc pour renforcer nos défenses naturelles en
protégeant les constituants tissulaires. Des études in vivo suggérent que les polyphénols
interrompent le passage du stress oxydatif et interceptent le "message™ de I'apoptose (mort
cellulaire programmée). D autres études montrent que ces composés sont aussi des bons
inhibiteurs d enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine
oxydase, la cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase [38].

L'une des premiéres propriétés reconnue aux polyphénols est d'étre veino-actif, c'est-a-
dire ayant la capacité de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer

leur résistance.

1.2.5.2- Effet antiallergique :

Cet effet est attribué a I'influence des polyphénols sur la production de I'histamine. En
effet, ces derniers inhibent les enzymes, telles que I"”AMP cyclique phosphodiesterase et
ATPase Ca2+dépendante, responsables de la libération de I'histamine a partir des

mastocytes et des basophiles [39].
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1.2.5.3- Effet antimicrobien :

Plusieurs études ont été focalisées sur I’évaluation des propriétés antimicrobienne des
polyphénols. A I’heure actuelle, cet effet est certain et démontré par de nombreuses
recherches expérimentales. Les études du pouvoir inhibiteur des polyphénols sur la
croissance bactérienne ont démontré que de nombreux composés flavoniques sont doués
d’un effet important sur différentes souches bactériennes a Gram (-) et Gram (+) [40]. Leur
mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases
et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiennes,

les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [41].

1.2.5.4- Effet anti-inflammatoire:

Sous I’action des la cyclo-oxygénase et la lipo-oxyénase, 1’acide arachidonique se
métabolise respectivement en prostaglandines et leucotrienes induisant ainsi des
phénomeénes inflammatoires. Des études ont montré que certains polyphénols tels que sont
capables de modifier le métabolisme de l'acide arachidonique dans les plaquettes en

inhibant ces enzymes [42].

1.2.5.5- Un espoir pour le Cancer:

Certains polyphénols ont montré une activité anti-tumorale. Une telle activité est
attribuée a la capacité de ces composés d'inhiber I'activité d'une enzyme, la topo-isomérase
Il.

Les polyphénols agissent donc en inhibant la croissance cellulaire et en empéchant
certaines phases du cycle cellulaire qui joue un rdle essentiel dans I'apparition du cancer.
Les polyphénols, ont largement montré leurs effets protecteurs contre plusieurs cancers,

dont la prostate, le cdlon et le poumon [43].
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Partie 1.3
Généralités sur les huiles végétales

1.3.1- Introduction :

Depuis la plus haute antiquité, les huiles végétales sont intimement liées aux soins de
beauté. Les plus grandes civilisations antiques (Egypte, Empire Romain, Grece,
Mésopotamie) ont accordé une place prépondérante aux huiles végétales, considérées alors

comme des produits nobles, signes de luxe et de pouvoir [44].

Appliquées en cosmétologie, les huiles végétales sont des substances hypoallergéniques

qui procurent a I'épiderme tous les éléments nécessaires a sa structure, son hydratation et sa
vitalité. Les acides gras essentiels participent a la structure des membranes des cellules de
la peau et la tonifient, I'assouplissent et la régénerent.
Les huiles végétales sont riches en vitamines liposolubles (vitamines A. D, E et K) qui
protégent la peau contre les risques de dégenérescence et d'oxydation qui entrainent son
vieillissement prématuré. Ces vitamines favorisent également I'absorption et le
métabolisme des acides gras essentiels avec lesquels elles agissent donc en synergie [44].
Enfin, il est important de savoir que notre peau a également besoin d'étre nourrie de
I'intérieur, via la circulation sanguine. Dans ce cadre, l'ingestion des huiles végétales
fournira a I'organisme tout ce dont il a besoin pour assurer la vitalité et I'hydratation de
I'épiderme (BOSKOU D, 2002).

1.3.2- Définition de I'huile végétale :

Les huiles végeétales sont extraites des graines, des amandes et des fruits des plantes
oléiferes. Les oléagineux sont donc ceux qui servent a produire de I’huile et qui sont
cultivés dans ce but. Parmi les plantes cultivées pour leur huile, on cite : I’arachide,
I’olivier, le colza, le ricin, le soja et le tournesol. L’huile végétale récupérée de ces plantes
est genéralement liquide a temperature ambiante, elle peut étre destinée a différents

domaines agroalimentaire et cosmétique ou a la production de biocarburant [45].


http://www.futura-sciences.com/magazines/environnement/infos/dico/d/energie-renouvelable-biocarburant-1998/
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1.3.3- Composition chimique des huiles végétales:
Les huiles végétales se composent essentiellement d’esters de glycérol d’acides gras
appelés triglycérides, le reste étant I'insaponifiable (cires, glucides, stérols, vitamines,

antioxydant, polyphénols) [44].

1.3.3.1- Les constituants majors :
» Lestriglycérides et les acides gras :
Les triglycérides représentent au moins 98 % du poids des huiles. lls résultent de
I'estérification des 3 fonctions alcool du glycérol par 3 molécules d'acides gras, ce sont

donc des mélanges contenant des esters naturels (Figure 1.4) [46].

O
HyC—OH HAt S — -0 R,
o
HC—OH HC-0O-C—Rg
it
HzZ—OH HalC— O -1C—Ry
grivacEsrol fricivedricha

Figure 1.4 : Structure du glycérol et des triglycérides

(R1, R2, et R3 correspondent aux chaines alkyles des acides gras) [46].

Les acides gras les plus souvent rencontrés dans les huiles végétales sont formeés de 16 a 18
atomes de carbone, mais toujours en nombre pair. On distingue donc [46]:

Les acides gras saturés : dans lesquels chaque atome de carbone a ses 4 valences engagées

dans des liaisons avec d'autres atomes de carbone ou d'hydrogene (ou d'oxygéne pour le
carbone du groupement carboxyle). Les principaux acides gras saturés dans les huiles
végétales sont l'acide palmitique (C 16) et l'acide stéarique (C 18) (Figure 1.5),
accessoirement les acides myristiques (C 14) et lauriques (C 12).

Les mono-insaturés : il s'agit d'acides gras dans lesquels deux atomes de carbone adjacents

de la chaine ont chacun une valence libre, non saturée, qu'ils mettent en commun de telle
sorte que deux atomes de carbones soient réunis par une double-liaison. Les principaux
acides gras mono-insaturés dans les huiles végétales sont I'acide palmitoléique (C16) et
surtout I'acide oléique (C18) qui représente 30 % des acides gras fournis par I'alimentation
(Figure 1.5).
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Les polyinsaturés : dits essentiels, ce sont les acides gras a 18, 20, et 22 atomes de carbone

qui présentent dans leurs chaines deux ou plusieurs double liaisons séparées par un
groupement méthyléne (CH2). Les principaux acides gras polyinsaturés sont I'acide

linoléique (18 : 2) (Figure 1.5), I'acide linolénique (18 : 3) et I'acide arachidonique (20 : 4).

Acide stéarique - . A
C18:0 H,C " NN NN COOH

. . CH, COOH
Acide oléique \/\/\/\/:W\/\/
Cl18:1

Acide linoléigue

C18:2 CH, TNV N N NN NN COOH

Figure 1.5 : Exemples d'acide gras saturé, mono-insaturé et poly-insaturé [46].

1.3.3.2- Les constituants mineurs : [46]

Outre les triglycérides, les lipides alimentaires contiennent une gamme de constituants
qui sont importants pour le maintien de la santé. Ces constituants non glycéridiques des
huiles, encore appelés constituants mineurs, ne sont mineurs que du point de vue de leurs
concentrations par rapport aux triglycérides.

» Les vitamines liposolubles : les vitamines rencontrées dans les huiles végétales

sont :
Vitamine E: beaucoup d'huiles végétales et de produits tirés de ceux-ci contiennent des
concentrations appréciables de vitamine E (tocophérol) que certaines méthodes de
traitement risquent de réduire. Cette vitamine E se compose d'un mélange de phénols
liposolubles caractérisés par un chromasol aromatique en bout de chaine et une chaine
latérale de 16 atomes de carbone (tocophérol).
Vitamine A et caroténoides: les caroténoides sont des hydrocarbures poly-isopréniques

hautement insaturées, liposolubles. Plus de 75 caroténoides sont présentes dans les
matiéres grasses dont les plus courants sont les carotenes alpha, béta et gamma, le
lycopene, la luteine et les xanthophylles.

» Les antioxydants : Il existe des substances autres que la vitamine E qui agissent
comme antioxydant, mais le tocophérol est le principal antioxydant présent dans

I'organisme. Parmi ces substances, nous avons :
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Tocotrienol: c'est un analogue structure du tocophérol qui a certaines propriétés
physiologiques qu'on n'observe pas chez le tocophérol, par exemple son activité
hypocholestérolémiant.

Phytostérols : ce sont des stérols de produits végétaux; Les esters de l'acide férulique,
d'alcool triterpénique et de stérols végétaux (méthylstérol) exercent des effets
hypocholestérolémiant par inhibition de I'absorption du cholestérol et renforcement de
I'excrétion du stérol et des sels biliaires. C'est le cas de I'oryzanol, ester de I'acide férulique
qui constitue jusqu'a 20 % de la fraction non saponifiable de I'huile de son de riz. En outre,

I'acide férulique est un antioxydant puissant qui stabilise les huiles végétales.

1.3.4- Classification des huiles végétales : [47].
Les huiles végétales sont classées en fonction du nombre d’instauration :

» Les huiles siccatives : composées d’acides gras estérifiés et libres présentant de
nombreuses insaturations. C’est le cas de 'huile de lin, utilisée comme vernis dans le
domaine de la peinture.

» Les huiles semi-siccatives : présentent des propriétés intermédiaires, par exemple
les huiles de sésame, amande, qui sont utilisées dans I’industrie alimentaire et cosmétique.

» Les huiles non-siccatives : composées d’acides gras présentant peu d’insaturations
(essentiellement de I’acide oléique). C’est le cas des huiles d’olive, moringa et ricin,

utilisées dans le domaine alimentaire et cosmétique.

Il est également possible de classer les huiles végétales en fonction de leur profil en
acide gras, on distingue :

» Les huiles riches en acides gras saturés : composé essentiellement d’acides gras
saturés, on peut citer par exemple les huiles lauriques, riches en Ciz, telle que I’huile de
palmiste, extraite des graines de palmier a I’huile.

» Les huiles oléiques : elles sont caractérisées par une teneur élevée en Cig:1. C’est
le cas des huiles carthame, d’olive, de colza et de sésame.

» Les huiles linoléiques : il s’agit des huiles riches en Cis 2, telles que les huiles de
coton, de soja, de pépins de raisin et de sésame.

» Les huiles linoléniques : il s’agit des huiles riches en Cig 3, telles que I’huile de

lin.
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1.3.5- Intéréts des huiles végétales :
Les propriétés bénefiques des huiles végétales sont connues depuis I'antiquité, elles

nourrissent, protégent et hydratent le corps.

» Nutritionnel et thérapeutique : Les huiles végétales ont donc un intérét nutritif,
d’abord par I’apport en vitamine F dite aussi facteur F. Cette vitamine excellente pour la
peau et ses irritations se trouve dans les corps gras, elle se décline en acides gras
polyinsaturés dits essentiels regroupant les trois principaux acides: arachidonique,
linoléique et linolénique.

Elle intervient également dans la régulation du métabolisme des graisses néfastes, régule le
taux de cholestérol, diminue les risques de thrombose, prévient des maladies
coronariennes, participe a la régulation de la température du corps, favorise la
régénérescence de la peau et sa protection, stimule les défenses immunitaires, permet la
formation des prostaglandines et intervient dans la fertilité sexuelle. En fin, il est
indispensable a la nutrition des neurones et du systéme nerveux constitué tout de méme par
les lipides.

Les acides gras polyinsaturés assurent également la perméabilité modulable des parois de
’intestin [48].

» Cosmeétique : En plus de servir a diluer les huiles essentielles et permettent de les
faire cheminer dans l'organisme a travers la peau, les huiles végétales sont incontournables
en cosmétique. Riches en acides gras insaturés, elles pénétrent bien I'épiderme, le
protégent en reconstituant le film lipidique, lui redonnent finesse, éclat et souplesse. Grace
a leur action adoucissante, assouplissante, tonifiante et régénérante, elles préservent la peau
d'un vieillissement prématuré. Elles ne présentent pas d'incompatibilité avec l'organisme
(bien au contraire) et jouent un réle prépondérant dans la protection et I'hydratation de la
peau [49].


http://www.arom-age.info/article-les-huiles-vegetales-44419007.html
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Partie 1.4
Généralités sur I’Arganier Argania spinosa L.

1.4.1- Histoire de I’Arganier :

L’arbre de 1"Arganier est trés anciennement connu et utilisé par I’homme puisque les
premiers écrits sur I'Arganier sont ceux de géographes et médecins arabes qui ont étudié la
région du Maghreb. En effet, au Xe, Xle et Xlle siecle, les usages du fruit de I'Arganier ont
été relates respectivement par EL Bekri, EL Idrissi et Ibn Radhom [50]. En 1219, Ibn al
Baythar, médecin égyptien, décrit dans son "Traité des simples" l'arbre et la technique
d’extraction de I'huile [6].

De méme certaines sources indiquent que les Phéniciens ont connu Il'arbre et
I’ont exploité pour en extraire ses huiles (particulierement dans la région d'Essaouira au
Maroc), ils auraient utilisé I’huile qu’ils produisent dans leurs comptoirs installés le long
de la cote atlantique [4].

En 1515, Hassan El Wazzam dit le Léon I’Africain évoque dans son livre
'Description de I'Afrique, I’existence d’arbres épineux produisant un fruit dénommé
«Argan» a partir duquel on extrait une huile servant pour 1’alimentation et 1’éclairage.

Ce n’est qu’en 1737, que la premiére description spécifique fut donnée par Carl Von
Linnee a partir seulement de rameaux séchés et sans fleurs dans son « Hortus Clifortianus
» sous le nom de Sidéroxylon spinosum L. (Bois de fer) [51].

En 1791, Hosst mentionna 1’utilisation de 1’huile d’Argan dans les usines, notamment a
Marseille, dans la fabrication du savon [52].

En 1906, Coton isole un principe actif du tourteau du fruit de I’arbre et 1’identifie
comme un mélange de saponines et 1’appelle Arganine [52].

En 1926, Lemaire, publie a la suite de ses missions dans le Souss un premier article sur
la végétation du Sud-ouest marocain, citant deux types d’Arganeraies : Celle a Euphorbia
Echinus du littoral atlantique et celle a Hesperola Barnum Platycarpum (Maire) des
montagnes d’ Adar-ou-Amane ébauchant la premiére classification d’ Aganeraie des plaines

et des montagnes.
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En 1929, Battino s’intéresse a 1’huile et aux d’autres produits d”Arganier notamment
I’ Arganine isolée par Cotton et laquelle il préte une action hémolytique in vivo et in vitro
[53].
En 1999, ’'UNESCO a ajouté cet arbre a la liste de ’héritage mondial [54].

1.4.2- Répartition géographique :

L’ Arganier (Argania spinosa L. Skeels), arbre endémique du sud marocain et sud-ouest
algérien.

Au Maroc, son aire de répartition située entre 29° et 32° de latitude Nord. Réparti sur une
surface de 828000 ha selon les chiffres de la direction des eaux et des foréts Marocaine
[55]. Actuellement des études ont déterminé 1’existence d’un peuplement de 1’ Arganier au
nord oriental du Maroc dans le Rif oriental [56].

En Algérie, les populations d’Arganier restantes sont localisées dans la région de
Hamada wilaya de Tindouf (Figure 1.6), plus précisément le long des berges des oueds et
de ses affluents du Djebel Ouarkziz entre 28° N et 8° W. Son aire de répartition est

restreinte et couvre une superficie avoisinante les 3000 hectares [57].
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Figure 1.6 : Fiche technique de la conservation des foréts de la wilaya de Tindouf, 2002.
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1.4.3- Ecologie de I’Arganier :

L’Arganier est une espéce thermoxérophyle résistante, admirablement adaptée aux
conditions climatiques et édaphiques rudes [52].Des études biologiques, physiologiques et
génétiques, réalisées sur 1’Arganier ont confirmé que cette espece peut résister a des
conditions écologiques d’une extréme S€vérité. Son aire de répartition chevauche avec les

bioclimats sahariens, arides et semi-arides [58].

1.4.3.1- Conditions climatiques :

» Pluviométrie : L Arganier peut supporter des régimes de précipitation trés faibles
et variable selon les régions qu’il occupe. En semi-aride, la pluviométrie est en moyenne
comprise entre 250 et 400 mm/an et dans les zones sahariennes les pluies descendent au
dessous de 100 mm/an [59].

» Humidité : Les Arganiers exigent une atmosphere humide surtout en période
estivo-automnale, ce qui explique sa présence au niveau des zones littorales de 1’océan
atlantique ou nous enregistrons une forte saturation en humidité par les brumes, brouillards
et rosées [59].

» Température : De point de vue thermique, 1’Arganier essence thermoxérophile,
peut supporter les périodes chaudes avec des températures trés élevées pouvant dépasser
50°C (Tindouf), et des températures extrémement minimales inferieures a -2,6°C [59].

» Altitude : L’Arganier peuple les trongons altitudinales allant du littoral a 1600-
1700 m d’altitude sur le versant sud du haut Atlas occidentale et I’ Anti-Atlas [58].

1.4.3.2- Conditions édaphiques

L’Arganier est une essence qui semble étre indifférente a la structure physico-chimique
des substrats du sol, il pousse sur tous types de sols, y compris les sols salés [55].
On le retrouve également sur les schistes, les roches calcaires et les alluvions. Cependant,
il semble exclure les dunes [60]. Par ailleurs, 1’Arganier semble supporter une large
gamme de pH allant de 4.6 & 7.5 [55].
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1.4.4- Regénaration de I’Arganier :
La régénération de 1’ Arganier peut se faire de plusieurs maniéres [59].

» Reboisement : Opération consistant a récolter les graines et a les semer en
pépiniere pour avoir des plants qu’il faut planter ultérieurement.

» Germination naturelle : Technique s’effectuant par le biais des graines qui
tombent sur le sol.

» Rejet de souches : Ce sont des pousses qui démarrent des plantes méres ayant subi
une taille ou suite a un incendie.

» Bouturage : Technique consistant a multiplier 1’Arganier par des boutures. Ces
derniéres peuvent étre récoltées a partir de jeunes plants et/ou de rameaux d’arbres adultes.

» Micropropagation in vitro : Opération visant a reproduire des plantes semblables
a la plante-mére. C’est une technique efficace et rapide dans la reproduction des plants
d’Arganier. Elle comprend deux phases : la premiere consiste a produire des plantules
d’arbre, et la deuxiéme permet d’initier et développer des racines sur ces plantules, avec

cette méthode on peut produire des plantes maitrisés enracinés pendant 3 a 4 mois [61].

1.4.5- Taxonomie :

Appartenant a la famille tropicale et subtropicale de Sapotaceae qui regroupe pres de
600 espéces, L’Arganier (Argania spinosa L. Skeels) est la seule espece de genre Argania
et de ’ordre des Ebenales.

L’ Arganier en frangais tire son nom de I’arbre « Argan », 1’origine du nom d’Arabe se
trouve probablement dans le mot « irgen » qui désigne en berbére le noyau en bois dur de
fruit de I’arbre, d’ou les berberes tirent une huile réputée huile « d’argan ».

Il existe deux formes d’Arganier 1’une dite pleureur, ’autre dressé [62], ceci
supposerait I’existence de deux variétés, ou races biologiques au sein de ’espece.

L’arbre présente une structure typique de dicotylédone, de la famille des « Sapotacee », le
genre « Argania » est tres polymorphe, il présente quelques analogie avec 1’olivier, mais
on ne le trouve que sur des vastes etendues dans le sud du Maroc et d’Algérie.

L"Arganier appartient selon Skeels au:
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Régne Plantae

Embranchement Phanérogame
Sous-embranchement Angiosperme

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliposida

Ordre Ebenale

Famille Sapotaceae

Genre Argania

Espéce Argania spinosa L. Skeels [63].

Noms vernaculaires : [63]
Francais : Arganier, Bois de fer.
Arabe: Louz el ber

Tamazight: Argane

1.4.6- Description botanique :

L’Arganier est un arbre épineux de taille pouvant atteindre 8 & 10 métres de haut, sa
caractéristique de polymorphisme est trés frappante. En effet, on trouve des formes
extrémement variées selon les secteurs et le stade de développement de 1’arbre. Parfois, il
présente I’apparence majestueuse d’un chéne, d’autres fois son tronc noueux et ses
rameaux le font ressembler a un olivier. [53, 64, 65].

» Couronne : Elle est largement étendue. Quand elle n’est pas altérée (Figure 1.7), la

cime est dense et arrondie [60].

» Tronc: Court (2 a 3 metres) et tortueux

présente un aspect du type « peau de serpent »
(Figure 1.7), formé par plusieurs tiges entrelacées
[60]. Son bois est trés dur, mais ne possede pas de
cernes annuels nettement caractérisés, dont la
difficulté de déterminer la longévité de 1’ Arganier
[53].

Figure 1.7 : Arbre d’Argania spinosa L. [9].
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» Systéme racinaire : Puissant et tres profond
(jusqu’a 30m), mais les radicelles n’ont pas de
poilsabsorbants. 1l profite d'une symbiose avec
différents types de champignons pour pallier cette
déficience, seuls ces derniers pouvant apporter les
différents nutriments a I'arbre [66]. (Figure 1.8).

Figure 1.8 : Systéme racinaire de
I’Arganier de la region du Maroc[67].
» Rameau : Garnis de petites feuilles, longs a croissance continue tandis que les

courts se terminent par une pointe épineuse [66].

> Feuille : Sub-persistantes, souvent réunies en fascicules, en forme de spatule ou
lancéolées, longues de 2 a 3 cm atténuées ou plus ou
moins nettement pétiolées, de couleur verte sombre a
la face supérieur et plus claire en dessous glabres,
avec une nervure médiane trés nette et des nervures

latérales tres fines et ramifiées [60]. (Figure 1.9)

Figure 1.9: Feuille d’Arganier [68].

» Fleur : La floraison commence généralement au printemps entre Mai et Juin [69].
Elle est hermaphrodite se regroupe en inflorescence axillaire (Figure 1.10). Ce sont des
fleurs pentaméres composées par deux bractées et un calice avec sépales arrondie de
couleur blanche et garnis de courts et fins poils. La
corole est de couleur jaune est en forme de coupe.
L androcée est formé par 5 étamines et 5 staminodes
a filet court ; entoure un pistil a ovaire supére et

style et court et conique [60].

Figure 1.10: Fleur d’Arganier [69].

» Fruit : Baie de forme ovale ou arrondie qui atteint a maturité la grosseur d’une

noix de couleur jaune parfois veiné de rouge (Figure 1.11), formée d’un péricarpe charnu
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ou pulpe qui représente 55 a 75% du poids frais du fruit, ce dernier recouvre un noyau tres
dur a tégument lignifié trés épais qui représentent environ un quart du poids du fruit frais.
La noix contient un complexe de plusieurs graines
concrescentes. Cette graine composee ne possede
habituellement qu’un ou deux embryons ; elle est

albuminée et gorgée d’huile [60].

Figure 1.11 : Rameau d’Arganier et
fruits a maturité [69].

1.4.7- Utilisation de I’Arganier :

L’ Arganier a des propriétés écologiques et physiologiques adaptées aux régions arides et semi-
arides ou il pousse. Dans ces zones, il est pratiguement irremplagable pour la conservation des
sols et des paturages et pour la lutte contre la désertification. Il joue un role tres important en
s’opposant a 1’érosion pluviale grace a ses racines, qui peuvent atteindre plusieurs metres de
long. Cet arbre est trés rustique participe a la fixation des sols, qu’il enrichit par ailleurs en
matiéres organiques issues de feuilles mortes [70].

L’Arganier est un arbre a usage vari¢ offre une triple vocation : forestiere, pastorale et
fruitiére, chaque partie ou production de cet arbre est une source de revenus ou de nourriture
pour ’usager :

» Utilisation du bois : Extrémement dur, le bois de 1’Arganier est fort apprécié
comme matériau de charpente et pour la fabrication de toutes sortes d’outils agricoles.
Parce qu’il est dense et se consume lentement, il est massivement utilisé en tant que
combustible, sous forme de charbon [70].

» Utilisation des feuilles, pulpe et tourteau : Les feuilles de 1’Arganier sont
consommeées par les camelins et les caprins. La pulpe des fruits représente également une
source de nourriture pour les animaux. Le tourteau, résidu d’extraction d huile, est utilisé
comme complément énergétique pour 1’engraissement des bovins [70].

» Utilisation de I’huile : Depuis I’antiquité, ’huile d’Argan a suscité 1’intérét des
médecins égyptiens célebres qui lui ont alors reconnu un certain nombre de propriétés tres
intéressantes. Actuellement la réputation de I’huile d’Argan revient en fait aux

innombrables vertus prodigieuses et sensationnelles qu’elles recelent (nutritionnelles,
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biologiques, diététiques et cosmétiques) [71]. Voici quelques utilisations de cette huile [4,
72]:

- Complément lipidique, elle peut étre consommeée seule ou comme ingrédient principale
des recettes originales Marocaines comme « Tagoulla », « Lamris », « Toumit », « Amlou
».

- Traitement de I’acné juvénile, I’eczéma et pour soulager les manifestations cutanées de la
rougeole et la varicelle et pour le nettoyage et la désinfection des blessures.

- Utilisée dans les maux d’oreilles et attenue les douleurs rhumatismales

- Soulage les enfants présentant des symptomes d’infection respiratoire et des coliques.

- Nourri les cheveux, empéche leur chute et garde leur éclat, elle est conseillée pour les
soins et la fortification des cheveux ternes et cassants.

- Hydrate, nourri et protege les peaux seches et fragiles, retardent le vieillissement de la

peau et I’apparition de rides.

1.4.8- Composition chimique de I’Arganier :
1.4.8.1- Feuille :

D aprés El kabouss et al., 1995; La feuille d”Arganier est trés riche en composés
polyphénoliques principalement les flavonoides. L’étude de cette fraction a montré la
présence de la quercétine, la myricétine (Figure 1.12) et quatre de leurs dérivés glycosylés
ont également été identifiés: la myricétine-3-O- galactoside, I'hyperoside (quercétine-3-
Ogalactoside), la myricitrine (myricétine-3-O-rhamnoside) et la quercitrine (quercétine-3-
O-rhamnoside et des saponosides. Cependant la fraction volatile des feuilles ne représente
que 0.03 a 0.05 %, la nature des composés formant cette derniere a été analysée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. 19 composés ont
pu étre identifiéss dont les majoritaires sont le 14- méthylidene-2, 6,10-
triméthylhexadecéne, ceci montre que la fraction des huiles essentielles des feuilles
d'arganier est principalement composée de sesquiterpenoides oxygénés [73].

L’extrait lipidique représente 4.4% des feuilles avec un taux d’insaponifiable de 27%. Ce
dernier renferme des stérols (5%), des méthylstérols (1%), des triterpénes monohydroxylés
(32%) et dihydroxylés (22%) ainsi que des hydrocarbures et des tocophérols (16%). Les
principaux composés isolés sont T-amyrine, N-amyrine, lupéol, i- taraxasterol, érythrodiol,

spinastérol et schotténol [74].
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Quercétine Myrécitine

Figure 1.12 : Structure chimique des flavonols isolés des feuilles d’Arganier [6].

1.4.8.2- Bois:

Le bois de I’ Arganier est particulierement riche en saponines, celles-ci étant retrouvées a
une concentration d’environ 6 % [75].L’étude phytochimique du bois de ce dernier a
permet d’identifier trois nouvelles Saponines triterpéniques (Figure 1.13) nommeées
Arganine G, H et J [76].Récemment, on a pu isoler cing nouvelles saponines a partir du

bois de I’arganier, qui sont les arganines L, O, P, Q et R.

R=Glc: Arganine G ~F
B=Ara: Arganine H N '
R= Arma (2-1) Bhm (4-1) Xyl (3-1) Api: 7/
, Api(1-6)Gle—0 /

Arganine |

OH

Figure 1.13: Structure chimique des saponosides du bois de 1’ Arganier [6].

1.4.8.3- Pulpe :
Caractérisée par une forte teneur en cellulose, glucides et protide. L’extrait lipidique de
la pulpe est constitué de glycérides composés essentiellement d"acide gras myristique et

linolénique [77] ; de latex comme le Poly isoprene et d"insaponifiables qui sont triterpénes,
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des stérols, et les saponosides [78]. Des poly phénols ont été également mis en évidence
dans la pulpe du fruit de I'Arganier, la (+)-catéchine, la (-)-épicatéchine, la rutine, I'acide
phydroxybenzoique et les dérives hydroxycinnamiques. L'érythrodiol, le lupéol, I’'T-et la
N- amyrine, d’autres triterpénes ont été isolé dans 1’insaponifiable de la pulpe; il s’agit du
taraxastérol, i- taraxastérol, bétulinaldéhyde et bétuline. Les stérols identifiés dans la pulpe
du fruit de 1’Arganier sont le schotténol et le spinastérol, leur teneur dans I’insaponifiable
est inférieure a 0.4%.

Les substances volatiles de la pulpe du fruit de 1I’Arganier ont été analysees, le

résorcinol a été identifié comme étant le compose majoritaire (73,5%) [77].

1.4.8.4- Tourteau :

C’est les résidus d’extraction de 1’huile, de couleur blanchatre trés amer. Il est riche en
glucides et en protéines, il renferme un important groupe pharmacodynamique a large
spectre d’activité biologique constitué de poly phénols et saponosides.

7 saponosides ont été isolées et identifiées dans le tourteau de I Arganier (Figure 1.14), 5
sont des nouvelles substances naturelles nommées Arganine A, B, C, D, E, F, Mi-

Saponine [79].

“°
|
0

I
Ara(2-1)Rhm(4-1)Xyl(3-1)R

Nom R2 R3
Arganine A Gle OH Rhm
Arganine B Gle OH Api
Arganine C H OH Rhm
Arganine D Glc H Rhm
Arganine E Glc H Api
Arganine F H H Api
Mi-saponin A H H Rhm

Figure 1.14: Structure chimique des Saponosides du tourteau de 1’ Arganier. [6].
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1.4.8.5- Huile:

La composition chimique de I’huile végétale extraite & partir des amandons du fruit
d”Arganier a fait I"objet de nombreuses études [7, 78, 80, 81].

La fraction glycéridique représente 99% de I'huile totale. Les triglycérides sont le
composé majoritaire avec un taux de 95 % [82]. Il s’agit d’une huile du groupe oléique-
linoléique constituée de 80% d’acide gras insaturés. L acide oléique (C 18:1) représente 45
% des acides gras suivi par l"acide linoléique (C 18:2 n-6) avec 35 % puis I"acide
palmitique (C 16:0) et I"acide stearique (C 18:0) avec respectivement 12 % et 5 % [7, 80].

La fraction insaponifiable représenté par 1% du poids totale de I"huile contient des
hydrocarbures et des caroténes (37%), des alcools triterpéniques (20%), des méthyles-
stérols et stérols (20%) et des xanthophylles (6.5%) [8, 80].

Les composés phénoliques sont présents dans I’huile d’Argan avec une forme simple
comme les acides : vanillique, ferulique et le p-hydroxybenzoique (Figure 1.15). De méme
que le tyrosol, le résorcinol, le catéchol, la cathéchine et I"épicathéchine.

Les tocophérols (Figure 1.15), qui sont des agents antioxydants permettant une bonne
conservation du produit [83] sont également présents dans |I"huile sous forme d’alpha-
tocophérol a raison de 440 mg /kg, ce qui fait de 1’huile d’Argan une excellente source de
vitamine E [7, 80, 81].

La fraction stérolique est composee principalement de Spinastérol et Schotténol [7].
(Figue 1.15). Ces stérols sont rarement rencontrés dans les huiles végétales, le Schotténol
semble avoir des propriétés curatives pour le traitement de certaines maladies de la peau
[84, 85].
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Figure 1.15 : Structure chimique des tocophérols, des polyphénols et des principaux
stérols de I’huile d’Argan (Argania spinosa L.) [85].
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Partie 2.1
Feuille et pulpe

2.1.1- Matériel :
2.1.1.1- Matériel biologique :
» Matériel végétal :

Les feuilles et fruits d”Arganier ont été récoltés durant la période allant du mois de Juin
a Juillet 2013 de la wilaya de Mostaganem, région de Stidia (Nord ouest de 1’Algérie).
L’authentification de ’espéce a été confirmée par Pr ABDELKRIM (I'Ecole Nationale
Supperieure d”Agromonie) et au niveau de I"Herbier du jardin botanique d"El Hamma,
Alger. L echantillonnage a été réalisé sur 10 arbres.

Cette étude est portée sur les feuilles et la pulpe des fruits d’Argania spinosa L. Skeels.

» Matériel bactériologique :

L’étude bactériologique a été portée sur 6 souches, provenant du laboratoire de contréle
de stérilité du complexe Antibiotical Saidal (Médéa) et qui sont :
Bacillus subtilis ATCC 6633
Bacillus cereus ATCC 14579
Yersinia enterocolitica ATCC 23715
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922

L’identification des souches ATCC a été confirmée avec MALDI-TOF-MS

spectromeétre Microflex LT (Bruker Daltonics, 158 Bremen, Germany).

» Matériel cellulaire :
L’étude cytotoxique a été testée sur la lignée cellulaire :

PC3 Cancer cell line: lignée cellulaire du cancer de la prostate humaine (Human prostate
cancer cell line). Provenant d"ATCC (American Type Culture Collection, Manassas,
Virginia, USA).
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2.1.1.2- Matériel non biologique :

Le matériel non biologique utilisé dans la partie experiementale est rapporté en annexe
(Cf. APPENDICE B).

2.1.2- Méthodes :

Notre étude expérimentale a été reéalisée sur une période allant de I’année 2013 a 2016

au niveau des :

Centre de recherche scientifique et technique en analyses physicochimiques
(CRAPC), Bou Ismail. Algérie.

Institut recherche européen en ingrédients naturels (ERINI), Grasse, France.

Centre de recherche en pharmaceutique (PRC), université des sciences et
technologies, Irbid, Jordanie.

Laboratoire de recherche, Faculté de pharmacie, université des sciences et
technologies, Irbid, Jordanie (JUST).

Laboratoire de physicochimie, et de pharmacotoxicologie du complexe
Antibiotical, SAIDAL de Médea, Algérie.

2.1.2.1- Préparation des feuilles et pulpes d”Argania spinosa L. Skeels :

La préparation des feuilles et pulpes de I’Arganier, a été réalisée selon les étapes

suivantes :

Les feuilles et les fruits arrivés a la saison de récolte ont été cueillis et
soigneusement lavés puis séchés a I’'ombre et a température ambiante.

La pulpe séchée a été separée de la noix par simple écrasement manuel.

La pulpe et les feuilles d”Arganier ont été finement broyées puis conservées a 4°C
jusqu’a utilisation.

Notre étude a été réalisée sur les feuilles et pulpes broyées directement aprés

séchage.

Figure 2.1 : Feuilles et pulpes de fruits d"Argania spinosa L.
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2.1.2.2- Extraction par solvant assistée par ultrasons:
Principe :

Consiste a des variations de pression du liquide traversé, la succession de compressions
dépressions du liquide provoquée par 1’onde entraine la formation de bulles de gaz.
Certaines de ces bulles vont croitre et brusquement imploser en créant localement des
conditions extrémes provoquant la lésion des membranes des cellules végétales et la

libération de leurs contenues [86].

Mode opératoire : [86].

L extraction a été realisée sur la poudre de feuille / pulpe d”Arganier pour obtenir a la
fin de l"opération deux extraits, extrait de feuille et extrait de pulpe selon les étapes
suivantes :

- Dans un bécher peser 20g de poudre (feuille / pulpe).

- Ajouter 200 ml de solvant d"extraction methanol.

- Mettre le récipient dans un bain ultrasonique, le traitement par ultrasons a une
frequence de 40 Khz et une puissance de 400W, dure 30 minutes a une température
d“environ 40°C.

- Retirer le bécher du bain puis filtrer.

- Filtrat obtenue est ensuite évaporé a sec a I"aide d"un évaporateur rotatif.

- L’extrait obtenu est pesé puis stocké a I"abri de la lumiere dans des récipients en

verre opaque a 4°C jusqu’a utilisation.
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2.1.2.3- Etude phytochimique :
2.1.2.3.1- Dosage des polyphénols totaux :

Les polyphénols totaux sont dosés par la méthode colorimétrique de Slinkard et
Singleton, 1977 [87].

Principe :

Le réactif de Folin Ciocalteu (FCR) est un acide de couleur jaune constitué par un
mélange d'acide phospho tungstique (H3PW12040) et d'acide phospho molybdique
(H3PM012040). Il est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes
bleus de tungsténe et de molybdene [87].

Mode opératoire :
Le dosage des composés phénoliques dans la feuille et la pulpe d Arganier a était
comme suit :

> Préparation de 1’échantillon :

- Peser 1mg d’extrait de feuille / pulpe.
- Ajouter 1 ml de methanol.

- Introduire la solution obtenue dans un tube a essai.

> Préparation de la courbe d’étalonnage :

- Préparer 5 tubes a essais numérotés de 1 a 5,

- Préparer la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique avec des concentrations de :
50ug, 40ug, 25ug, 20ug, 12ug par ml de méthanol,

- Ajouter pour tous les tubes (courbe d’étalonnage et échantillon) 46 ml d’eau distillée
et 1 ml de FCR,

- Agiter pendant 3 minutes puis ajouter 3 ml de carbonate de sodium (2%),

- Agiter pendant 2 heures a température ambiante,

- Lalecture de I’absorbance se fait a 725 nm.

- Le blanc est préparé avec 1ml de méthanol, 46ml d’eau distillée et 3 ml de carbonate
de sodium (2%).

Lecture:
Calculer la concentration des composés phénoliques selon 1’équation de la droite linéaire ;
Y= ax + b obtenue par le tracé de la courbe d’étalonnage. D’aprés la loi de Beer Lambert,

I’absorbance est proportionnelle a la concentration, dont :
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Absorbance= a (concentration d’acide gallique en pg) + b

Y : représente 1’absorbance, X : représente la concentration en phénols

L’expérience a était réalisee en triplicata (courbe d”étalonnage et échantillons).

2.1.2.3.2-Dosage des flavonoides totaux :
La teneur en flavonoides dans les extraits bruts de feuille / pulpe a été déterminée par
spectrophotométrie selon la méthode décrite par Kim et al., 2003, [88].

Mode opératoire : [88].

> Préparation de 1’échantillon :

- Peser 1mg d’extrait de feuille / pulpe,
- Ajouter 1 ml de méthanol,

- Introduire la solution obtenue dans un tube a essai.

> Préparation de la courbe d’étalonnage :

- Préparer 5 tubes a essais numérotés de 1 & 5,

- Préparer la courbe d’étalonnage de la quercetine avec des concentrations de : 300ug,
100ug, 50ug, 25ug, 12.5ug par ml de méthanol,

- Prenez 0.2 ml de chaque tube (échantillon et courbe d’étalonnage),

- Ajouter 0.3 ml d’une solution de nitrite de sodium NaNO2 a 2%,

- Laisser reposer pendant 5 minutes,

- Ajouter 0, 3ml d'une solution d’AICI13 a 10%,

- Laisser reposer pendant 5 minutes,

- Ajouter 2ml de solution de NaoH 1M,

- Ajouter 0,25ml d’eau distillée,

- Agiter a I’aide d’un vortex,

- Préparer le blanc avec 0.2ml de méthanol, 0.3ml de NaNO2 a 2%, 0.3 ml d’AICI3 a
10%, 2ml NaoH 1M. et 0.25 ml d’cau distillée.

- Mesurer 1’absorbance a 510 nm.
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Lecture:

Calculer la concentration des composés phénoliques selon 1’équation de la droite linéaire ;
Y= ax + b obtenue par le tracé de la courbe d’étalonnage. D’aprés la loi de Beer Lambert,
I’absorbance est proportionnelle a la concentration, dont :

Absorbance= a (concentration de Quercetine en pg) +b
Y : représente ’absorbance, X : représente la concentration en flavonoides.

L’expérience a était réalisee en triplicata (courbe d”étalonnage et échantillons).

2.1.2.3.3- Caractérisation des polyphénols par la méthode chromatographique UHPLC
-~ QTOF-MS :

Les premiéres analyses par chromatographie liquide ont été effectuées il y a environ un

siecle par le botaniste russe Tzvet qui a fait des tests de séparation de divers pigments
végetaux, suivi par ceux de Synge et Martin qui ont introduit les débuts du concept de
chromatographie liquide haute performance HPLC en suggérant que l'utilisation de petites
particules dans la phase stationnaire et de hautes pressions pour améliorer la séparation.
Plus récemment, la Chromatographie Liquide a Ultra Haute Pression (UHPLC) est apparue
comme une nouvelle technique d’analyse qui fait appel aux mémes principes que I’HPLC
avec une nette amélioration sur différents points, les travaux se sont donc naturellement
orientés vers le transfert technologique de la méthode HPLC/MS vers ’'UHPLC-MS. Cette
derniere a été rapidement appliquée dans I’identification des composes phénoliques dans les
plantes [89].

Principe :
L’UHPLC-ToF-MS est un couplage entre la chromatographie liquide ultra haute
performance et un spectrometre de masse haute résolution a temps de vol (Time of Flight).

Cest une technologie développée par WATERS Corporation qui s’appuie sur :

> La chromatographie liquide ultra haute performance :

Basee sur I’affinite des composés pour une phase stationnaire (la colonne) et une phase
mobile (I’éluant), a laquelle s’ajoutent des innovations en termes de sensibilité et de vitesse
d'analyse gréace a I’utilisation de colonnes capables de résister a de tres grandes pressions de
fonctionnement (Figure 2.2). Ces colonnes contiennent des phases stationnaires composées

de petites particules de 1,7 um de diameétre (entre 3 et 5 um pour I’HPLC classique)
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augmentant ainsi I’efficacité de la séparation (avec une pression plus importante) et la

résolution chromatographique tout en réduisant le temps d’analyse [89].

o] |__COLONNE | [ détecteur
pompe
6 9_[ | ¥ — -
) Vers
P enregisireur

| Réserve de liquide
'l phase mobile

| sortie

Figure 2.2: Principe de fonctionnement de la chromatographie phase liquide [89].

> L analyseur spectrométre de masse a temps de vol (Time of Flight, ToF):

L’analyseur couplé a ’UHPLC doit avoir une vitesse d’acquisition importante pour
fournir suffisamment de points nécessaires a 1’intégration la plus exacte du pic. Le
spectromeétre de masse haute résolution a temps de vol présente cette caractéristique avec sa
capacité a pouvoir fournir la mesure de la masse exacte d’un composé ionis€. Une ionisation
peu énergétique (couramment dite « douce ») en amont est nécessaire pour identifier 1’ion
moléculaire du composé d’intérét. Plusieurs sources d’ionisation permettent le couplage
entre la chromatographie liquide et la spectrométrie de masse [90].

L’ionisation par électrospray est détaillée ci-aprés dans la mesure ou ces travaux ont éte

réalisés avec cette source.

- Source d’ionisation : I’électrospray

Le principe d’ionisation par source électrospray repose sur le transfert d’analytes ionisés
en phase liquide vers une phase gazeuse. Les analytes répondant le mieux en électrospray
sont ceux ayant des groupes fonctionnels polaires acides ou basiques. Le processus
d’ionisation peut étre divisé en trois €tapes : la formation d’une gouttelette, sa division, et la
formation d’ions a 1’état gazeux.

La source électrospray (Figure 2.3) est maintenue a haute température : entre 60 et 120 °C

classiquement afin de réduire la formation d’amas de solvants dans cette zone. Les analytes
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et ’effluent entrent dans la source a travers un capillaire métallique soumis a un fort
potentiel positif (de 0,5 a 3,2 kV) ou négatif (de 0,5 a 2,6 kV). lIs ressortent ensuite du
capillaire sous forme de spray de gouttelettes fortement chargées est libérées. Un flux de gaz
(N2) coaxial au capillaire améliore la nébulisation, le solvant s’évapore progressivement des
gouttelettes chargées (300 a 1000 L/h chauffé a 150-650 °C) produisant ainsi des gouttelettes
de plus en plus fines. Les analytes chargés sont peu a peu libérés et transférés vers
I’analyseur a travers un cone d’échantillonnage.

L’ionisation par électrospray forme principalement des ions [M+H] + en mode positif, et
[M-H] - en mode négatif [91].

chambre d'ionisation a pression atmosphérnque | Spectrométre de masse

I Vide pousseé

gaz de nébulisation

N; (g)

analytes en solution analytes en phase gazeuse

e e —"
7:2_/

Nz (g)

capillaire
aérosol de gouttelettes chargées

cone d'échantillonage

Figure 2.3 : Source électrospray [92].

- Le détecteur a temps de vol ToF:

Le principe de base d’un analyseur a temps de vol est simple (Figure 2.4). Les ions sont
formés par la source électrospray : ceux possedant la méme énergie cinétique traversent
simultanément une région sans champs électrique ou magnétique appelée tube de vol. Le
temps de parcours de I’ion jusqu’au détecteur est proportionnel a la racine carrée du rapport
masse/charge. En sortie de source, les ions sont focalisés par un hexapdle et entrent dans le
quadripOle. Les ions sélectionnés pénetrent ensuite dans la cellule de collision et peuvent
subir une dissociation induite par collision. Une impulsion est indispensable a une séparation

par temps de vol (de I’ordre de la nanoseconde) pour avoir une bonne résolution. Les ions
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(méme m/z) doivent avoir un méme point de départ et étre ainsi regroupés sur une faible
largeur spatiale et temporelle. Les ions de m/z différents atteignent le détecteur a des

instants différents, permettant ainsi la constitution d’un spectre de masse [90].

Tube de vol
= =,
—_ -
Meéebuliseur LockSpray Réflectron g g
= =
Mébuliseur de I'échantillon J] .
Quadripdle - g
Lentille DRE
Céne d'échan-
tillonnage —___ | |
Vanne Il [II]{ [l -
[ 1 9 — 7=
disolement // L == 'l:'|]|] [lI] | |]|]|] IJ‘_—Il
L = ] [
Hexapble Cellule de collision T-VWave Pusher Détecteur

Lentilles de transfert

Figure 2.4: Configuration de I'analyseur a temps de vol XEVO G2 QTof Waters [90].

Mode opératoire :
L'analyse par UHPLC — QTOF-MS a été réalisée selon les étapes suivantes :

> Préparation de I"échantillon a analyser :

Les résidus secs obtenus apres extraction et séchage ont été dilués dans du méthanol pour

obtenir une concentration de 150ppm.

> Conditions analytiques :

L'identification des composés polyphénoliques a été effectuée en utilisant le systeme de
I'exécution LC d'Acquity ultra (UHPLC) couplé a XEVO-G2-QTOF (Quadrupole-Time of
flight) (Waters Corporation, Manchester, United Kingdom) équipé d'une source d'ionisation
par elecrospray (ESI) fonctionnant en modes positifs et négatifs, avec un manager de solvant
binaire (Water Corporation, R-U).

- La colonne chromatographique d'UHPLC HSS T3, C18 (1.8 uM, 2.1x100
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millimétre, Waters Corporation) a une température de 30°C.

100%).

La phase mobile : solvant (A) (0.1% acide formique, v/v) et solvant (B) (méthanol

Le gradient : 0-5 minutes, 0-10% B ; 5-10 minutes, 10-15% B ;10-15 minutes, 15-

20% B ;15-20 minutes, 20-30% B ;20-30 minutes, 30-40% B :30-35 minutes, de 40-0% B.

Le débit du solvant : 0.4 mL/min.

Le volume d'injection : 2 uL.

La longueur d'onde : 280 nm,

Le balayage des données de fragmentation MS : de m/z 50 a 1500.
Le mode d'ionisation : positif et négatif (ESI+ et ESI-).

La température de la source electrospray est de 120°C.

La température de desolvation : 500°C.

La tension capillaire : 1kV.

La tension de cone de prélevement : 30eV.

Le gaz de desolvation : N2 fortement pur (99.9995 %).

Lecture :

Le contrble d'instrument et I'acquisition de données sont effectués par le logiciel de

MassLynx (version 4.1). Les masses expérimentales exactes et les données de la

fragmentation MS ont été comparées aux banques de données de metabolomics : ReSpect for

Phytochemicals [92] et Mass Bank [94], et a la littérature afin d'identifier la nature des

composés phénoliques.
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2.1.2.4- Etude des activités biologiques et pharmacologiques :

2.1.2.4.1- Activité anti-oxydante :
L’activité anti-oxydante a été évaluée in vitro par la méthode citée dans la littérature
[95]:

v Activité d’inhibition du radical DPPH (2-2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) :

Le pouvoir antioxydant des extraits testés a été estimé par comparaison avec un
antioxydant de synthese qui est le Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid) et antioxydant naturel Vitamine C (Acide ascorbique) [95].

Principe :

Consiste a la capacité de céder des hydrogénes par I'extrait testé, elle est mise en
évidence par une méthode spectrophotométrique qui suit la disparition de la couleur
violette d’un solvant polaire comme le méthanol contenant le radical libre DPPH+ (2,2-
Diphenyl-1-picrylhdrazyl) a température ambiante.

Dans ce test le piégeage du radical DPPH+ est suivi par la diminution de I’absorbance a
515nm, due a la réduction du radical par I’échantillon testé [96].

Mode opératoire
Le test du DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par [97]:
» Préparation de la solution DPPH :

- Préparer la solution de DPPH a une concentration de 60uM dans le méthanol absolu.

- Conserver la solution obtenue a I"abri de la lumiére a -4°C jusqu'a utilisation.

> Préparation de la gamme de dilution de I"extrait testé :

- Préparer 6 tubes a essai numérotés de 1 a 6.

- Préparer une série de 6 dilutions de I'extrait testé dans du méthanol absolu.

> Préparation de la gamme de dilution des antioxydants de référence :

- Préparer une série de 4 dilutions de I"antioxydant de synthése (Trolox) et |'antioxydant
naturel (Vit C) dans du méthanol absolu.

» Prélever 0.3ml de chaque dilution (extrait testé et antioxydant de référence).

» Ajouter 2.7ml de la solution méthanolique de DPPH (60uM).
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» Incuber a I"abri de la lumiére et a température ambiante pendant 1 heure.
» Préparer un blanc avec 0.3ml de méthanol et 2.7ml de la solution de DPPH.
» Mesurer 1’absorbance a 515 nm.

Le test de I"activité anti-oxydante a été réalisé en triplicata.

Lecture :
Le pourcentage d’activité antioxydante (I %) est donné par la formule suivante :
| (%) = [(Ablanc - Aech) / (Ablanc)] x 100

A bianc : Absorbance du blanc (nm). A ech : Absorbance de 1’échantillon testé.

v Détermination de la concentration inhibitrice de 50% des radicaux (IC50) :
Principe :
Consiste a la définition de la concentration d’échantillon étudié (extrait ou antioxydant de

référence) nécessaire pour inhiber ou faire disparaitre 50% des radicaux libres [96].

Mode opératoire :
- Tracer la courbe des pourcentages de 1’activité antioxydante 1% en fonction des
concentrations de 1’échantillon testé.
- Déterminer I’équation Y= ax + b de la droite linéaire obtenue, dans laquelle 1% est
proportionnelle & la concentration (D’apres la loi de Beer Lambert). Dont, Y : représente
1% et X : représente la concentration de 1’échantillon testé.
1%= a (concentration de I’échantillon en pg) + b

Lecture :

Calculer la concentration nécessaire pour obtenir une activité en % égale a 50, soit :
50%= a (concentration de 1’échantillon en pg) + b, donc :

Concentration de I’échantillon en pg= (50%- b)/a
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2.1.2.4.2- Détermination de I’activité antibactérienne:

Le test antibactérien a été réalisé par la méthode de diffusion sur milieu solide (gélose
MH) sur six souches de références : Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC
14579, Yersinia enterocolitica ATCC 23715, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922.

Principe :
Cette méthode permet la mise en évidence de I’activité antimicrobienne, qui se traduit

par la formation de zone d’inhibition autour du disque contenant la substance a testée

(Anonyme, 2005).

Mode opératoire : [98]

> Préparation de | extrait testé :

- Préparer une dilution de 50mg/ml de DMSO de I’extrait testé.
- Agiter le mélange a I’aide d’un vortex pendant 5 minutes.
- Filtrer 1a solution obtenue a 1’aide de filtre seringue 0.45um.

- Conserver la solution a I’abri de la lumiére a 4°C jusqu’utilisation.

> Préparation du milieu de culture :

- Faire fondre la Gélose Mueller Hinton (MH) dans un bain marie.
- Couler la gélose MH dans les boites de Pétri sur une épaisseur de 4mm.

- Laisser sécher avant I’emploi.

» Préparation de ’inoculum :

- A partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement, racler a 1’aide d’une
anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

- Détacher I’anse dans 5 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.

- Homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc
Farland ou a une DO de 0.08 & 0.10 lue a 625nm.

- L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de

I’inoculum.
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> Réalisation de ’ensemencement :

- Tromper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

- L’essorer en le pressant fermement (en tournant) sur la paroi interne du tube, a fin de le
décharger au maximum.

- Frotter 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seéche, de haut en bas en stries

serrées.

> Imprégnation des disques :

- Imprégner les disques cellulosiques de 6 mm de diamétre avec 25ul de la solution
DMSO de I’extrait testé.

» Application des disques :
- Déposer et presser les disques chargés par 1’extrait a testé a 1’aide d’une pince stérile sur

la surface gélosée.

> Incubation :

- Incuber les boites ensemencées pendant 18 h a 37°C.

> Dépot des disques :

- Des disques d’antibiotiques de référence de Tetracycline 30ug/Ml (contrdle +) et des
disques imprégnes de DMSO (controle -) ont été testés afin de comparer leurs activités
avec I’extrait testé.

Toutes les étapes ont été effectuées dans des conditions stériles. Le test a été réalisé en

triplicata.

Lecture :
L’activité antimicrobienne de I’extrait testé est évaluée en fonction du diameétre des
zones d’inhibition de la croissance bactérienne formées autour des disques

d’antibiogramme (mm ou cm), mesuré a I’aide d’un pied a coulisse.
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2.1.2.4.3- Détermination de I’activité anticancéreuse :
La cyto-toxicité des extraits a été évaluée par le test de viabilité cellulaire MTT
(Tetrazolium), afin d’évaluer I’activité cytotoxique des extraits testés, 1 lignée de cellule

tumorales (PC3) a été utilisee dans ce test.

Principe :

Le test MTT consiste a I’étude de la cytotoxicité des echantillons par la mesure de l'activité
de la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules qui sont restées vivantes. Cette
enzyme transforme le  MTT  (bromure de  3(4.5-diméthylthiazol-2-yl)-2.5-
diphényltétrazolium) en cristaux bleu de formazan. Aprés dissolution de ces cristaux, on
réalise une lecture spectrophotométrique. Les densités optiques mesurées sont
proportionnelles au nombre de cellules vivantes [99]. L'effet cytotoxique d'un échantillon
est évalué par le pourcentage de cellules vivantes par rapport aux cellules traitées avec le
solvant seul (controle).

Mode opératoire :
La cytotoxicité a eté évaluée selon les étapes suivantes [100, 101] :
» Deécongeélation des lignées cellulaires :

Les lignées cellulaires sont conservées dans un milieu de conservation dans une ampoule
qui contient 1 ml de la suspension cellulaire. Le milieu de conservation est composé de 40
% (V/V) de milieu de culture RPMI, 50 % (V/V) de SVF et 10 % de DMSO (V/V), utilisé
pour son effet cryoprotecteur. Ensuite, I’ampoule est conservée a - 80°C pendant 48
heures, puis dans 1’azote liquide a - 196°C.

La décongélation des lignées cellulaires est réalisée comme suit :

- Incuber I’ampoule dans un bain-marie a 37°C pour une décongélation rapide car la
décongélation lente provoquera un contacte lent avec le DMSO qui est cytotoxique a
température ambiante.

- Transférer le contenu de I’ampoule vers un tube de 15 ml contenant 7 ml de milieu de
culture RPMI froid puis homogénéiser délicatement.

- Centrifuger pendant 5 minutes a 1000 rpm, les cellules sont re-suspendues dans 5 ml du
milieu de culture RPMI, transferées la suspension de cellules dans des flacons de culture,
puis, incubée a 37°C dans une atmosphére saturée en humidité contenant 5 % de CO2.

> Passage des lignées cellulaires :
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Un contr6le quotidien des cultures cellulaires toutes les 24 heures est nécessaire afin de
s’assurer que la culture n’a pas ¢été contaminée durant le processus de
congélation/décongélation, ainsi que pour verifier leur confluence et leur viabilité. Si leur
confluence est adéquate un passage des cellules est realisé avec une fréquence de 48
heures.

Le passage des cellules doit se faire sous I’hote selon les étapes suivantes :

- Aspirer I’ancien milieu de culture et laver des cellules par du PBS.

- Additionner 0,5 ml de la trypsine- EDTA (1%) a la suspension cellulaire.

- Incuber pendant 2 & 3 minutes & 37°C, apres détachement des cellules de la surface de la
boite de culture.

- Ajouter un volume de 2,5 ml du milieu de culture RPMI est ajouté.

- Homogénéiser pour bien séparer les cellules encore en agrégats.

- Réaliser la dilution convenable aprés comptage.

- Transférer la suspension cellulaire dans un nouveau flacon.

- Homogénéiser pour répartir uniformément les cellules.

Le reste des cellules est centrifugé, le milieu est éliming, puis 1 ml du milieu de
congélation est ajouté. Ensuite, les ampoules sont congelées rapidement a - 80°C pendant
48 heures puis dans I’azote liquide a - 196°C.

Les cellules cancéreuses doivent subir 2 passages avant d’étre utilisées dans les
expérimentations.

> Comptage des cellules :

La détermination du nombre cellulaire est une étape nécessaire qui précéde la culture
cellulaire. La méthode du bleu de trypan a été utilisée pour faire le dénombrement des
cellules. Cette méthode permet de distinguer entre les cellules vivantes qui apparaissent
claires entourées d’un halo bleu, et les cellules mortes qui apparaissent totalement bleues.
Le comptage est réalisé selon les étapes suivantes :

- Mélanger un volume de 10 pl de la suspension cellulaire avec 10 ul de la solution du bleu
de trypan 0,4 %.

- Incuber la solution obtenue pendant 5 minutes a température ambiante.

- Remplir les 2 chambres de la cellule malassez.

- Compter les cellules a I’aide d’un microscope a phase inverse sous un objectif X10.

- Calculer le volume du milieu & ajouter pour obtenir une concentration de 5x10%
cellules/ml.

> Evaluation de la cytotoxicité :
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Aprés passage et dénombrement de la lignée cellulaire utilisée dans cette étude,
I’évaluation de I’activité cytotoxique est réalisée selon les étapes suivantes :

- Ensemencer un nombre de 5 x 102 cellules/puits (soit 100ul de la solution cellulaire de 5
x 10%) dans des microplaques de 96 puits.

- Incuber pendant 24 heures a 37°C afin que les cellules adhérent a la surface des puits.

- Aspirer I"ancien milieu de culture de chaque puits.

- Ajouter 100ul DMSO 1 % (v/v), considéré comme contrdle ou 100ul des différentes
concentrations de I’extrait testé préalablement préparés dans le DMSO 1% (v/v), les
concentrations finales obtenues (70, 95, 125, 160, 635, 800 et 1000 ug/ml). Trois réplicas
ont été réalisés pour chague concentration avec une répétition de la méme expeérience 2
fois.

- Incuber & 37°C et 5% CO2 pendant 24 heures.

- Ajouter 30 ul de réactif MTT a chaque puits y compris les contrdles, et retourner la
plaque dans I’incubateur a 37°C et 5% CO2 pendant 6 heures.

- Aspirer le mélange de I'ancien milieu de culture et le réactif MTT.

- Ajouter 100 ul de DMSO dans chaque puits.

Lecture :

L activité cytotoxique a été évaluée par la mesure de I'absorbance dans chaque puits a
570 nm dans un lecteur de microplaque et la détermination des valeurs moyennes a partir
des lectures en triple.

Le pourcentage de viabilité des cellules/puits est calculé selon la formule suivante:

~ moyenne du nombre des cellules avec extrait
% de viabilité = X 100

moyenne du nombre des cellules contdles

Le pourcentage de la cytotoxicité des extraits a été déterminé selon la formule suivant :

% d o, % de viabilité (controle) — % de viabilité (extrait testé) 100
o de otoxicite = — X
vt % de viabilité de (controle)

2.1.2.5- Etude statistique :

L ensemble des résultats obtenus ont été exprimé en tant que moyenne + S.D. Les données
sur le pourcentage d'antibactérienne et anti-oxydante ont été analysées statistiquement en
utilisant le test t de Student apparié. Les valeurs de P<0,05 ont été considérées comme

statistiquement significatives.
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Partie 2.2
Etude de I"huile d"Argan

2.2.1- Matériel :
2.2.1.1- Matériel biologique :
» Matériel végétal :

Les fruits de I"Arganier ont été récoltés durant la période allant du mois de Juin a Juillet
2013 de la wilaya de Mostaganem, région de Stidia (Nord ouest d’Algérie).
L’authentification de 1’espéce a été confirmée par Pr ABDLEKRIM ainsi qu au niveau de
I"Herbier du jardin botanique d"EI Hamma, Alger.

Cette étude est portée sur I"huile d"amandons d’Argania spinosa L. Skeels.

» Matériel animal :
Les tests pharmaco-toxicologiques, ont été réalisés sur :
- 45 souris albinos blanches de souche MNRI (Naval Médical Research Institute,
Bethesda, Maryland, USA) males et femelles. Les souris choisies pésent environ 20 a 25 g.
- 6 Lapins male et femelle de race Albinos d"environ 2.5 a 3 kg.
Le matériel animal provenant de I"animalerie du laboratoire pharmacotoxicologie du
complexe Antibiotical, SAIDAL (Medea) et placé dans une animalerie a une température
de 20 a 24°C, une humidité de 50 & 60 % et un éclairage de 10 h.

» Matériel bactériologique :

Le matériel bactériologique a été détaillé dans la partie feuille et pulpe.

2.2.1.2- Matériel non biologique :
Le materiel non biologique est rapporté en annexe (Cf. APPENDICE C).
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2.2.2- Méthodes :
Notre étude expérimentale a été réalisée sur une période allant de I’année 2013 a 2016
au niveau des :
- Centre de recherche scientifique et technique en analyses physicochimiques
(CRAPC), Bou Ismail. Algérie.
- Institut recherche européen en ingrédients naturels (ERINI), Grasse, France.
- Laboratoire de physicochimie, et de pharmacotoxicologie du complexe
Antibiotical, SAIDAL de Medea, Algérie.

2.2.2.1- Préparation des amandons d”Argania spinosa Skeels :
La préparation des amandons de |I"Arganier a été réalisée selon les étapes suivantes :
- Les fruits arrivés a maturité ont été récoltés et soigneusement lavés puis séchés a
I"ombre.
- La pulpe séchée a été séparée de la noix par simple écrasement manuel.
- Les noix enlevées ont été concassées de facon artisanale, les amandons ainsi
obtenus ont été séchés dans une étuve a 40°C pendant 72 h.

- Notre étude a été réalisée sur les amandons broyés directement aprés séchage.

Figure 2.5 : A) Fruit, B) pulpe, C) noyau, D) amande et huile d’Argania spinosa L.
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2.2.2.2- Extraction de I"huile des amandons d”Argania spinosa L. :
L huile étudiée a été extraite par deux methodes différentes :

» Meéthode d’extraction par solvant assistée par ultrason:
Consiste a I’utilisation d’un solvant apolaire avec traitement ultrasons afin d extraire le
maximum d’acide gras présents dans 1 huile
Mode opératoire : [102].

L extraction a été réalisée sur les amandons pour obtenir a la fin de I"opération I’huile

d"amandons d’Arganier selon les étapes suivantes :

- Dans un bécher peser 10g de poudre d"amandons.

- Ajouter 200 ml de solvant d"extraction hexane.

- Mettre le récipient dans un bain ultrasonique, le traitement par ultrason dure 30
minutes a une température d"environ 40°C.

- Retirer le bécher du bain puis filtrer.

- Filtrat obtenu est ensuite évaporé a sec a |"aide d"un évaporateur rotatif.

- L huile obtenue est pesée puis stockée a I"abri de la lumiere dans des récipients en

verre opaque a 4°C jusqu’a utilisation.

» Meéthode d’extraction artisanale par pression :

Consiste a I’utilisation d’un procédé traditionnel comprenant le broyage des amandes et
la pression manuelle de la pate pour I’obtention de 1’huile qui est séparée par décantation.
Cette technique permet I’extraction de I’ensemble des composants de 1’huile étudiée et a
été destinée pour le dosage et la caractérisation des composés phénoliques et 1’étude des

activités pharmacologiques.
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2.2.2.3- Etude phytochimique de I’huile d’Argan:
2.2.2.3.1- Indices physico-chimique de I’huile d’Argan :

» Indice de peroxyde :
Principe :
L’indice de peroxyde IP est le nombre qui exprime en milliéquivalents d’oxygene actif

la quantité de peroxyde contenue dans 1000 g de substance.

Mode opératoire : [103].
L indice de peroxyde est déterminé comme suit :

- Introduire 1g de I"huile dans une fiole conique de 250 ml a bouchon rodé,

- Ajouté 30 ml d’un mélange de 2 volumes des chloroforme et de 3 volumes d’acide
acetique glacial,

- Agiter jusqu’a dissolution de I’échantillon et ajouter 0.5ml de solution saturée
d’iodure de potassium,

- Agiter pendant 1 min, puis ajouter 30ml d’eau,

- Titrer par le thiosulfate de sodium 0,01 M ajouté lentement, sans cesser d’agiter
énergiquement, jusqu’a ce que la coloration jaune ait presque disparu (V1 ml de
thiosulfate de sodium 0,01 M),

- Ajouter 5ml de solution d’Amidon et continuer le titrage en agitant énergiquement
jusqu’a disparation de la coloration.

- Effectuer un essai a blanc dans les mémes conditions (V2 ml de thiosulfate de
sodium 0,01M.

Lecture :

L indice de peroxyde est déterminé par |I"équation suivante :

(V1-v2)x10 .
IP = - X f thiosul

IP : ’indice de peroxyde. V1 : volume (ml) de thiosulfate de sodium utilisé pour 1’échantillon. V2 : volume
(ml) de thiosulfate de sodium utilisé pour le blanc. m: masse (mg) de I’échantillon. f thiosul : facture de
normalité exact de la solution de thiosulfate utilisé.
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» Indice d’acide : [104]
Principe :
L’indice d’acide IA est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité
d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres présents dans 1g

de substance.

Mode opératoire :
Pour déterminer I"indice d"acide nous avons suivi les étapes suivantes :
- Dissoudre 1g de I’huile d’Argan dans 30ml d’éthanol a 96% en présence de 0,5 ml
de solution de rouge de phénol,
- Titrer par I’hydroxyde de potassium 0 ,02N jusqu’a la disparition de la couleur
rose (V ml de réactif titrant KOH).

Le contenu du ballon sera mis en réserve pour les analyses ultérieures (indice d’ester).

Lecture :

L’indice d’acide 1A est donné par la relation.

VXN Xx56,11
IA = - X f KOH

IA : L’indice d’acide, V : le volume (ml) de potasse employé, N : la normalité de solution, m : la masse

(mg) de la prise d’essai, f KOH: facteur correction (calculée expérimentalement).

» Indice de saponification :
Principe

L’indice de saponification est le nombre en milligrammes de potasse (KOH),
nécessaire pour transformer en savon les acides gras des triglycérides d’un gramme
d’huile [106].

Mode opératoire
Le protocole de la norme 1SO NF 3657- 2003 [106], utilisée consiste a :
- Mettre 2g d’huile et 25ml de solution éthanolique de KOH (0.5N) dans une fiole
muni d’un réfrigérant,
- Porter la fiole a ébullition pendant 1 heure en agitant de temps en temps,

- Arréter le chauffage puis ajouter 2a 3 gouttes de phénolphtal€ine,
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- Titrer la solution savonneuse chaude par HCI (0.5N) jusqu’a décoloration de la
solution.

- Effectuer un essai a blanc.

Lecture :
L’indice de saponification est donné par la formule suivante :
_ (V0 -V1) x56,1x0,5
p

IS: ’indice de saponification. VO : volume de la solution HCI pour 1’essai a blanc en ml. V1 : volume de la

IS

solution HCI pour 1’échantillon en ml. 56,1 : masse molaire de KOH. 0,5 : la normalité de la solution HCI.

P : pois de la prise d’essai en (g).

» Indice d’ester : [103].
L’indic d’esters IE est la différence de deux indices 1A et Is
IE=Is—I1A

> Indice de réfraction:
Principe :
Consiste a déterminer le rapport entre sinus de 1’angle d’incidence et le sinus de I’angle
de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée passant de ’air dans

I’huile a la température constante (20° C), en utilisant le réfractométre [103].

Mode opératoire :

- Nettoyer la lame du réfractométre en utilisant du papier Joseph, Déposer quelques
gouttes d’huile dans la lame de réfraction et régler le cercle de la chambre sombre et
claire dans la moitié,

- Effecteur la lecture des résultats en tenant compte la température ambiante [104].

Lecture :
L’indice de réfraction est donné la formule suivant :
Nd 20 = Nd t + 0.000 35 (T-20°C)
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Nd t : valeur de lecteur a latempérature a laquelle a été effectuée la détermination. Nd 20 : indice de

réfraction a la température 20° C. T : température a laquelle a été effectuée la détermination.
» Indice de densité d2o: [104].

Principe :
La densité relative d’une substance est le rapport entre la masse d’un certain volume

donné de cette substance et la masse d’un volume égale d’eau a 20°C.

Mode opératoire
- Dans une fiole en verre a 5Sml, avec une balance a précision, peser Sml d’huile, et

5ml d’eau distillée dans une autre fiole.

Lecture :
Les masses volumiques obtenues selon I"équation suivante :
d2o = Méch/ M eau

M éch : masse volumique de I’huile en (g). M eau : masse volumique de I’eau distillée en (g).

» Indice d’iode :
Principe :
L’indice d’iode II est le nombre qui exprime en gramme la quantit¢ d’halogene,
calculée par la quantité d” iode (I2 ) susceptible d’étre fixée dans des conditions précises

par 100g de huile. 1l détermine I’instauration des corps gras [106].

Mode opératoire

- Rincer avec I’acide acétique glacial un récipient de 250 ml muni d’un bouchon
rodé,

- Introduire la prise d’essai (mg) et dissolvez la dans 15 ml de chloroforme, faire
ensuite couler lentement 25 ml de solution de bromure d’iode,

- Boucher le récipient et placer le a I’obscurité pendant 30 min,

- Agiter énergiquement apres addition de 10 ml d’une solution d’iodure de potassium
(K1) et 100 ml d’eau distillée,

- Titrer par le thiosulfate de sodium 0,IN en agitant énergiquement jusqu’a ce que la
coloration jaune ait presque disparu,

- Ajouter 5 ml de solution d’Amidon et continuer le titrage en agitant énergiquement

et en ajoutant, goutte a goutte le thiosulfate 0.1N jusqu’a la disparition de la coloration.
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- Effectuer un essai a blanc dans les mémes conditions.

Lecture :

L’indice d’iode est donné comme suit :
12,69 x 0,1 x (V2-V1)
N P
Il : L’indice d’iode ; P : prise d’essai en g ; 0,1 : normalité de thiosulfate de sodium utilisé ; 12,69 : nombre

II

de g d’iode correspondant a 1ml de thiosulfate de sodium ; V2 : le volume de thiosulfate de sodium (0,1N)

utilisé pour I’essai a blanc en ml ; V1 : le volume de thiosulfate de sodium (0,1N) utilisé¢ pour 1’échantillon.

2.2.2.3.2- Caractérisation des acides gras par la méthode chromatographique GC —
MS:

La caractérisation des acides gras de I"huile d"Argan a été réalisée par la technique de
chromatographie phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse apres dérivation de

ces derniers en composés volatils.

Principe :

Le mélange a éluer est injecté a 1’aide d’une seringue. Une fois vaporisé par I’injecteur,
les composes sont entrainés dans la colonne par le gaz vecteur (le plus souvent He ou N>).
Suivant 1’affinité avec la phase stationnaire, les composés sont séparés avant d’étre
détectés en sortie de colonne. Les appareils de CPG sont fréquemment couplés avec un
spectrométre de masse pour l'identification des composés au fur et a mesure de le leur
élution [107].

Mode opératoire :

La nature non volatile des acides gras présents dans les huiles végétales nécessite un
passage par étape de dérivation de ces derniers en esters méthyliques volatils avant analyse
en GC-MS.

» Derivation des acides gras : Selon la norme 1SO 12966, 2011 [108].

L estérification des acides gras a été réalisée selon les étapes suivantes :

- Peser 1 g de I'huile d"Argan.
- Ajouter 5 ml de la solution methanolique BF3.
- Ajouter 1 ml de la solution KOH (1N).
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- Chauffer au bain marie a une tempeérature de 90°C pendant Sminutes.

- Refroidir la solution dans un bain de glaces.

- Ajouter 1 ml d"hexane et 2 ml de la solution saturée de NaCl.

- Agiter énergiquement puis séparer les deux phases dans une ampoule a décompte.

- Récupérer la phase apolaire contenant les ester méthyliques d acides gras et injecter en
CG-MS.

> Analyse des esters méthyligues d acides gras par GC-MS :

L'identification des esters méthyliques des acides gras a été effectuée en utilisant le
systeme d'exécution gas chromatography, Agilent 7890. Couplé avec le spectrométre de
masse Agilent MSD-5975 CVL.

- La colonne chromatographique de GC capillary column HP-5MS (5% phenyl
methylsiloxane), dimension of 30 m x 0.25 mm i.d x 0.25 um d*épaisseur  (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA).

La température de la colonne : 150 °C pendant 2 min, élevée a 240 °C a raison de

4 °C/min puis maintenue a 240 pendant 10 min.
- La phase mobile: Hélium.
- Le débit du gaz : 1 mL/min.
- Le volume d'injection : 2 pL.
- Le mode d'injection : Split.
- Latemperature de I'injecteur: 240°C.
- Latemperature du détecteur:260 °C.
- L impact électronique de la fragmentation : 70 eV.
- Le balayage des données de fragmentation MS : de m/z 50 a 550.
Lecture :
Le contréle d'instrument et I'acquisition de données sont effectués par le logiciel de HP
ChemStation. Les masses expérimentales exactes et les données de la fragmentation MS
ont été comparées a une bibliotheque de spectre de masse NIST et WILEY, afin d'identifier

la composition en acides gras de I'huile d”Argan.
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2.2.2.3.3- Dosage des polyphénols totaux dans I"huile d”Argan:
Les polyphénols totaux sont dosés par la méthode colorimétrique de Slinkard et
Singleton, 1977 [87]. .

Principe :

Le réactif de Folin Ciocalteu (FCR) est un acide de couleur jaune constitué par un
mélange d'acide phospho tungstique (H3PW12040) et d'acide phospho molybdique
(H3PM012040). Il est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes

bleus de tungsténe et de molybdéne.

Mode opératoire :
L"extraction des composés phénoliques a partir de I huile d”Argan suivit de leur dosage

est réalisé comme suit :

» Extraction des composés phénoliques : [109].
- 1 g d'huile a été pesée et solubilisée avec 1 ml de n hexane et 2 ml de méthanol / I’eau
(v/v, 60/40) dans un tube a centrifuger,
- Agiter ’ensemble au vortex pendant 2 min, puis centrifuger le volume total a 3000 tour
/ min,
- Répéter I'extraction 3 fois sur le surnagent (phase n-hexane) a fin d’extraire le

maximum, tout en répétant le processus de centrifugation,

Récupérer les parties résiduelles puis laver par le n-hexane,

Evaporer & sec sous pression réduite & température de 35°C.

Reconstituer les resusidus obtenus dans 1 ml de methanol.

» Courbe d’étalonnage :

Préparer 8 tubes a essais numérotés de 1 a 8,

Préparer la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique avec des concentrations de : 0.1mg,
0.075mg, 0.06mg, 0.05mg, 0.025mg, 0.0125mg, 0.00625mg, 0.03125mg par ml de
méthanol,

- Ajouter pour tous les tubes 46 ml d’eau distillée et 1 ml de FCR,

- Agiter pendant 3 minutes puis ajouter 3 ml de carbonate de sodium (2%),

- Agiter pendant 2 heures a température ambiante,

- La lecture de I’absorbance se fait a 760 nm.
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- Le blanc est préparé avec 1ml de méthanol, 46ml d’eau distillée et 3 ml de carbonate de

sodium (2%).

Lecture:

Calculer la concentration des composés phénoliques selon 1’équation de la droite linéaire ;
Y= ax + b obtenue par le tracé de la courbe d’étalonnage. D’aprés la loi de Beer Lambert,
I’absorbance est proportionnelle a la concentration, dont :

Absorbance= a (concentration d’acide gallique en pg) + b

Y : représente I’absorbance. X : représente la concentration en phénols.

2.2.2.3.4- Caractérisation des polyphénols par la méthode chromatographique
UHPLC - QTOF-MS :

La caractérisation des composés polyphénoliques présents dans I'huile d"Argan par
UPLC-QTOF-MS a éte realisée selon les conditions opératoires détaillées dans la partie
feuille et pulpe.
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2.2.2.4- Etude pharmaco-toxicologique :
2.2.2.4.1- Activité antioxydante :
L’activité antioxydante de 1’huile d’Argan été testée selon le protocole détaillé dans la

partie feuille et pulpe (page : 52).

2.2.2.4.2- Activité antibactérienne :
L’activité antibactérienne de huile d’Argan pure a été testée selon le protocole détaillé

dans la partie feuille et pulpe (page : 54).

2.2.2.4.3- Activité anti-inflammatoire :
L’activité anti-inflammatoire a été testée, en provoquant une inflammation locale au

niveau de 1’oreille de souris.

Principe :
Cette technique repose sur la détermination de I’action inhibitrice provoquée par

I’application locale sur I’oreille d’une souris d’un produit inflammatoire a base d’huile de

croton [110].

Mode opératoire : [110].
Ce test a été réalisé sur 15 souris maintenues a jeun pendant 18h avant le début de
I’expérience, comme suit :
- Préparer la solution irritante d’huile de croton a 5% dans de |"acétone,
- Préparer la produit de référence (Témoin positif) a base d’indométacine® a une
concentration de 0,5 mg/ ml d’acétone,
- Répartir les 15 souris en 3 lots :
Lot essai (E) : traité par I’huile d’Argan.
Lot témoin positif (T+) : traité par le produit de référence (indométacine®).
Lot placebo : traité par I’eau physiologique.
- Appliquer 10 pl de la solution irritante a 1’aide d’une micropipette sur I’oreille droite et
gauche de chaque souris, frotter de bas en haut a 1’aide d’un coton. (Pour le lot témoin

négatif, on applique la solution irritante uniquement sur 1’oreille droite.),



71

- Appliquer respectivement 20 ul d’huile testée, produit de référence et I’cau distillée sur
I’oreille droite uniquement (I’oreille gauche de chaque souris sert de contréle) du lot E, T+
et Placébo,

- Apres 4h sacrifier les souris a ’aide de 1’éther, puis sectionner 1’oreille droite et gauche
de chaque souris suivant 1’aréte cartilagineuse,

- Couper a I’aide d’un perforateur de papier de 6 mm de diameétre un disque de chaque
oreille,

- Peser les disques.

Lecture :

- Calculer les moyennes arithmétiques massiques des disques des oreilles droites OD et
gauches OG pour chaque lot.

- Calculer le pourcentage de réduction de I’cedéme de I’oreille traité OD par rapport au

contréle non traitée OG, selon la formule suivante :

% Réduction de I’cedéme = [(O G- 0O D)/ O G] x 100

O D : poids de I’oreille droite traitée. O G : poids de I’oreille gauche non traitée

Figure 2.6 : Test de I’activité anti-inflammatoire de I’huile d’Argania spinosa L. sur
I’oreille de souris (Original, 2014).
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2.2.2.4.4- Tolérance cutanée :
La tolérance cutanée a été déterminée par le calcul de ’indice d’irritation primaire

cutanée I.P.C.

Principe

Les medicaments destinés a un usage topique doivent subir un test de tolérance cutanee
par une technique inspirée de la méthode de DRAIZE, 1944 [111]. Cette méthode est
fondée sur l'observation des réactions cutanées provoquées par I'application quotidienne du
produit a tester pendant 3 jours.

Mode opératoire : [112].

Ce test a été réalisé sur 3 lapins male et femelle ; la veille de I’application du I’huile a
tester, les lapins ont été tondus par une tondeuse électrique munie d’un peigne de hauteur
de coupe de 0,05 mm pour dégager une surface d’environ 5% 5 cm sur chacun des deux
membres postérieurs.

- Avant de commencer le test nous nous assurons que les animaux présentent une peau
saine et glabre,

- Lors de ’essai, les lapins sont maintenus dans des boites a contention,

- AjourJ 0, effectuer sur le flanc droit de chaque lapin a 1’aide d’une aiguille stérile, trois
scarifications paralleles sur une longueur d’environ 2,5 cm espacées de 0,5 cm environ,
sans atteindre le derme, c’est-a-dire sans saignement,

- Déposer a 1’aide d’une seringue stérile, 1 ml de I’huile. Sur deux picces de gaze
hydrophile,

- Appliquer immédiatement sur la peau du flanc droit (scarifi€) et gauche (non scarifiée),
- Maintenir les piéces de gaze en contact avec la peau sur chacune des deux zones par une
bande de fixation,

- Appliqué I’huile une fois par jour pendant 3jours.

- Apres 24 h de la premiére application, évaluer I’irritation primaire cutanée 1.P.C. (30
minutes apres I’enlévement des compresses) et de nouveau 48h, c'est-a-dire 72h apres la

premiére application.

Lecture :
Les observations sont faites sur les deux zones, sacrifiée (flanc droit) et non sacrifiée

(flanc gauche), selon I’échelle numérique récapitulée dans le tableau 2.1.
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\\
Figure 2.7 : Test d’irritation primaire cutanée sur peaux non scarifiée et scarifiée
(Original, 2014).

Tableau 2.1 : Echelle numérique utilisée pour le calcul du I’L.P.C [111].

Erythéeme Score | (Edéme Score
Absent 0 Absent 0
Léger 1 Tres léger 1
Bien visible 2 Léger (contours bien définis, gonflement apparent) 2
Importante 3 Moyen (épaisseur environ 1mm) 3
Grave (rougeur pourpre,| 4 Grave (épaisseur supérieure a 1mm et surface 4

Iésion profondes) supérieure a celle de la zone d’application)

- Aprés I’addition des chiffres obtenus pour I’érythéme et pour I’cedéme apres vingt-
quatre heures et soixante-douze heures, d’une part pour les zones non scarifiées et d’autre
part pour les zones scarifiées, la moyenne a été calculée en divisant le total par 24 selon la
formule suivante :

I.P.C.=[(Q. Scores 24h + > Scores 72h) ZS + (3_ Scores 24h + ) Scores 72h) ZNS]/ 24

- Classer la valeur d’l.P.C du I’huile. Selon la classification de Draize et al., 1944
[111]comme suit (Tableau 2.2):

Tableau 2.2 : Classification de DRAIZE des produits selon leur 1.P.C. [111].

Non irritants I.P.C<0,5
Légérement irritants 0,5<1.P.C<2
Irritants 2<IlP.C<5
Séverement irritants 5<I1P.C<8
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2.2.2.4.5- Activité cicatrisante:
Principe :

La détermination de D’activité cicatrisante consiste a la recherche de propriétés
cicatrisantes de I"huile étudiée.

La mise en évidence de I’activité cicatrisante de 1'huile d’Argan a été testée sur deux
types de plaies (incisions linéaires et excisions circulaires), la peau cicatrisée a été prélevée

et soumise a un examen histologique a la fin du traitement.

Mode opératoire :
La veille de I'application du produit a tester, toutes les souris ont été tondues au niveau
de la region dorsale par une tondeuse électrique pour dégager une surface d'environ 5 x 5

cm.

» Test de cicatrisation des incisions : [113].

Ce test a eté réalisé sur 15 souris répartis en 3 lots, préalablement anesthésiées par
injection intramusculaire de Calmivet® (Acepromazine 0.5% ; 0.5 mg / kg 1.M.). Le test a
été réalisé comme suit :

- Effectuer dans des conditions stériles, sur le flanc rasé de chaque souris une incision
linéaire, paralléle a I’axe vertébrale, profonde et longue de 2,5 cm a I’aide d’une lame de
scalpel,

- Fermer I’incision par 4 points de suture,

- Appliquer par voie externe quotidiennement pendant 12 jours, une fois par jour :

Lot essai (E) : 0.5 ml d’huile d’Argan.

Lot placebo (P): 1 ml d’eau physiologique.

Lot témoin positif (T+) : une émulsion cicatrisante commercialisée Madécassol® (a
base de I’extrait sec d’une plante médicinale Centella asiatica, Hydrocotyle 1%).

- Enlever les points de sutures apres 8 jours d’application des traitements.

Lecture :

Réaliser une observation macroscopique le 1%, 6°™ et le 12°™ jour post-incision pour
suivre 1’évolution de la cicatrisation en utilisant 'outil d'évaluation de blessure de Bates-
Jensen (BWAT, Bates—Jensen Wound Assessment Tool) [114].

Les huit parameétres de BWAT employés pour suivre le dispositif de cicatrisation sont

récapitulés dans le tableau 2.3.
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Figure 2.8 : Test de cicatrisation sur incisions linéaires (Original, 2014).

Tableau 2.3: Outil d'évaluation de blessure de Bates-Jensen (BWAT, Bates—Jensen
Wound Assessment Tool) [114].

Parametres de 1 2 3 4 5
description

Bordures de la Indistinct, Distinct, Bien défini, non Bien défini, non Bien défini,

plaie diffus, les contour attaché a la base | attaché a la base, | cicatrice fibrotique

contours ne clairement de la plaie. enroulée marqué, ou
sont pas visible, dessous, hyperkeratosique.
clairement attaché, méme épaissie.
visibles. avec la base de
la plaie.

Sillon de la plaie Absence sillon< 2 cm Sillon de 2-4 cm | Sillon de 2-4cm | Sillon>4 cm ou
dans toute la participations de | participations de | percage d'un tunnel
plaie < 50% du siege > 50% du siege dans tout le siege de

de la plaie de la plaie la plaie

Type d’exsudat Absence Sanglant Séro-sanguin, Sérotique, Purulent, aqueux ou

queux rouge aqueux, claire. épais, beige/ jaune
pale/rose avec ou sans odeur.

Quantité Absence, Faible, la plaie | Faible Modérée Grande

d’exsudat . humide mais

blessure seche ,
pas d’exsudat
observé

Couleur de la peau | Rose ou Rouge brillant | blanche ou grise | Rouge foncé ou Noire ou hyper

qui entour la plaie | normale et/ou blanche pale ou hypo pourpre pigmenté
au touché pigmenté

Edéme Absence de Pas d’cedéme Pas d’cedéme qui | L'cedéme se (Edéme crépitent se

périphérique de gonflementou | quise se prolonge a >4 | prolonge a<4 cm | prolonge a >4 cm

tissu cedeme prolonge a<4 | cm autour de la autour de la
cm autour de blessure blessure

la blessure

Induration du Absence Induration <2 Induration 2-4cm | Induration 2-4cm | d'induration >4 cm
tissu périphérique cm autour de s’étend sur < s’étend sur > dans toute la zone
de la plaie la blessure 50% autour de la | 50% autour de la | autour de plaie
plaie plaie
Epithélialisation La plaie est La plaie est La plaie est La plaie est La plaie est
recouverte a recouverte a recouverte a 50- | recouverte a 25- | recouverte a <25%
100%, surface | 75-100% 70% 50%

intacte.

Chaque parameétre a été marqué sur une échelle de cing points. 5 représente les résultats les plus graves et 1 représente les

moins graves.
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» Test de cicatrisation des spots :
Ce test a eté réalisé selon les étapes suivantes : [115].
- Répartir les 15 souris en 3 lots, chacune d’entre clles a été anesthésiée par injection
intramusculaire de Calmivet® (Acepromazine 0.5% ; 0.5 mg/ kg, 1.M.).
- Nettoyer la surface rasée avec de I'éthanol 70%,
- Dessiner un cercle de 2 cm de diametre puis réaliser une incision en suivant la marque
du cercle,
- Anesthésier localement par une injection sous cutanée de Xylocaine et supprimer la
peau a I’aide d’une lame chirurgicale stérile.
- Loger individuellement les animaux dans des cages steriles,
- Appliquer quotidiennement une fois par jour pendant 8 jours :
Lot essai (E) : 2 ml d’huile d’Argan.
Lot témoin positif (T+) : Madécassol®

Lot placebo (P) : 2 ml d’eau physiologique.

Lecture :
Mesurer la surface de la plaie en tracant ses contours sur un papier calque afin de
déterminer le pourcentage de contraction le 1%, 6™ et 12°™ jour.
- Calculer en (mm?) la surface de la zone intérieure délimitée par les bordures de la plaie
par planimétrie selon 1’équation suivante :
S=Tr?
S . Surface de la plaie. TU=3.14. r : Rayon du cercle.

- Calculer le pourcentage de contraction des plaies selon 1’équation suivante :
% de contraction de la plaie = (S j1-S jn) X 100/ S j1

S ji: Surface de la plaie au jour 1. S jn: Surface de la plaie au jour n=6 et 12.

-

b

Figure 2.9 : Test de cicatrisation sur excisions circulaires (Original, 2014).



77

» Examen histologique de la cicatrisation :

L’examen histologique a été réalisé sur les sections de peaux cicatrisées prélevées apres
avoir sacrifié les souris en fin d’expérimentation, cet examen a été¢ réalis¢é dans un
laboratoire spécialisé en anatomie-pathologie, selon les étapes suivantes : Fixation au

formol, inclusion en paraffine, et colorations par hématoxyline-éosine.

- La fixation : a pour but la conservation des structures et le durcissement des piéces. Elle
doit se faire immédiatement apres le prélevement, par immersion du matériel dans un
grand volume de liquide fixateur (Formol). La durée de la fixation varie selon le volume
des prélevements.

- L'inclusion : a pour but de permettre la réalisation de coupes fines et réguliéres. Le milieu
d'inclusion le plus utilisé est la paraffine. Comme la paraffine est hydrophobe, le
prélevement doit d'abord subir une déshydratation (par immersion dans des bains d'alcool
de degré croissant puis dans des bains de toluéne) avant d'étre coulé dans un moule
contenant de la paraffine fondue par chauffage et devenue liquide, qui infiltre alors toute la
piece. Apres refroidissement, on se trouve en présence d'un bloc de paraffine, dur, a
I'intérieur duquel la piece prélevée est incluse.

- Les coupes : du bloc de paraffine sont faites avec un microtome permettant de réaliser des
tranches de section (coupes) de 2 a 5 um d'épaisseur. Les coupes sont recueillies sur des

lames de verre.

- Les colorations : réalisées sur lames, accentuent les contrastes pour mieux reconnaitre les
différents éléments de la préparation. Comme les colorants sont en solution aqueuse, les
coupes doivent d'abord subir une réhydratation. Celle-ci est effectuée aprés déparaffinage
des coupes (par la chaleur et des bains de toluéne) en immergeant les lames dans des bains
d'alcool de degré décroissant puis dans I'eau distillée. Les colorations la plus freguemment
utilisée associent deux colorants différents : I'Hématoxyline-Eosine (H.E.) associe
I'hnématéine qui colore les noyaux en violet et I'éosine les cytoplasmes en rose.

- Le montage : Aprés avoir subi une déshydratation (par bains d'alcool de degré croissant
puis bains de toluene), les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une
résine synthétique dont l'indice de réfraction est voisin de celui du verre. On dispose alors
d'une « préparation microscopique » préte a étre observée au microscope optique au

grossissement x100 et x400.
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2.2.2.5- Etude statistique :

L ensemble des résultats obtenus ont été exprimé en tant que moyenne *+ S.D. Les données
sur le pourcentage d'anti-inflammatoire et de cicatrisation ont été analysées statistiquement
en utilisant une analyse de variance (ANOVA) et le test t de Student apparié. Les valeurs
de P<0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives. Les données
histopathologiques étaient considérées comme non paramétriques; par conséquent, aucun

test statistique n'a été effectué.



CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION
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Partie 3.1
Feuille et pulpe

3.1.1- Résultats :
3.1.1.1- Rendement d’extraction par solvant assistée par ultrason:
Le rendement d’extraction des métabolites secondaires, représenté par la concréte

alcoolique, des feuilles et des pulpes donne les résultats récapitulés dans le tableau 3.1 :

Tableau 3.1 : Teneurs en extraits alcooliques dans la feuille et la pulpe d’A. spinosa L.

Feuille Pulpe
Matiére séche : X +sD (@) 20+0.01 20+0.01
Concrete : X 5D () 1.58 £0.06 2.55+0.27
Pourcentage : X +SD (%) 7.90 = 0.30 12.74+1.38

Les extraits bruts méthanoliques représentent 7, 90% et 12,74% de la matiére végétale
séche respectivement dans les feuilles et dans la pulpe.

L’extrait sec des feuilles est caractérisé par une couleur verdatre ayant I’odeur de la
plante seche. La pulpe donne un extrait de couleur jaune - orangée avec une odeur fruitée

légérement acide.

3.1.1.2- Etude phytochimique :
3.1.1.2.1- Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides:
Le tracé de la courbe d’étalonnage, donne une droite linéaire dans laquelle 1’absorbance

est proportionnelle & la concentration de 1’étalon utilisé :

- Pour le dosage des polyphénols (Figure 3.1) : Le coefficient de corrélation obtenu est r
0.988, selon I’équation suivante :

Absorbance = 0.01 (ng acide gallique) + 0.151

- Pour le dosage des flavonoides (Figure 3.2) : Le coefficient de corrélation obtenu est r

0.999, selon I’équation suivante :
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Absorbance = 0.003 (ug acide gallique) + 0.058

0,7
¢ /
n
©0,5
= y =0,01x + 0,1515
0,4
S R2=0,9881
50,3 -
2
90,2
o)
<01
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Concenration gallic acid pg/ml

Figure 3.1 : Courbe d’étalonnage et courbe de tendance de 1’acide gallique pour dosage

des polyphénols totaux.

1,2
E 1
c
g /
g 0,38 / y = 0,0031x + 0,0586
8 0,6 / R2=0,9992
c
©
204
o
2
2 0,2 /
O T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

concentration catechin pg/ml

Figure 3.2 : Courbe d’étalonnage et de tendance de la catéchine pour dosage des

flavonoides.

Les résultats obtenus par extrapolation des valeurs de la densité optique obtenue pour les

extraits de feuille et de pulpe sur les courbes d’étalonnage sont résumés dans le tableau 3.2.

Tableau 3.2 : Teneur en composés phénoliques et flavonoides dans les extraits de feuille

et pulpe d’Argania spinosa L.

Polyphénols totaux Flavonoides
ng/ mg d’extrait sec % ng/ mg d’extrait sec %
X £ SD X *SD X +SD X +£SD
Feuille 221.39 +5.69 22.14 = 0.57 66.85 = 3.35 6.68 = 0.33
Pulpe 44.86 = 0.85 4.48 £0.08 34.02 = 0.98 3.40 = 0.10
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D’apres le tableau 3.2, on constate que les polyphénols totaux représentent 22.14 et 4.48
% de I’extrait sec respectivement dans la feuille et la pulpe d’Arganier. Les flavonoides
sont également présents dans les deux extraits avec un taux de 6.68% dans les feuilles et

3.40% dans la pulpe.

3.1.1.2.2- Caractérisation des polyphénols par la méthode chromatographique
UHPLC - QTOF-MS :

L’utilisation de la méthode chromatographique UHPLC — QTOF-MS a rendu possible la
caractérisation des principaux composes des extraits analysés, toutes les molécules
détectées ont été identifiées en étudiant leur fragmentation MS obtenue par I'ESI en modes
positif et négatif, aussi bien que par la comparaison avec les données de la littérature.

» Caractérisation des polyphénols dans I’extrait de feuilles :

Dans la présente étude, I'analyse de I'extrait de feuilles réalisée par UPLC QTOF-ESI-
MS en modes d'ionisation positif et négatif a confirmé la présence de flavonoides. Le
chromatogramme enregistré a 280 nm (a) et le chromatogramme enregistré en BPI (Base
Peak Intensity) ont montré neuf pics en mode ES+ (b) et 6 pics en mode ES- (c) (Figure
3.3).

La composition phytochimique a été pertiellement dévoilée, les composés phénoliques
trouvés sont principalement des flavonols (myricétine et quercétine et leurs dérivés). La
comparaison des temps de rétention de ces composés, m/z observé, la formule moléculaire
calculée, les fragments MS détectés avec les travaux antérieurs réalisés sur les métabolites

dans différentes plantes sont récapitulés dans le tableau 3.3.
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Figure 3.3 : Chromatogramme UPLC-PDA a 280 nm (a), chromatogramme UPLC-ES+ en
mode d’ionisation positive (b), et chromatogramme UPLC-ES- en mode d’ionisation
négative () de I’extrait méthanolique de feuilles d’A. spinosa L.
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Tableau 3.3: Résultats des spectres de masse en modes positif et négatif des composées
phénoliques identifiés par analyse UPLC-PDA-ESI-QTOF-MS dans [’extrait
méthanolique de feuilles d’Argania spinosa L. La colonne de références rapporte les
travaux antérieurs sur les metabolites dans différentes plantes.

Rt [A+H]+ [M-H] Masse
Peak min , m/z / rp/z exacte Formule Molecule proposée Références
ESI+/ESI- expérimentale expérimentale Calculeé
1 22.59/23.03 319.04 479.08 480.09  CyHis013  Myricétine-3-galactoside [116, 117]
2 22762324  319.04 479.08 480.09  CpHiOys Myricetine-3-gluctoside [116, 117]
L. . 116,117

3 24.74124.90 319.04 449.08 450.07  CaH1s01,  Myricétine-3-xyloside [ ]
N _ [117, 118]

4 25.71/25.24 303.05 463.09 464.09  CyHis01,  Quercétine-3-galactoside

5 26.29/26.27 303.05 463.09 464.09  CyHig0p,  Quercétine-3-glucoside [117, 118]

6 27.50/28.03 303.05 433.08 434.08 C20H17011  Quercétine-3-arabinofuranoside [116]

7 29.57/30.12 303.05 447.09 44810  CyHiOy ~ Quercétine-3-rhamnoside [116, 117]

Deux principaux flavonols, la quercétine et la myricétine avec leurs dérivés
glycosidiques ont été détectés dans I’extrait méthanolique d'Argania spinosa L.
Les deux modes d'ionisation ESI+ et ESI- sont complémentaires dans l'identification des
flavonols et leurs dérivés glycosides. En effet, les polyphénols se présentent en molécules
protonées [M+H]" et déprotonées [M-H] dans les deux modes d'ionisation, mais le mode
d’ionisation positif affiche aussi des pics correspondant aux aglycones protonés [A+H]*
[119, 120]. En conséquence, l'identification des flavonols et leurs glycosides a été faite en
premier lieu, par I'analyse de I'extrait en ESI mode positif puis par I'identification de tous
les pics qui en résultent sur la base des molécules déprotonées (ESI mode négatif). De cette
facon il était possible de caractériser sans équivoque tous les composés isobares (méme
poids moléculaire) avec différents glycone, permettant ainsi de dévoiler le spectre de
masse de I'ion de I'aglycone protoné en raison de la perte des résidus de sucre (pertes : 132,
pentoside ; 146, deoxyhexoside; 162, hexoside).

Les spectres de masse m/z = 319.04 et m/z = 303.05 dans I'ESI en mode positif
correspondent aux aglycones protonés [A+H]" de : dérivés glycosidique de myricétine et

deérivés glycosidiques de quercitine respectivement.
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L'ordre d'élution chromatographique en ESI- (Figure 3.3) et comme suit : les trois pics
(1, 2 et 3) ont été attribués a myricétine -3-galactoside, myricétine -3-glucoside et
myricétine -3-xylosie avec [M-H]- correspondant a m/z = 479.09, 449.09 et 479.09,
respectivement. Le pic 4 a été attribuées a quercétine-3-galactoside (hypéroside) avec [M-
H]- a m/z = 463.09, suivi de quercétine-3-glucoside (isoquercétine, pic 5) avec [M-H]- a
m/z = 463.09 isobare de I'nyperoside. 6 pic a été identifié comme étant la quercétine-3-
arabinoside (avicularin) avec [M-H]- a m/z = 434.08. Le dernier pic (7) d'élution est un
dérivé de quercétine : quercétine-3- rhamnoside avec [M-H]- a m/z =447.09.

L'ordre d'élution des dérivés de quercétine et myricétine concorde avec la littérature
[121, 122, 123].

Trois composés (*) détectés en mode ESI négatif (Figure 2, c) a 7.60, 20.18 et 28.86

min avec m/z = 118.06, 131.04 et 381.12 respectivement. Cependant aucune de ces

données n'a pas été suffisante pour identifier exactement la nature de ces molécules.

» Caractérisation des polyphénols dans I’extrait de pulpe :

Dans la présente étude, I'analyse de I'extrait pulpe réalisée par UPLC-QTOF-ESI-MS en
modes d'ionisation positif et négatif a confirmé la présence de composés phénoliques. Le
chromatogramme enregistré a 280 nm (a) et le chromatogramme enregistré en BPI (Base
Peak Intensity) ont montré neuf pics en mode ES+ (b) et 6 pics en mode ES- (c) (Figure
3.4).

La composition phytochimique a été incomplétement dévoilée, les composés phénoliques
trouvés sont un acide phénolique et deux flavonols (dérivés glucosidiques de quercétine).
La comparaison des temps de rétention de ces composés, m/z observé, la formule
moléculaire calculée et les fragments MS détectés avec les travaux antérieurs réalisés sur

les métabolites dans différentes plantes sont récapitulés dans le tableau 3.4.
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Figure 3.4 : Chromatogramme UPLC-PDA a 280 nm (a), chromatogramme UPLC-ES+ en
mode d’ionisation positive (b), et chromatogramme UPLC-ES- en mode d’ionisation
négative (c) de I’extrait méthanolique de pulpe d’A. spinosa L.
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Tableau 3.4 : Résultats des spectres de masse en modes positif et négatif des composées
phénoliques identifiés par analyse UPLC-PDA-ESI-QTOF-MS dans [’extrait
méthanolique de pulpe d’Argania spinosa L. La colonne de références rapporte les travaux
antérieurs sur les métabolites dans différentes plantes.

Rt [A+H]+ [M-H] Masse
Peak min m/z m/z exacte Formule Molecule proposée Références
ESI+/ESI- expérimentale expérimentale Calculeé
1 1.82/01.90 171.04 169.08 170.09  CyxHiO1s  Acide gallique [116, 117]
2 2550/25.80 303.05 463.09 463.09  CpHipgOp, Quercétine-3-galactoside [117, 124]
3 26.25/26.70 303.05 463.09 463.09  CpHygOp, Quercetine-3-glucoside [116, 124]

En mode ESI+ un acide phénolique a été détecté a 1.80 min, ce dernier se présente en
molécules protonées [M+H]* avec m/z = 171.04 identifié comme étant acide gallique.
Deux principaux flavonols ont été également détectés en mode ESI+/ESI- a
25.50/25.80 min et 26.25/26.70 min respectivement.
En mode ESI+, Le spectre de masse m/z = 303.05 correspond aux aglycones protonés
[A+H]* de dérivés glycosidique de quercétine.
L'ordre d'élution chromatographique en ESI- (Figure 3.4) est comme suit : le pic 1 a été
attribué a acide gallique avec [M-H]- correspondant a m/z = 171.04, Le pic 2 a été
identifié comme quercétine-3-galactoside (hypéroside) avec [M-H]- a m/z = 463.09, suivi
de quercétine-3-glucoside (isoquercétine, pic 3) avec [M-H]- a m/z = 463.09 isobare de

I'nyperoside.



88

3.1.1.3- Etude des activités biologiques et pharmacologiques :
3.1.1.3.1- Activité anti-oxydante :

DPPH est un radical stable, qui pourrait étre facilement employé pour la détection des
propriétés antioxydantes de différents composés. Le potentiel antioxydant de I'extrait de
feuilles et de pulpe d'Argania spinosa L. a été déterminé en utilisant le test de piégeage de
radicaux libres DPPH.

La cinétique de réduction du DPPH par I’extrait de feuilles et de pulpe d’Argnia spinosa
L. et les produits de references Trolox et acide ascorbique est présentée dans les Figures
3.5, 3.6, 3.7 et 3.8 respectivement.
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Figure 3.5 : Courbe représentative des pourcentages de réduction du radical libre DPPH
par I’extrait de feuille d’A. spinosa L.

50 =0,1066X + 1,0677
2 _
. / R" =0,9934
R 30 /

10 7/
0' T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600
Concentration pg/ml

Figure 3.6 : Courbe représentative des pourcentages de réduction du radical libre DPPH
par I’extrait de pulpe d’A. spinosa L.
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Figure 3.7 : Courbe représentative des pourcentages de réduction du radical libre DPPH
par I’antioxydant de référence TROLOX.
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Figure 3.8 : Courbe représentative des pourcentages de réduction du radical libre DPPH

par I’antioxydant de référence Acide ascorbique.

L'extrait de feuilles et de pulpe d'Argania spinosa L. ont montré une activité anti-

radicalaire dépendante de la concentration de I'extrait testé (Figure 3.5 et 3.6). La valeur

IC50 exprime la quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical
libre DPPH de 50 %.

Le tableau 3.5 montre une comparaison des valeurs IC50 de I'extrait de feuilles, de pulpe

d'Arganier et des produits antioxydants de références Acide Ascorbigue et Trolox.

Tableau 3.5: Les valeurs IC50 de I'extrait de feuilles d'Argania spinosa L., Trolox et
Acide Ascorbique.
Extrait de feuilles Extrait de pulpe Trolox Acide ascorbique
IC50
X £SD 125.595 + 1.868 462.182 £21.204 | 50.55 +0.785 23.238 +0.318

(1Q)
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L'activité anti-radicalaire a montré une différence significative entre les extraits
d'Argania spinosa L. et les antioxydants de références Trolox et Acide Ascorbique (p <
0.05).

Parmi les quatre composés, ’acide ascorbique représente le composé le plus actif, le
pouvoir antioxydant du Trolox n’est pas significativement différent de celui de I’Acide
ascorbique. On obtient ainsi 1’ordre décroissant de 1’activité antioxydante suivant 1’IC50

acide ascorbique > Trolox > Extrait de feuilles > Extrait de pulpe.

3.1.1.3.2- Activiteé antibactérienne :

Les extraits de feuilles et de pulpe d'Argania spinosa L. ont été examinés pour leur
activité antibactérienne contre les bactéries Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas
aerogenosa, Yersinia enterocolitica.) et les bactéries Gram positif (Stahoylococcus aureus,
Bacillus cereus, Bacillus subtilus). Le pouvoir inhibiteur de I'extrait de feuilles et de pulpe
a été évalue par la présence ou absence des zones d'inhibition et les diamétres de ces zones,

les résultats sont présentés dans le tableau 3.6.

Tableau 3.6: Activité antibactérienne des extraits de feuilles et de pulpe d’Argania
spinosa L. par la méthode de diffusion sur milieu solide.

Extrait Extrait Controble (+)  Controle (-)
Souche bactérienne feuilles Pulpe Tetracycline DMSO
DI (mm) DI (mm) DI (mm) DI (mm)
Gram + :
Stahoylococcus aureus ATCC 25923 12+1 - 27+0.8 -
Bacillus cereus ATCC 14579 156 +£0.5 14+1 29+0.3 -
Bacillus subtilus ATCC 6633 166+1.1 14+1 22+1.8 -
Gram - :
Escherichia coli ATCC 25922 10.3+15 . 29+ 0.6 -
Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853 11.6 £0.5" . 12+1.2 -
Yersinia enterocolitica ATCC 23715 13.3+05 24 £ 0.7 -

- : Absence de zones d’inhibition.
DI: Diamétre d’Inhibition.
*: différence Non significative (p< 0.05) (APPENDICE C).
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Figure 3.9 : Antibiogramme sur milieu solide de I’extrait de feuilles d’Argania spinosa L.

Les résultats obtenus révelent que I’extrait de feuilles d’Arganier a inhibé la croissance
bactérienne avec des diametres de zone d'inhibition s'étendant de 12 a 17 mm pour des
bactéries Gram (+) et de 10 a 14 mm pour des bactéries Gram (-) (Figure 3.9).

Les résultats du test antibactérien sur les souches Gram (+) ont indiqué que I’extrait testé est
doté d’un pouvoir antibactérien considérable contre Bacillus subtilus (16 mm), suivi par
Bacillus cereus (15 mm) et Staphylococcus aureus (12 mm). Pour les souches Gram (-), la
zone d'inhibition maximale qui a été enregistrée est de 13 mm sur Yesinia enterocolitica,
suivi de Pseudomonas aerogenosa (12 mm). Cependant, on a observé la zone d'inhibition la

plus faible contre Escherichia coli (11 mm).
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Figure 3.10 : Antibiogramme sur milieu solide de I’extrait de pulpe de fruits d’Argania
spinosa L.

L’extrait de pulpe n’a, cependant, produit aucun effet vis-a-vis toutes les souches testées

mises a part les souches Bacillus cereus et Bacillus subtilus (Figure 3.10) sur lesquelles on a
constaté un effet modéré avec des diametres de zones d’inhibition ne dépassant pas les
15mm.
Comparé aux extraits de feuilles et de pulpe, la tétracycline a inhibé la croissance des
bactéries Gram (+) et Gram (-), donnant des diamétres de zones d'inhibition allant de 13 a
29 mm.

Les tests statistiques ont confirmé la différence significative entre le pouvoir

antibactérien des extraits testés et I’antibiotique de référence.

3.1.1.3.3- Activité cytotoxique :

Le potentiel cytotoxique de I'extrait brut de feuilles et de pulpe d'Argania spinasoa L. a
été évalué contre la lignée cellulaire PC 3 (human Prostate cancer cell line). L'effet
cytotoxique de ces extraits sur la ligneé PC3 a été étudié en utilisant différentes
concentrations s'échelonnant entre 50 a 1000 pg/mL pour la feuille et entre 1000 a 2000
pg/mL pour la pulpe (Figures 3.11 et 3.12). Les résultats ont dévoilé que les extraits testés
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induisent une diminution de croissance des cellules PC3 d'une maniére dépendante a la

concentration (Tableau 3.7).

Tableau 3.7 : Pourcentage d’inhibition de la croissance de cellules tumorales PC3par les
extraits de feuilles et de pulpe de fruits d’Argania spinosa L.

Concentration de I’extrait de feuille d’A. spinosa L. (pug /ml)

100 800 600 400 200

% d’inhibition de la | 63.23+0.87 | 54.27+1.24 | 48.97+1.48 | 47.86%£1.53 | 28.03+2.70

croissance de PC3

Concentration de ’extrait de pulpe d’A. spinosa L. (ug/ml)

2000 1800 1600 1400 1200

% d’inhibition de la | 58.47+0.89 | 55.23+1.81 | 53.11+1.97 | 37.57+1.66 | 4.52+1.17

croissance de PC3

Les résultats obtenus montrent également que I'extrait de feuilles d'Argania spinosa L.
induit a des concentrations de 70 pg/mL et de 120 pg/mL, 10% et 20% d’inhibition de la
croissance cellulaire, respectivement ; et a 600 pg/mL et 1000 pg/mL, plus que la moitié
du taux de la croissance a été inhibée. Cependant I’extrait de pulpe de la méme plante agit
a des concentrations plus élevées ; a des concentrations de 1000, 1300, 1800 et 2000
pMg/mL, D’extrait inhibe respectivement 10, 30, 55 et 60% la croissance des cellules
tumorales.

Les valeurs d’IC 50 (la concentration qui inhibe 50 % le taux de croissance de la
population cellulaire en présence du composé d’intérét) déterminées pour les extraits de
feuilles et de pulpe d’A. spinosa L. contre la lignée cellulaire PC-3, sont indiquées dans les
Figures 3.11 et 3.12. Ces resultats indiquent que I’extrait de feuilles induit une meilleure

activité antiproliférative que 1’extrait de pulpe.
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3.1.2- Discussion :

Notre materiel végétal extrait par la méthode d’ultrason a donné des rendements de
I"ordre de 7, 90% pour la feuille et 12,74% pour la pulpe. On constate que la pulpe est plus
riche en concréte polaire comparée aux feuilles.

L’extrait sec des feuilles est caractéris€¢ par une couleur verdatre ayant I’odeur de la
plante séche. La pulpe a donné un extrait de couleur jaune - orangee avec une odeur

fruitée Iégerement acide.

Le dosage des polyphénols totaux a donné des taux de 22.14 et 4.48 % de I’extrait sec
respectivement dans la feuille et la pulpe d’Arganier. Les flavonoides ont également été
dosés dans les deux extraits et présentent un taux de 6.68% dans les feuilles et 3.40% dans
la pulpe. Considérant les organes, les feuilles accusent des teneurs plus importantes en
polyphénols et flavonoides, la répartition inégale de ces derniers dans les différents
organes d’une méme plante a été rapporté par plusieurs auteurs El Haci et al., 2012 [125],
Falleh et al., 2007 [126]

Des études similaires ont été réalisées par et Djidel et al., 2014 [127].sur I’extrait de
feuilles d’Argania spinosa L. récoltée a Tindouf, les résultats révélent des teneurs
semblables en polyphénols (256,16 mg GA. Eq/ g) et en flavonoides (6,685%). Fahmi et
al., 2013 [128], rapporte aussi dans leurs travaux que le taux des flavonoides dans I'extrait
alcoolique de feuilles d”Arganier du Maroc est compris entre 4% et 17% ce qui est en
concordance avec nos résultats.

L’extrait de la pulpe du fruit d’Arganier a également fait 1’objet d’une étude réalisée
par El Babili et al., 2010 [129]. Les auteurs rapportent dans leurs résultats que 1’extrait de
pulpe renferme un taux de 89.4 mg GA. Eq/g de polyphénols et 3.4 mg QER. Eqg/ g de
flavonoides. De plus, EI Monfalouti et al., 2012 [130], révélent un taux de polyphénols de
75.8 mg GA. Eq/g, ces derniers sont nettement supérieurs & nos résultats. Cette différence
refléte selon Cujié N et al., 2016 [131] le fait que la présence de composés phénoliques
peut étre affectée par la maturité de la plante a la récolte, les conditions climatiques et

I'emplacement géographique, les écotypes végétales et la méthode et le temps d'extraction.

L'analyse phytochimique des extraits bruts d'Argania spinosa L. réalisée par UPLC-ESI-
QTOF-MS a révélé que l'extrait de feuilles est plus riche en composés phénoliques que
celui de la pulpe; les résultats ont également indiqué la présence de deux groupes de

composés phénoliques dans 1’extrait de feuilles, notamment les derivés glucosidiques de


http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0308814615011917
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quercétine et de myricétine. En outre, cette caractérisation qualitative a montré que I'extrait
analysé contient sept flavonols : myricétine-3-galactoside, myricétine-3-gluctoside,
myricétine-3-xyloside, quercétine-3-galactoside, quercétine-3-glucoside, quercétine-3-
arabinofuranoside et quercetine-3-rhamnoside. Des travaux antérieurs ayant pour objet la
caractérisation phytochimique préliminaire de I’extrait de feuilles d'Argania spinosa L. par
simple HPLC, ont révélé la présence d'hyperoside, quercitrine, myricétine et myricétine -3-
galactoside [128, 132, 133].

L’extrait de pulpe du fruit d’Arganier a été également caractéris¢ par la méme méthode
les résultats révelent la présence de trois composés phénoliques ; un acide phénolique
(acide gallique) et deux dérives glucosidiques de quercétine (quercétine-3-galactoside et
quercétine-3-glucoside), ces résultats concordent avec les travaux antérieurs portés sur la
caractérisation des composés phénoliques dans I’extrait de pulpes d'Argania spinosa L. par
LC-MS/MS, qui ont indiqué la présence d'acide gallique, catéchine, rutine, quercitrine, et
ses derivés glucosidiques [134].

D’apres la littérature, I'analyse phytochimique par I'UPLC-QTOF-ESI-MS de I'extrait de

feuilles et de pulpe d'Argania spinosa L. n’a jamais fait I’objet d’une étude antérieure.

Les activités biologiques de feuilles et de pulpe d'Argania spinosa L. pourraient étre
attribuées aux différentes classes de composés phénoliques [135]. Ces activités ont été
insuffisamment investiguées dans les travaux précédents. La présente étude est donc la
premiére ayant comme objectif 1’évaluation des propriétés —antimicrobiennes et
cytotoxiques des extraits bruts de feuilles et de pulpe d’Arganier.

La capacité de piégeage des radicaux libres de I'extrait de feuilles et de pulpe a été
déterminée par le test DPPH. Le résultat a indiqué une activité assez intéressante avec
IC50~125 pg (feuille) et IC50~462 pg (pulpe). On constate que I’extrait méthanolique des
feuilles a présenté une valeur d’IC50 inférieure a celle d’extrait de pulpe. L’activité
antioxydante présentée par les feuilles est donc meilleure que celle de la pulpe.

D’autres études ont été realisées afin d'évaluer D’effet antioxydant des extraits
méthanoliques de feuilles d’Arganier. Djidel et al., 2014 [127], rapportent dans leurs
travaux que I’extrait brute de feuilles d’Argania spinosa L. récoltées dans la région de
Tindouf présente une 1C50 = 410 ug ce dernier est nettement supérieur a nos résultats.

on suggeére que les composés phénoliques puissent contribuer directement a l'activité
antioxydante en donnant des électrons aux radicaux réactifs dus a leurs groupes

d'hydroxyle et retardant ainsi les réactions en chaine radicalaire [136]. Cai et al., 2004
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[137], ont rapporté qu'une corrélation positive et significative existe entre l'activité
antioxydante et le contenu phénolique total, indiquant que les composés phénoliques sont

les antioxydants dominants dans les plantes médicinales.

L’effet antimicrobien d’extrait de feuilles et de pulpe a été testé sur six especes
bactériennes pour évaluer leurs activités. En effet, au moment présent, il n'y a aucune
étude dans la littérature concernant le pouvoir antibactérien des feuilles et de pulpe
d'Argania spinosa L. Dans le présent travail, on a observé que I'extrait brut de feuilles
possede une propriété inhibitrice contre toutes les bactéries Gram positif et négatif
contrairement a 1’extrait de pulpe qui a montré une activité trés faible voire nulle sur
certaines souches testées.

Les tests statistiques ont confirme la différence significative entre le pouvoir antibactérien
des extraits testés et I’antibiotique de référence, ceci pourrait étre attribué au fait que nos
extraits sont des mélanges de plusieurs composés comparés a 1’antibiotique qui est un
composé pur [124].

Les résultats obtenus révelent également que l'activité antimicrobienne de I'extrait de
feuilles d'Argania spinosa L. ne dépend pas de la morphologie de la bactérie et de la nature
du Gram, donnant un effet inhibiteur contre S. aureus (Gram (+), cocci) aussi bien que
contre E. coli (Gram (-), bacille).

A la lumiéere des résultats obtenus par 1’étude phytochimique qui montre que I'extrait de
feuilles renferme une quantité supérieure de composés phénoliques par rapport a la pulpe,
on déduit que la teneur en polyphénols peut étre impliquée dans l'inhibition de la croissance
bactérienne. Plusieurs études ont prouvé que l'activité antibactérienne est proportionnelle a
la teneur en polyphénols totaux dans la plante [138], ce qui explique une inhibition
bactérienne plus élevée par les feuilles par rapport a la pulpe.

Dans nos extraits, les dérivés de quercétine, et de myricétine et 1’acide gallique sont les
principaux composés phénoliques détectés. L'effet antibactérien de ces composés a été
préalablement démontré [139, 140].

La cytotoxicité d’extraits d'Argania spinosa L. testée sur la lignée cellulaire PC3 a
également fait objet de cette étude, les données ont révelé que les extraits de feuilles et de
pulpe inhibent la croissance des cellules tumorales de 50% a une concentration de 0.6 mg

et 1.5mg respectivement.
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Des études récentes ont dévoilé que l'utilisation des antioxydants naturels réduit le risque
des diverses maladies tumorales, ces composés principalement phénoliques ont un effet
protecteur et peuvent empécher ou renverser le développement du cancer a chague étape de
la carcinogenése par différentes voies : Activation du mécanisme cytoprotectif pour éviter
I'apparence des conditions précancéreuses, inhibition de la promotion de cancer et blocage
de la progression de cancer [136, 141]. Watjen et al., 2005 [142], ont démontré que la
quercétine et le myricétine sont les classes les plus efficaces des flavonoides pour la
prévention du cancer. Ces derniers agissent par induction de la cytotoxicité des cellules

tumorales, fragmentation d’ADN oligo-nucléosomique et activation de 1’enzyme caspase.

Suite a cette étude, on déduit que les feuilles et la pulpe d'Argania spinosa L. ont un
potentiel pharmacologique intéressant et en particulier la feuille, tels-que le pouvoir

cytotoxique, antimicrobien et antioxydant, d0 principalement a leur profil phytochimique.
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Partie 3.2
Huile d’Argan

3.2.1- Résultats :
3.2.1.1- Extraction et rendement :
Apreés concassage, separation des amandons, broyage et extraction, nous avons obtenu

un rendement en huile d”Argan variant entre 38 et 39%.

3.2.1.2- Identification des caractéristiques de la matiére premiere :
Les caracteres morphologiques et organoleptiques de I'huile étudiée sont illustrés dans

le tableau suivant :

Tableau 3.8 : Caractéres morphologiques et organoleptiques de I"huile d”Argan.

Huile d"amandons d”Argania spinosa

Caractéres - Aspect : Liquide huileux fin.

morphologiques - Couleur : Translucide de couleur jaune tend vers le clair.

Caractéres organoleptiques | - Odeur : Douce agréable.

- Saveur : Douce et neutre.

3.2.1.3- Indices physico-chimiques de |"huile d"Argan :

Les propriétés physico-chimiques tels que : la densité, I’indice de réfraction, I’indice
d’acide, I’indice d’ester, I’indice de peroxyde, I’indice de saponification et I’indice d’iode,
constituent un moyen de vérification et de contrdle de la qualité de I’huile et de sa

fraicheur. Le tableau 3.9 récapitule les résultats des mesures réalisées.




Tableau 3.9 : Caractéristiques physico-chimiques de 1’huile d’Argan.
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Huile Marocaine

Huile Marocaine

Huile Algérienne

(Charrouf et Guillaume,2008) (Maurin, 1992) Etudiée
Densité relative 0,9 0,906-0,919 0,909
Indice de réfraction 1.463-1.468 1,4685-1,4708 1,467
Indice d’acide g% 1,0-1,3 0,49-2,96 1,62
Indice d’ester - - 190,69
Indice de peroxyde 0,7 5,2-7 4,2
Indice de saponification 190,9-195,2 189-196 192,3
Indice d’iode 96,1-98,1 92-102 94,76

Les résultats révelent une valeur de densité pour I’huile d’Argan étudiée estimée a
0,907. L’indice de réfraction, I’indice d’acide et I’indice de peroxyde ont donné des
valeurs respectives de 1,466; 1,6 et 4,2.
La détermination de I’indice de saponification de I’huile d’ Argan a donné une valeur de
193,5 mg de KOH/g. Cependant, 1'indice d"iode de 1’huile d’Argan a été estimé & 94,76 (g
d’iode /100g d’huile).

3.2.1.4- Etude de la composition chimique de I’huile d’A. spinosa L. :

3.2.1.4.1- Caractérisation des acides gras par la méthode chromatographique GC —
MS:

L’ analyse GC-MS (Figure 3.13) a permis la caractérisation de plus de 98% des acides gras

présents dans I"huile étudiée. Les résultats sont récapitulés dans le tableau 3.10.

Tableau 3.10: Résultats d’analyse semi-quantitative des acides gras de I'huile graines
d’argan par GC-MS.

Acide gras C:D % Huile Algérienne % Huile Marocaine
Etudiée (Charrouf et al.,1998)
Myristique 14:0 00.42 0.15
Palmitique 16:0 14.17 12-13
Stéarique 18:0 04.16 5-7
Oleique 18:1 44.00 43-49.1
Linoléique 18:2 35.69 29.3-36
Arachidonique 20:4 00.20 0.3-0.5
Behenique 22:0 00.07 >0.1
Total 98.71

(C:D = nombre de Carbone: Double liaison)
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C14:0 Myristic acid; C16:0 Palmetic acid; C18:0 Stearic acid; C18:1 Oleic acid; C18:2 Linoleic acid; C20:4
Arachidonic acid; C22:0 Behenic acid.

Figure 3.13: Chromatogramme GC-MS de la composition en acide gras méthyle ester de

I"huile d"A. spinosa L.

Les résultats réveélent que I’huile d’Argan étudiée contient sept acides gras
habituellement rencontrés dans les huiles végétales, en I’occurrence les acides : myristique,
palmitique, palmitéolique, stéarique, oléique, linoléique et linolénique.

Les principaux acides gras détectés sont donc les mono-insaturés (oméga-9) et les di-
insaturés (oméga-6) ces derniers représentent environ 80% des acides gras totaux avec les
pourcentages respectifs de 44% et 35%. D'autres acides gras saturés avec des valeurs
significatives ont été détectés comme l'acide palmitique (14.16%) et l'acide stéarique
(4.16%).

3.2.1.4.2- Dosage des polyphenols totaux dans I"huile d"Argan :

Le tracé de la courbe d’étalonnage, donne une droite linéaire dans laquelle 1’absorbance
est proportionnelle a la concentration de I’acide gallique (Figure 3.1), avec un coefficient de
corrélation r = 0.98. L extrapolation des valeurs de DO de I'extrait de I"huile d”Argan sur la
courbe d'étalonnage a donné une teneur en polyphénols d'environ 58.57+ 0.055 mg/kg de

huile.
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3.2.1.4.3- Caractérisation des polyphénols par la méthode chromatographique
UHPLC - QTOF-MS :

L’analyse de l'extrait de feuilles réalisée par UPLC QTOF-ESI-MS en mode
d'ionisation positif a confirmé la présence de composés phénoliques. Le chromatogramme
enregistré a 280 nm (a) et le chromatogramme enregistré en BPI (Base Peak Intensity) sont
representés dans la figure 3.14.
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Figure 3.14 : Chromatogramme UPLC-PDA a 280 nm (a) et chromatogramme UPLC-
ES+ en mode d’ionisation positive (b) de I’extrait phénolique de I’huile d’A. spinosa L.
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La composition phytochimique a été plus ou moins dévoilée, les composés phénoliques
trouvés sont principalement des acides phénoliques. Les comparaisons des temps de
rétention de ces composés, m/z observé, la formule moléculaire calculée, les fragments MS
détectés avec les travaux antérieurs réalisés sur les métabolites dans différentes plantes

sont récapitulées dans le tableau 3.11.

Tableau 3.11 : Résultats des spectres de masse en modes positif des composées phénoliques
obtenus par extraction liquide-liquide de I'huile d’Argania spinosa L. et identifiés par
analyse UPLC-PDA-ESI-QTOF-MS.

Peak Rt Experimental | Calculated m/z Compounds Ref.
(min) Mass Mass Major and
Characteristic
ion
Compounds Identified
02 01.70 | 526.15 526.16 527.15 Demethyloleuropein [112151],
03 03.42 163.98 164.04 164.98 Coumaric acid [144]
04 06.07 179.98 180.08 180.98 Caffeic acid [112175]1
05 06.55 168.01 168.04 169.01 Vanillic acid [94]
07 16.72 139.21 139.03 139.12 Gallic acid [93, 94]
Compounds not identified Formula
01 00.93 202.05 202.08 203.05 C9 H14 O5 /
06 09.34 420.16 420.31 421.16 C23 H40 N4 O3 /
08 17.41 158.09 158.11 159.09 C8 H16 N O2 /
09 21.14 172.10 172.07 173.10 C8H1204 /
10 25.44 160.06 160.07 161.06 C8H8 N4 /
11 28.68 | 380.13 380.16 381.13 C17 H24 N4 O6 /

L'examen du chromatogramme TOF-MS en mode positif de I'extrait phénolique d'huile
d'Argan révele la présence de composés phénoliques : acide coumarique (m/z 164.98),
cafféique (m/z 180.98), vanillique (m/z 168) et gallique (m/z 139.12). Les MS des ions
détectés montré la molécule protonée [M_H] " comme ion caractéristique. Ces composés
ont été identifiés par la comparaison des masses exactes expérimentales et la fragmentation
de MS avec les banques de données de metabolomics et la littérature disponible (tableau
3.11). L'analyse TOF-MS en mode positif a également montré la présence de
Demethyloleuropein (m/z 527.18), phénol simple appartenant a la famille des tyrosols.

D’autres molécules ont été détectées, cependant aucune des données de masse ou de
fragmentation MS n'a été suffisante pour identifier leur nature exacte, des formules

chimiques ont été proposées pour chaque molécule.




3.2.1.5- Etude pharmaco-toxicologique :

3.2.1.5.1- Activité antioxydante :
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Le pouvoir antioxydant exprimé par le pourcentage de réduction du radical libre DPPH

par des différentes concentrations de 1’huile d’Argan est illustré dans la Figure 3.15.
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Figure 3.15 : Courbe des pourcentages de réduction du radical libre DPPH par I’huile d’A.
spinosa L.

On remarque que le pourcentage de réduction du radical libre DPPH vari de maniere

dose dépendante c’est a dire proportionnellement a la concentration de 1’huile, la valeur

ICs0 définie comme étant la concentration de 1’antioxydant (huile) nécessaire pour réduire

50% du DPPH a €té déterminée graphiguement.

Les valeurs d’ICso obtenues sont récapitulées dans le tableau 3.12:

Tableau 3.12: Les valeurs ICso de I'extrait de I'huile d'Argania spinosa L., Trolox et Acide

Ascorbique.
Huile dA. spinosa L. (ng) Trolox (ug) Acide ascorbique (ug)
ICso0 132.420 £ 6.961 50.55 +0.785 23.238 +0.318
X +£SD

La valeur de 1’ICs0 obtenue est de 1’ordre de 132mg/ml, cette dernicre est trés élevée par

rapport aux antioxydants de reférences testés (ICso Trolox= 50.55 ng, 1Cso Acide

ascorbique= 23.23 ug)
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3.2.1.5.2- Activiteé antibactérienne :
Les résultats de I’antibiogramme sur milieu solide sont représentés dans le tableau
3.13:

Tableau 3.13 : Activité antibactérienne de I’huile de graines d’Argania spinosa L. par la
méthode de diffusion sur milieu solide.

Huile Controle (+)
Souche bactérienne Argania spinosa L. Tetracycline
DI (mm) DI (mm)
Gram +:
Stahoylococcus aureus ATCC 25923 - 27+0.8
Bacillus cereus ATCC 14579 ) 29+0.3
Bacillus subtilus ATCC 6633 ) 22+18
Gram - :
Escherichia coli ATCC 25922 29+ 0.6
Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853 - 12+1.2
Yersinia enterocolitica ATCC 23715 ) 24+ 0.7

- : Absence de zones d’inhibition.
DI: Diamétre d’Inhibition.

Figure 3.16 : Antibiogramme sur milieu solide de I’huile de graines d’Argania spinosa L.
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D’apres les résultats obtenus (Figure 3.16), on remarque que I’huile A. spinosa L. ne
présente aucun pouvoir antibactérien vis-a-vis les souches testées, cela se traduit par une
absence totale de zones d’inhibitions pour Escherichia coli, Pseudomonas aeroginosa,
Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilus et

Staphylococcus epidermidis.

3.2.1.5.3- Activité anti-inflammatoire :

Les résultats du calcul des pourcentages de réduction d’inflammation sont récapitulés

dans le tableau 3.14.

Tableau 3.14 : Moyennes des pourcentages de réduction de I’inflammation des cedémes

traités par I’Indométacines ®, huile d’Argania spinosa L.et eau physiologique.

Indométacine® | Huile A. spinosa L. Placebo

% inhibition de I’inflammation | 38,312 + 3.270 39,680 + 4.705 13,300 + 3.807
X +SD

w1
o

N
o

—

—

w
o

N
o
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d’inflammation
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Indometacine  Huile A. spinosa Placebo

Figure 3.17 : Pourcentage de réduction d inflammations traitées par Indometacine®, huile

d"A. spinosa L. et eau physiologique (Placebo).

D’apreés la figure 3.17, le test anti-inflammatoire sur souris a révelé que I'huile d'Argan
et le produit de référence Indometacine® ont impliqué une réduction d'inflammation par
une inhibition de formation d'cedéme sur les oreilles des souris traitées comparée aux
oreilles non traitées. Le pourcentage de la réduction d'cedéme a été calculé et a indiqué un
taux de 39.68% pour le groupe traité avec de I'huile d'Argan et de 38.31% pour le groupe

traité avec le produit de référence (Indometacine®), dont l'activité anti-inflammatoire est
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déja prouvée, toutefois le groupe placebo a montré le plus faible taux de réduction
d'eedéme avec 13.3%. Le test statistique de Student-t a confirmé qu'il n’existe aucune
différence significative entre l'effet d'huile testée et celui du produit de réference
(APPENDICE C). Selon ces résultats, on déduit que I'nuile d'Argan est dotée d’une bonne

activité anti-inflammatoire dont I'efficacité est similaire aux inflammatoires de référence.

3.2.1.5.4- Tolérance cutanée :

L’irritation cutanée est 1’un des problémes associés a 'application topique d’un extrait
végétal. Pour cette raison nous avons procédé au calcul de I’indice d’irritation primaire IPC
de I’huile d’A. spinosa L. avant d’entamer 1’étude de son effet cicatrisant.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 3.15 et la figure 3.18:

Tableau 3.15 : Valeurs numériques de cotation des érythémes et cedémes enregistrées sur

les flancs scarifiés et non scarifiée de lapins.

24 h 72h

Lapin Erythéme (Edeéme Erytheme (Edéme

ZS. 0 0 0

1 Z.N.S

ZS.

ZS.

0
0
2 Z.N.S. 0
0
0

o O O] ol o

0
0
0
0
0

3 Z.N.S.

IPC 0

Aprés l'application de I’huile d’Argan sur la peau saine (non scarifiée) et la peau
endommagée (scarifiée) de lapins, aucun signe grave d’irritation n’est observé (Figure

3.18). Ceci a été confirmé par le calcul d'indice d’irritation primaire cutané qui est égal a 0.

D’aprés la valeur d’I.P.C. obtenue, on déduit que I’huile d’A. spinosa L. est classée
comme non irritante selon les normes conventionnelles établies par DRAIZE. En

conséquence I’huile d’Argan peut étre utilisée dans les traitements dermiques.
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3.2.1.5.5- Activité cicatrisante:

L’étude du pouvoir cicatrisant de 1’huile d’Argan est réalisée pour la premiere fois. Les
propriétés cicatrisantes ont été donc recherchées sur deux types de plaies:

- Des incisions linéaires fermeées avec des points de sutures.

- Des excisons circulaires avec perte de la substance cutanée.

v Test de cicatrisation sur incisions linéaires:
Le suivi du mécanisme de la cicatrisation des incisions linéaires a été procédé par deux

examens complémentaires :

Un examen macroscopique : réalisé en presence d’un médecin vétérinaire aux jours 0, 6 et
12 post-incision, en tenant compte les huit parameétres de I'outil d'évaluation de blessure de

Bates-Jensen.

Un examen histologique : réalisé en presence d’un médecin spécialisé en anatomie-
pathologie par 1’observation microscopique des coupes histologiques réalisées sur la peau

cicatrisée prélevée apres 12 jours de traitement.

» Examen macroscopique :

Les résultats du suivi de I'évolution du processus de cicatrisation des incisions, selon
l'outil d'évaluation de blessure de Bates-Jensen (BWAT), sont indiqués dans le
tableau 3.16 :

Tableau 3.16 : Moyennes des scores de 1’évolution du processus de cicatrisation des
incisions chez les souris selon l'outil d'évaluation de blessure de Bates-Jensen aux jours O,
6etl2.

Jour 0 Jour 6 Jour 12
Controdle (+) :
Madécassol® 32.200 £+ 1.483 17.750 + 1.483 2.400 £ 0.894
X +SD
Huile de graines
A. spinosa L. 30.800 £ 0.836 14 +£1.581 2+0.707
X xSD
Placébo :
Eau physiologique 33.600 £1.341 27.200 +1.483 18.2 £1.483
X xSD
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Figure 3.18 : Scores de 1’évolution de la cicatrisation des incisions linéaires selon l'outil

d'évaluation de blessure de Bates-Jensen (BWAT, Bates—Jensen Wound Assessment Tool).

Le suivi de I’évolution du processus de cicatrisation selon l'outil d'évaluation de
blessure de Bates-Jensen (Figure 3.18), montre que les scores obtenus au jour O
d’application pour les groupes traités par I’huile d’Argan et le Madécassol® ne différent
pas de ceux enregistrés pour le groupe placebo. Cependant une légére variation commence
a apparaitre a partir du 6°™ jour et devient trés importante au bout de 12 jours de

traitement (Figure 3.20).

Placebo

Madecassol®

Huile A. spinosa

Jour O

Jour 12

Figure 3.19: Evolution du processus de cicatrisation des incisions linéaires.

On constate que 1’état de la cicatrice (Figure 3.19) dans les groupes traités par I'huile
d'Argan et le Madécassol®, affiche une trés bonne évolution dés le 1* jour post-opératoire
avec une vitesse de guérison trés importante le 6°™ et le 12°™ jour de traitement par

rapport au groupe placebo traité par 1’eau physiologique.
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L’effet de I'huile testée et du Madécassol® (Hydrocotyle) présenté sous forme de scores
selon l'outil d'évaluation de blessure de Bates -Jensen (BWAT) pour le jour 6 et 12 est
presque identique (absence de différence significative selon le test-t de Student,
APPENDICE C). Ces derniers sont remarquablement inférieurs aux scores du groupe
placebo.

En outre, I’examen macroscopique révele qu’aucun symptome d'exsudat sanglant ni de
gonflement grave n’a été observé sur ces incisions avec une évolution de la cicatrisation
qui s’affiche clairement meilleure sur les groupes traités par 1’huile et le produit de
référence par rapport au groupe placebo dans lequel les plaies sont caractérisées par la
présence de signes de retard de guérison avec un léger saignement, un cedéme important et
crolte granuleuse et épaisse (différence significative entre les trois groupes selon le test
statistique ANOVA, APPENDICE C).

L’analyse préliminaire de nos résultats reléve que le produit de référence et 1’huile
testée agissent d’une manicre positive qui accélere et améliore la cicatrisation avec un
effet aussi bon que le produit de référence commercialisé Madécassol®. Une légére

avancée a été enregistrée dans la cicatrisation des plaies traitées par | huile d’ Argan.

» Examen histologique :
L’examen microscopique des coupes histologiques apres coloration des incisions

cicatrisées apres 12 jours de traitement est représenté dans la figure 3.21:

Madecassol® Huile A. spinosa Placebo

X100

Figure 3.20 : Examen microscopique des coupes histologiques des incisions linéaires
cicatrisées apres 12 jours de traitement au grossissement X100 et X400.
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L'étude d'histologique des sections de peaux incisées aprés 12 jours de traitement avec
I'huile d'Argan et le Madecassol® (Figure 3.20) montre: un revétement cutané dont
I'épiderme est trophique et le derme superficiel est le siege d'une discrete fibrose collagene
sans infiltrat inflammatoire sur le derme, on constate également la présence d’un petit
foyer cicatriciel. Cependant, le groupe placebo montre un site de fibrose collagene
d’épaisseur variable sur la surface du derme, un foyer cicatriciel trés apparent de la forme
d’un trajet fistuleux et un discret infiltrat inflammatoire lymphocytaire non spécifique a

I'nypoderme.

v" Test de cicatrisation sur excisions circulaires:
Le suivi du mécanisme de la cicatrisation des excisions circulaires a été procédé par
deux examens complémentaires :
Un examen macroscopique : réalisé en presence d’un médecin vétérinaire aux jours
0, 6 et 12 post-excision, pour déterminer la surface des plaies afin de pouvoir calculer le
pourcentage de contraction de la plaie aprés 6 et 12 jours de traitement.
Un examen histologique : réalisé en presence d’un médecin spécialisé en anatomie-
pathologie par 1’observation microscopique des coupes histologiques réalisées sur la peau

cicatrisée prélevée apres 12 jours de traitement.

> Examen macroscopique :
Les résultats du suivi de I’évolution de la cicatrisation des excisions ainsi que le calcul

des surfaces des plaies sont présentés dans le Tableau 3.17 et la figure 3.21 :

Tableau 3.17 : Moyennes des surfaces des excisions circulaires calculées
planimétriquement en mm? aux jours 0, 6 et 12.

Surfaces des excisions circulaires (mm?
Groupe Jour 0 Jour 6 Jour 12
Madécassol® 314+0 143,655 + 22.358 45,844 + 9.829

X +=SD

Huile A. Spinosa L. 314+0 129,368 + 22.358 29,516 + 13.432
X x=SD
Placebo 314+0 222,312 + 29.237 129,368 + 22.358
X x=SD
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Figure 3.21 : Surfaces des excisions circulaires.

Madecassol® Huile A. spinosa Placebo

Jour 0

Jour12 |

Figure 3.22 : Evolution du processus de cicatrisation des excisions circulaires.

D’aprés les figures 3.22, on constate que les surfaces des plaies aprés 6 jours de
traitement du groupe placebo restent assez élevées par rapport a celles traitées avec le
Madécassol® et ’huile d’Argan. On remarque également que se dernier a développé des
cedémes graves contrairement aux précédents avec des crodtes tres épaisses.

Aprés 12 jours de traitement, on enregistre dans les groupes traités avec 1’huile et le
Madécassol® des plaies presque fermées comparées a celles du groupe placebo (Tableau
3.18).



113

Tableau 3.18 : Moyennes des pourcentages de contraction des surfaces des excisions

circulaires aux jours 0, 6 et 12.

Groupe

%0 de réduction des surfaces des excisions

Jour 12

Madécassol®

56,200 + 7.120

85,400 + 3.130

Huile A. spinosa L.

63,600 * 8.502

90,600 + 4.277

Placebo

29,200 +9.311

58,800 + 7.120

100

—_

—r—

% Réduction de la surface des plaies
iy
o

Figure 3.23 : Pourcentage de réduction des surfaces des excisions circulaires apres 6 et 12

jours de traitement.

La figure 3.23 révéle que I’huile d’Argan a induit une réduction assez élevée dans les

surfaces des plaies avec un taux de 63.6% le 6°™ jour et de 90.6% le 12°™ jour, suivie par

le produit de référence avec un taux de 56.2% pour le 6°™ jour et 85.4% pour le 12¢™

jour. Le groupe placebo se classe en dernier avec des pourcentages de réduction des

surfaces trés faibles 29.2% enregistré le 6™ jour et 58.8% enregistré le 12°™ jour.

Le test statistigue ANOVA (APPENDICE C) révele la présence d’une différence

significative entre les taux de contraction des plaies des trois groupes pour le 6°™ et le

12°™¢ jour. Cependant le test-t de Student (APPENDICE C), comparatif entre le groupe

traité par I’huile d’Argan et le groupe traité par le Madécassol® a prouvé I’effet positif de

I’huile testée sur la cicatrisation avec une efficacité similaire a des produits

commercialisés.
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» Examen histologique :
L’examen microscopique des coupes histologiques aprés coloration des excisions

circulaires cicatrisees apres 12 jours de traitement est representé dans la figure 3.24:

Madecassol® Huile A. spinosa Placebo

X 400

Figure 3.24 : Examen microscopique des coupes histologiques des excisions circulaires
cicatrisées apres 12 jours de traitement au grossissement X100 et X400.

L'examen histologique des sections de peaux ayant subies des excisions circulaires apres
12 jours de traitement (Figure 3.24) a révélé, dans le groupe traité avec de I'huile d'Argan
et le Madécassol®, un revétement cutané dont 1’épiderme est atrophique et dont le derme
est le siége de fibrose collagene avec un petit foyer cicatriciel s'étendant du derme
superficiel & I'hnypoderme, constitué d’un tissus fibreux collagéne discrétement congestif et
siege d'infiltrat inflammatoire lymphocytaire peu dense avec présence de quelques
polynucléaires neutrophiles non altérés.

Les sections de peaux du groupe placébo ont dévoilé des revétements cutanés dont
I’épiderme est fin et le derme est le siége d’une fibrose collagéne avec la présence d’un
large foyer cicatriciel s'étendant du derme jusqu’au hypoderme avec un foyer de fibrose
stellaire et d'infiltrat inflammatoire lymphocytaire dans le derme profond et I'nypoderme,

celui-ci est cedémateux et contient des vaisseaux capillaires dilatés et des micro-abces.
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3.2.2- Discussion :
Cette étude consiste a la détermination de la composition chimique et 1’évaluation
préliminaire pour la premiere fois de quelques effets pharmaco-toxicologiques par

application cutanée de I'huile extraite a partir des graines d'Argania spinosa (L.) Skeels.

L extraction par ultrason a donné un rendement en huile d”Argan de 39%o, nos résultats
sont légerement supérieurs a ceux obtenus par Mountasser et Elhadek, 1999 [148]
estimés a 34.9%, cette différence peut étre liée a la méthode d"extraction, sachant que
Mountasser et Elhadek, 1999 [148] ont utilisé dans leur étude la méthode du Soxhlet.
Contrairement au Soxhlet qui nécessite un chauffage a des hautes températures pendant de
longues durés ce qui peut altérer la composition chimique du produit dextraction, la
méthode d’ultrason est plus économique de point de vue temps (30 minutes maximum) et
énergie (basses températures) tout en donnant des rendements élevés. D’ou vient notre

choix pour cette méthode d’extraction.

L’évaluation des caracteres organoleptiques de 1’huile extraite a partir des amandes
d’Argania spinosa L. a révélé que c’est un liquide huileux fin translucide de couleur jaune
claire, caractérisé par une odeur agréable avec un léger arome de noisette et un godt

neutre.

L’¢tude des propriétés physico-chimiques constitue un moyen d’identification des
caracteres physico-chimiques de I’huile testée et de contréle de sa qualité :

La détermination de la densité relative peut étre considérée comme un critére physique
qui permet le contréle de la pureté de I'huile extraite [149].

Selon Maurin, (1992) [8] [I’huile d’Argan présente une densité variable qui peut aller
jusqu’a 0,906-0,919. La valeur obtenue dans notre étude estimée a 0,907, est proche de
celle trouvée par Charrouf, 1984 [150] qui est égal a 0,906.

L’indice de réfraction qui est également un critére important de pureté de 1’huile est
proportionnel au poids moléculaire des acides gras. Il varie de fagon intéressante selon le
degré d’insaturation des lipides et peut nous donner une idée sur la prédominance d’un tel
acide gras insaturé dans I’huile [151].

L’analyse de notre huile d’Argan a donné des valeurs de I’ordre de 1,466. Ce résultat
concorde avec l’intervalle [1.463 - 1.472] fixé par la norme marocaine NM.080.5.090
(SNIMA, 2003) [152].


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=/search%3Fq%3Detude%2Bde%2Bla%2Bcomposition%2Bde%2Bla%2Bpulpe%2Bd%2527argania%2Bspinosa%26start%3D10%26sa%3DN%26biw%3D1040%26bih%3D636&rurl=translate.google.dz&sl=en&u=http://www.emeraldinsight.com/journals.htm%3Farticleid%3D1776194&usg=ALkJrhiOwrYlprXaBsIwJncRQe3BLG_tLA#idb2%20b5
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La détermination de I’indice d'acide d’un corps gras est considérée comme un bon
moyen pour déterminer son degré d’altération. Il s'agit d'un critére chimique de la fraicheur
et de la pureté de I'huile. Plusieurs travaux marocains considérent que I’acidité de 1’huile
d’Argan est située entre 0,58 et 2,4%. D’aprés Maurin, 1992 [8] I’indice d’acide est
compris entre 0,49-2,96. La détermination de I’indice d’acide de I’huile d’Argan a donné la
valeur de 1,6%.

L’indice de peroxyde est un critére trés utile pour apprécier les premiéres étapes d’une
détérioration oxydative. Cet indice est lié aux conditions de conservation et aux modes
d’extraction. D’aprés Maurin, 1992 [8] I’indice de peroxyde est compris entre 5,2 et 7,0
(Meq O2 /kg d’huile), dans notre étude 1’indice de peroxyde est égal a 4,2.

L’indice de saponification renseigne sur la longueur de la chaine carbonée des acides
gras qui constituent les triglycérides. La détermination de 1’indice de saponification de
I’huile d’Argan a donné une valeur de 193,5 mg de KOH/g. Notre résultat est conforme
aux normes marocaines NM 080.5.090 (SNIMA, 2003) [152] situés dans un intervalle
allant de 189,0 - 199,1 mais il est Iégerement inférieur a celui obtenu par Charrouf, 2002
[6] qui est égale a 195,2 mg de KOH/g.

L’indice d’iode renseigne sur 1’état d’insaturation des chaines carbonées des corps gras
et a la qualité des différents acides gras mono ou polyinsaturés. Dans notre étude I"indice
d’iode de 1’huile d’Argan estimé a 94,76 (g d’iode /100g d’huile). Ce résultat est conforme
aux valeurs rapportées par Maurin (1992) [153] qui donne [I'intervalle de [92-102] g
d’iode / 100g d’huile.

L’étude des caractéres physico-chimiques de I’huile d’Argan a dévoilé que c’est une
huile pure fraiche non siccative riches en acides gras insaturés de chaine moyenne C18.
Ces résultats ont été confirmés par une analyse chromatographique GC-MS qui a prouveé
que les acides oléique et linoléique représentent environ 80% des acides gras totaux. De
plus I’acide linoléique qui a été détecté dans I’huile analysée avec des teneurs dépassant les

2 %, permet de la classer parmi les huiles végeétales d’assaisonnement non siccatives [154].

L’ analyse par GC-MS a donc dévoilé que les acides gras mono-insaturés (oméga-9) et
di-insaturés (oméga-6) représentent environ 80% des acides gras totaux avec les
pourcentages respectifs de 44% et 35% pour I’acide oléique et I’acide linoléique, on déduit

donc que I’huile étudiée est de type oléique- linoléique. D'autres acides gras satures avec
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des valeurs significatives étaient détectés comme l'acide palmitique (14.16%) et l'acide

stéarique (4.16%).

On constate donc que I’huile d’Argan étudiée contient les cinq acides gras habituellement

rencontrés dans les huiles vegétales, en I’occurrence les acides : myristique, palmitique,

stéarique, oléique et linoléique.

On remarque aussi que 1’huile d’Argan est constituée essentiellement par des acides gras

de chaine moyenne C16 et C 18 qui lui conférent une viscosité et une bonne fluidité [155].
Aprés comparaison avec les résultats obtenus par Charrouf et al., 1998 [158] de

I’analyse des acides gras de I’huile d’Argan marocaine, on constate que nos résultats sont

en concordance.

La fraction polyphénolique de I’huile d’Argan a été également investiguée par le
dosage de sa teneur, les résultats révélent un faible taux d’environ 58.57 mg/kg d’huile,
Chimi et al., 1994 [157] rapportent que le dosage spectrophotométrique des polyphénols
totaux au niveau de I’huile vierge d’Argania spinosa L. a révélé une teneur moyenne
estimée a 56.2 mg/ Kg ce qui est comparable avec nos résultats (58.57 mg / kg). Bien que
le taux des polyphenols est assez faible mais leur présence reste d’une grande importance
puisqu’ils sont dotés dénombrables effets bénéfiques comme antioxydant assurant ainsi
une longue conservation pour I huile.

La caractérisation qualitative par UPLC-QTOF-ESI-MS montre que la fraction
phénolique est représentée principalement par des acides phénoliques coumarique,
cafféique, vanillique et gallique et un phénol simple demethyloleuropein. On constate donc
gue nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Rojas et al. 2005 [158], qui indiquent
que I’huile d’Argan cosmétique renferme de faibles teneurs en polyphénols représentés

essentiellement par des acides phénoliques et des phénols simples.

On note que les variations observées dans la composition chimiques en acides gras et en
composes phénoliques de I’huile d’Argan peuvent étre attribuées a différents facteurs,
notamment la provenance géographique des échantillons, les conditions climatiques et la
méthode d’extraction [8, 78, 153].

L’effet antioxydant évalué par la détermination de la valeur d’1Cs50 (132 mg) de I’huile
d’Argan se montre tres faible par rapport aux antioxydants de références (Trolox et Acide

ascorbique). Cela peut étre expliqué par la présence de composés mineurs appartenant a la
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fraction insaponifiable notamment les tocophérols et polyphénols dont le pouvoir
antioxydant est déja mentionné dans la littérature.

La détermination de I’effet antibactérien a dévoilé que I’huile testée ne posséde pas un
pouvoir inhibiteur pour la croissance bactérienne sur les souches Escherichia coli,
Pseudomonas aeroginosa, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Bacillus subtilus et Staphylococcus epidermidis. . Cela peut étre lié au faible contenu de

I’huile en principes actifs (polyphénols) ayant un pouvoir antibactérien.

L’étude toxicologique a montré que les lapins administrés avec de I'huile d'Argan n'ont
présenté aucun effet irritant ou toxicité sur la peau et révele une valeur de IPC égale a 0, en

conséquence I'huile d'Argan peut étre utilisée dans des traitements dermiques.

L'essai de I’activité anti-inflammatoire a révélé que les oreilles non traitées de souris ont
montré un cedéme important reflétant une inflammation persistante, tandis que les oreilles
traitées avec de I'nuile d'Argan et I'Indometacine ® ont présenté des cedémes trés réduits,

dévoilant ainsi un effet similaire entre les deux substances.

Les tests de cicatrisation sur les incisions et des excisions ont prouve que I'huile des
graines d'Arganier est dotée d'excellente activité curative comparable a l'effet du
Madécassol®.

De plus, ’examen histologique des plaies a montré un tissu de granulation plus élaboré
chez les souris traitées avec 1’huile d’Argan. Ce tissu de granulation est constitué de néo
vaisseaux de type capillaires d’éléments fibroblastiques élaborant du collagéne et de
cellules mononuclées. Ces néo vaisseaux de type capillaires favorisent I’arrivée de cellules
inflammatoires ayant un réle de détersion du foyer Iésionnel. La nature histologique de la
cicatrice que nous avons observé confirme les constatations déja faites par examen

macroscopique des plaies.

On note que de I'huile d'Argan est de plus en plus utilisée pour les soins de peau ; elle
posséde beaucoup de caractéristiques qui font d'elle une cible attractive pour la recherche
dans la thérapie des plaies. Récemment Avsar et al., 2016 [159] ont confirmé dans leur

étude que cette huile a guéri plus rapidement les brilures de second degré chez les rats que
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le sulfadiazine argenté. Cela est probablement di a sa teneur abondante en acides gras
mono et poly insaturés.

Les acides gras oméga-9 et oméga-6 majoritaires de 1’huile d’Argan sont connus pour
jouer un role capital au niveau du foyer de la plaie et rapportés pour avoir le potentiel
thérapeutique dans la réparation cutanée des peaux endommagées [160, 161]. Plusieurs
études ont prouvé que I'administration des acides oléique et linoléique : accélérent la phase
inflammatoire de la cicatrisation et améliorent la réparation cutanée en
réduisant I’inflammation, par la diminution de I'expression du facteur nucléaire B (NFB) et
des cyclo-oxygénase-2 [162, 163], par la réduction du niveau des cellules mononucléaire
et des facteurs de nécrose (TNF) dans les exsudats de la plaie [164], et par I'activation des
cellules du systeme immunitaire comme les neutrophiles et les macrophages[161, 165].
Une étude récente a prouvé que les acides gras ont les propriétés antimicrobiennes [166].
En tenant compte que l'huile isole la plaie de I'environnement extérieur, elle peut
potentiellement agir en tant qu'agent antimicrobien. Cependant, aucune des plaies dans

notre étude n'a présenté des signes de surinfections.

Les composés phénoliques également mis en évidence dans huile d'Argan sont connus
en tant que substances biologiquement actives dans le traitement des plaies. Leur effet
cicatrisant est dd a leurs pouvoirs antimicrobien, anti-inflammatoire et particulierement a
leur action antioxydante.

En effet, pendant le processus de cicatrisation, le foyer cicatriciel est riche en oxydants,
tels que le peroxyde d'hydrogene, la plupart du temps contribué par des neutrophiles et des
macrophages. L'effet cicatrisant des composés phénoliques a été attribué a leur pouvoir
antioxydant, qui peut réduire le stress oxydatif grdce a sa capacité de: donner des
hydrogenes ou des électrons et de piéger les radicaux libres, réduire la peroxydation des
lipides et les dommages inflammatoires, favoriser la prolifération et l'adhésion des
fibroblastes pendant le cicatrisation, et stimuler le ré-épithélialisation, la néo-

vascularisation et la maturation des matrices extracellulaires [167, 168, 169].
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche du laboratoire de Protection
et de Valorisation des Ressources Agro-Biologiques (Université Saad DAHLEB BLIDA)
dont 1'un des objectifs majeurs est la valorisation des plantes endémiques Algériennes.
Nous avons pour cela sélectionné une espéce végétale endémique & usage multiple peu
connue chez nous.

Compte tenu de ses caractéristiques botaniques, physiologiques et écologiques
d’une part, et de son intérét économique croissant d’autre part, I’Arganier est I’arbre
d’avenir pour 1’Algérie. C’est dans ce contexte, que notre étude vient pour contribuer a

la connaissance et la valorisation de 1’espéce Argania spinosa (L.) Skeels.

Le travail présenté dans cette these résume donc les résultats obtenus de 1’extraction et de
la caractérisation phytochimique de trois organes de la plante d’Argania spinosa L. :
feuilles, pulpes et graines. Aprés avoir déterminé leur composition chimique, nos efforts
ont porté sur leur valorisation par le biais de la mise en évidence de leurs propriétés

biologiques et pharmaco-toxicologiques.

La premiére partie de notre travail expérimental a été consacrée a 1’étude des feuilles et

de la pulpe de fruits d'Argania spinosa L. :

Il ressort de I’analyse phytochimique effectuée pour la premiere fois par UPLC-QTOF-
ESI-MS que ces extraits sont riches en composés phénoliques particulierement les dérivés

glucosidiques de flavonols notamment la quercétine et la myricétine.

L’évaluation des propriétés biologiques entre autres cytotoxique et antimicrobienne

testées pour la premiére fois s’est révélée trés intéressante.
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Cette étude a permis donc de montrer le potentiel cytotoxique de la feuille et la pulpe
d’Arganier sur les cellules tumorales de la prostate et de déterminer leur ICso, les résultats
obtenus sont a notre sens trés encourageants.

Le pouvoir antimicrobien des extraits d’Arganier s’est révélé aussi intéressant, et en
particulier I’extrait de feuilles qui a montré un effet positif sur la plupart des souches
testées, cela est probablement di a sa teneur élevée en composés phénoliques dont 1’action
antimicrobienne est déja prouvee.

L’étude du pouvoir anti-radicalaire a confirmé la propriété antioxydante puissante que
possedent les extraits de feuilles et de pulpe a piéger les radicaux libres, sa puissance est
dépendante du contenu en polyphénols.

Le profil chimique et le potentiel pharmacologique des feuilles et de pulpe de fruits
d'Argania spinosa L. n'ont pas encore été a ce jour complétement explorés. Cette étude
contribue donc a une meilleure compréhension de sa composition et de ses propriétés
biologiques ainsi de son éventuelle application en tant qu'agents antimicrobien et
cytotoxique.

La présente étude montre aussi que la pulpe et particulierement les feuilles d'Arganier
pourraient étre utilisees comme une nouvelle source pour la prévention et la thérapie
naturelle. En conséquence, ces résultats peuvent ouvrir de nouvelles opportunités
prometteuses pour la valorisation et le développement des sous-produits de I’arbre

d'Argania spinosa L.

L’huile extraite a partir des graines de fruit d’Arganier a fait ’objet de la deuxieme

partie de ce travail :

L’analyse physicochimique de I’huile d’Argania spinosa L. a dévoilé que c’est une
huile non siccative, non toxigue et riche en acides gras insaturés de chaine moyenne C18
notamment 1’acide oléique. L’analyse de son profil en acides gras confirme qu’elle est de
type oléique — linoléique avec un taux qui dépasse les 80%, 1’analyse révele aussi la
prédominance des acides gras satures de chaine C16.

La caractérisation et la teneur en polyphénols a révélé une trés faible présence de ces
composés. Ces derniers sont représentés essentiellement par des acides phénoliques et

phénol simple.
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On déduit donc que la composition physicochimique spécifique de I’huile d’Argan lui
confére des propriétés intéressantes aux plans cosmétique et thérapeutique.

La détermination des effets pharmaco-toxicologiques liés a la cicatrisation des lésions
cutanées a indiqué que I'huile de graine d'Arganier est dotée de pouvoirs antioxydant,
antibactérien, anti-inflammatoire et cicatrisant sur des plaies profondes, trés significatifs et
sans aucun effet irritant.

L’action antioxydante de 1’huile étudiée a été préalablement démontrée elle semble jouer
un réle important lors du processus de cicatrisation par la neutralisation des oxydant
libérés au cours de la phase inflammatoire dans le foyer de la plaie, réduisant ainsi
I’inflammation tout en accélérant le processus de la cicatrisation.

L’activité antibactérienne de I’huile d’Argan semble étre liée a son pouvoir isolant
empéchant I’entrée de tout agent externe (microbien ou autres) en contacte avec la peau
endommagee.

L’¢étude du pouvoir anti-inflammatoire de I’huile d’Argan a dévoilé son action positive
sur les cedémes.

De méme, cette étude a permis la mise en évidence d’un effet cicatrisant puissant sur
deux types de plaies avec et sans perte de la substance cutanée, les résultats de I’examen
microscopique a confirmé une tres bonne réparation dermique sur le plan histologique des

plaies traitées avec I’huile d’Argan.

Le potentiel pharmacologique de I'huile de graines d'Arganier avec son efficacité
similaire aux produits de références anti-inflammatoire (Indométacine®) et cicatrisant
(Madécassol®) est di a: la forte présence d'acides gras insaturés notamment oméga-9 et
oméga-6 qui accelerent et améliorent la réparation des tissus au niveau moléculaire et
réduisent I’inflammation, ainsi qu'a la présence des composés polyphénoliques comme
I'acide coumarique, caféique et vanillique, 1’épicatechine et la déméthyloluropeine qui

semblent étre responsables des propriétés antioxydante et antibactérienne.

Le résultat de 1’étude de I’huile d’Argan était donc positif puisque on a pu tester pour la
premiére fois de nouvelles activités pharmacologiques malgré que cette derniére a fait

I'objet de plusieurs études pendant des decennies.
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L’ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique pour I’usage
traditionnel de 1’huile d’Argan et ouvre de nouvelles perspectives pour la valorisation et le
développement des sous-produits (feuille et pulpe) d’arbre d’Arganier, réputé uniquement
pour son huile.

Il serait intéressant d’étayer ce travail par des études plus approfondies, voire des analyses
moléculaires et cliniques afin de déterminer le mécanisme d’action responsable des
interactions entre les substances bioactives d Arganier et I'organisme vivant au niveau
moléculaire, et des modifications au niveau cellulaire, tissulaire, anatomique résultant de

I'exposition a cette matiére active.
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APPENDICE A

Liste des abréviations :

: Pourcentage
: Degré
: Degré Celsius
> microgramme
: Microlitre
: Micrometre
: Argania spinosa

: American Type Culture Collection

: Chlore

: Centimetre
: Densité optique

: Equivalent

: Réactif de Folin Ciocalteu

: Gramme

: Grossissement

: Gaz Chromatography- Mass Spectrometry.
: Heure

. Acide Sulfurique

: Acide Chloridrique

. Intra Musculaire.

: Indice d’irritation primaire cutanée

: Jour

: Kilogramme
: Kilovolt
. Litre

: Linné



M : Métre

m/z : Mass/Charge ratio

mg : Milligramme

min : Minute

ml : Millilitre

MP : Microscope photonique

N : Normal

NaOH : Hydroxyde de sodium

nm : Nanometre

O.M.S. : Organisation mondiale de la santé
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PC3 : Prostate Cancer cell line

Rpm : Round per minute

UPLC-ESI-QTOF-MS: Ultra-high Performance Liquid Chromatography-ElectroSpray
lonization-Quadruple Time Of Flight-Mass Spectrometry.

uv - Ultraviolet

\/ : Volume

7.1 : Zone d’inhibition
ZN.S : Zone non scarifiée

ZS : Zone scarifiée
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APPENDICE B
Matériel non biologique :

Liste des appareillages :

- Autoclave

- Bain marie

- Bain ultrasons

- Balance de précision

- Bec benzene

- Broyeur mécanique.

- Centrifugeuse de paillasse

- Chromatographie gazeuse, GC Agilent 7890, Couplé avec le spectrométre de masse
Agilent MSD-5975 CVL.

- Chromatographie liquide, LC d'Acquity ultra (UHPLC) couplé a XEVO-G2-QTOF
(Quadrupole-Time of flight) (Waters Corporation, Manchester, United Kingdom).

- Congélateur

- Etuve bactériologique

- Etuve ventilée

- Evaporateur rotatif

- Hotte chimique

- Incubateur CO2

- Lecteur ELISA

- MALDI-TOF-MS  spectrometre Microflex LT (Bruker Daltonics, 158 Bremen,
Germany).

- Microscope a phase inverse

- Microscope photonique avec caméra.

- Microtome

- PH metre

- Plaque chauffante

- Réfractométre.



- Spectrophotometre UV — Vis (SHIMADZU UV- 1601)
- Tondeuse

- Vortex

Liste de la verrerie :

- Ballons

- Béchers

- Burettes graduées
- Entonnoirs

- Erlénes Meyer

- Fioles

- Pipettes graduées
- Pipettes graduées
- Tube & essali

Liste du petit matériel et consommable :

- Aiguille et fil chirurgical

- Anse de platine

- Boite de pétri

- Cellule Malassez

- Creuset en platine

- Disques d’antibiogramme stériles
- Ecouvillons stériles

- Ependorff

- Filtre seringue

- Lamelles

- Lames en verre

- Micropipette

- Microplaques 96 puits

- Papier filtre

- Perforateur de papier 6mm.
- Pied a coulisse

- Pinces

- Pipettes pasteurs



- Portoirs

- Scalpels

- Seringue

- Tube sec

- Tubes & essai

Liste des réactifs :

- 2,2-Diphenyl-1-picrylhdrazyl (DPPH+)

- Acétone

- Acide acétique glaciale

- Acide ascorbique

- Acide chlorhydrique

- Acide formique

- Acide gallique

- Acide sulfurique

- Amidon

- Azote liquide

- Bleu de trypan

- Bouillon nutritif (BN)

- Bromure d’iode

- Calmivet® (Acepromazine 0.5%)
- Carbonate de sodium

- Chloroforme

- Chlorure d”Aluminium (AICI3)
- Diméthylsulfoxyde (DMSO)

- Eau de Javel a 12°

- Eau déminéralisée

- Eau distillée

- Eau physiologique 0.9%

- Ethanol

- Flammazine® (Sulfadiazine argentique)
- Gélose Mueller Hinton (GMH)
- Gélose nutritive (GN)

- Hexane

- Huile de croton



- Hydroxyde de potassium (KOH)
- Hydroxyde de Sodium (NaoH)

- lode

- lodure de potassium

- Madécassol® (Hydrocotyle 1%).
- Méthanol

- Methyl-Thiazolyldiphenyl-Tetrazolium bromide (MTT)
- Milieu RPMI 1640

- Nitrite de sodium (NaNO2)

- Quercetine

- Réactif de Folin Ciocalteu (FCR)
- Rouge de phénol

- Solution de carbonate de sodium
- Solution methanolique BF3

- Solution physiologique a (0,9% Na CI)
- Thiosulfate

- Thiosulfate de sodium

- Trolox

- Trypsine- EDTA 1%

- Vert de méthyle

- Xylocaine
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Appendice C
Etude statistique :

> Activité antibactérienne :

- Test-t de Student : Extrait de feuille et Tétracycline®.

Stahoylococcus aureu ~ |
M Mean ED SEM
4 “Tetracycline” 3 12 1| 057735
“Leaf extract” 3 27 08 046188
Difference -15
t-Test Statistics  =|
t Statistic DF Prob=|t|
Equal Variance Assumed  -2028757 4| 3,48521E-5
4 Equal Variance MOT Assumed -2028757 381612 4 98737TE-5

Mull Hypothesis: meani-meanZ =0

Alternative Hypothesis: meani-meand <= 0
At the 0.05 level, the difference of the population means is significanthy different with the test difference{0}

Bacillus cereus | |
N Mean SD SEM
“Leaf extract” 3 156 05 0,28868
“Tetracycline™ 3 29 03 017321
Difference -13.4
t-Test Statistics  =|
t Statistic DF Prob=|t|
Equal Variance Assumed -39.80393 4 23B025E-6

1 Equal Variance NOT Assumed  -39,80393 327479 1,63913E-5

hull Hypothasis: meani-meand = 0

Alemative Hypothes:: maanl-mean2 < 0
At the 0.05 level, the difference of the population means is significantly different with the test difference(0)



Escherichia coli hd|

M Mean SD SEM
"Leaf extract 3 103 15 086603
Tetracycline™ 3 29 06 034641
Difference 187
t-Test Statistics  =|
t Statistic DF Prob=|t|
Equal Variance Assumed -20,0485 4 365304E-5

1 Equal Variance NOT Assumed  -20,0485 262402 6.05399E-4

Hull Hypothess: meanT-meand = 0
Alemative Hypothess: meanl-meand o
At the 0.05 level, the difference of the population means is significantly different with the test difference(0)

Yersinia enterocolitica ~|
M | Mean SD SEM
“Leaf extract” 3 13,3 05| 028868
"Tetracycline™ 3 24 07 040415
Difference -10,7
t-Test Statistics =/
t Statistic DF Prob=|t|
Equal Variance Assumed  -21,54411 4 | 2 7T4552E-5

Equal Variance NOT Assumed | -2154411 36193 | 593147E-5

Mull Hypothesis: meani-meanz =0
Alternative Hypothesis: meani-mean <= J
At the 0.05 level, the difference of the population means is significanthy different with the test difference(0)

P. aerogenosa o |

M Mean SD SEM
"Leaf extract” 3 116 05 028868
Tetracycline” 3 12 1.2 069282
Difference -0.4

t-Test Statistics  ~|

t Statistic DF Prob=|{j
Equal Variance Assumed -0,53294 4 062231
1 Equal Variance NOT Assumed -053294 267413 063514
Null Hypotheses: meanTl-meanZ = 0

Alemative Hypothesss: meanl-meand < 0
At the 0.05 level, the difference of the population means is NOT significantly different with the test difference(0)

Bacillus subtilus -|

N | Mean SD SEM
“Leaf extract” 3 166 11 063509
“Tetracycling™ 3 22 18 103923
Difference -5.4

t-Test Statistics  ~|

t Statistic DF Prob=|t|
Equal Variance Assumed | -443378 4 001138
1 Equal Variance MOT Assumed  -4,43378 331098 001729

Hull Hypothesis: meani-meanZ = 0
Anemative Hypothesis: meani-mean2 < 0
At the 0.0S level, the difference of the population means is significantly different with the test difference(0)



- Test-t de Student : Extrait de pulpe et Tétracycline®.

Bacillus cereus -|

M Mean SD SEM
"Fulp extract” 3 14 1 057735
"Tetracycline™ 3 29 03 017321
Difference -15
t-Test Statistics =]
1 Statistic DF Prob=[t]
Equal Variance Assumed -24 88506 4 154T87TE-5

1 BEqual Vanance NOT Assumed -24 88506 235711 657439E-4

Mull Hypothesis: meani-meand =0
Alemative Hypothess: meani-meand <= 0
At the 0.05 level, the difference of the population means i significantly different with the test difference({0}

Bacillus subtilus |

M Mean SD SEM
“Pulp extract 3 14 1| 057735
“Tetracycline™ 3 22 18 103923
Difference -8
t-Test Statistics  =|
t Statistic DF Probe=|t|
Equal Variance Assumed -6, 72927 4 000254
1 BEqual variance MOT Assumed -6,72927 | 312719 000587
Mull Hypothesis: meani-mean? =0
Altemative Hypothesis: meani-meanZ < 0
At the 0.05 level, the difference of the population means is significantly different with the test difference(0}




> Activité anti-inflammatoire :

Test ANOVA : Indométacine®, huile d’Argan et placebo.

anti-inflammatory test =|
Descriptive Statistics |

[y]

Sample Size Mean Standard Deviation SE of Mean

domeétacine 5 38312 3.27048 1.4626
ASD 5 39 68 4 70594 2. 10456
Placebo 5 13,3 380749 170276

One Way ANOVA -]

= QOverall ANOVA ~|

DF Sum of Squares  Kean Square F Value Prob=F
Model 2 220562661 1102,81331 6988844 2 44261E-7
Error 12 189, 35548 15, 77962
Total 14 2394 98209

Mull Hypothesis: The means of all levels are egual.
Alternative Hypathesis: The means of one or more levels are dif ferent.

At the 0.05 level, the population means are significantly different.

= Fit Statistics ~ =|

L

R-Square CoeffVar RootMSE Data Mean
0,92094 0,13054 3,97236 30,43067

Test-t de Student : Indométacine®, huile d’Argan et placebo.

|

L

Descriptive Statistics ~|

N  Mean sD SEM
"Indométacine” 5 38312 327048 14626
"ASO" 5 3968 470594 210456
Difference -1,368

| {-Test Statistics  ~|

t Statistic DF Prob=|
Equal Variance Assumed -0,53377 8 060801
Equal Variance NOT Assumed = -053377 713301 060972

Mull Hypothesis: mean!-meand =
Alwmative Hypothesis: meant-mean2 © 0
At the 0.05 level, the difference of the population means is NOT significantly different with the test difference(0)




> Activité cicatrisante :

Excisions circulaires
6™ jour de traitement

Test ANOVA : Madécassol®, huile d’Argan et placebo.

+ Excision wound area

+ Gth day
- Descriptive Statistics
L Sample Size Mean Standard Deviation = SE of Mean
Madecassol 5 137532 2235803 9,99882
ASO 5 129368 2235803 9,99882
Placebo 5 22232 29 23743 13,07538
- One Way ANOVA
= Overall ANOVA
OF  Sumof Sguares = Mean Sguare F Value Prob=F
Model 2 26488 14405 1324407203 2142371 | 1,09686E-4
Error 12 T418 36304 618,196082
Total 14 33906,50708

Mull Hypothesis: The means of all levels are egual.
Alternative Hypothesis: The means of ons or more levels are differsnt.

At the 0.05 level, the population means are significantly different.

-1 Fit Statistics
|_ R-Square | CoeffVar | Root MSE | Data Mean

078121 015247 24 86357 16307067

Test-t student: Madécassol® et huile d’Argan.

- Descriptive Statistics ~|

1 I_ N Mean 3D SEM
| "madécassol’ 5 137532 2235803 999882
' "ASOr 5 129368 2235803 999882
Difference 8.164

) t-Test Statistics |

t Statistic = DF = Prob=|i]
. Equal Variance Assumed 057735 8 057958
. Equal Variance NOT Assumed | 057735 B 057958

Null Hypothesis: meanl-meand = 0
Alrwmativie Hypothess: mean!-mean2 < 0
Al the 0.05 lavel, the difference of the population means is NOT significantly different with the test differance(0)



Excisions circulaires
12°™¢ jour de traitement :

Test ANOVA : Madécassol®, huile d’Argan et placebo.

+ Excision wound area
+ 12th Day
= Descriptive Statistics

Error 12 3107,74592 258,97883
Total 14 31796,55269

Sample Size = Mean  Standard Deviation = SE of Mean

Madecassol® 5 45,844 982975 4,396

ASO 5 29,516 13,43245 6,00717

Placebo 5 129,368 22,35803 999882
= One Way ANOVA
= Overall ANOVA

DF Sumof Squares  Mean Square  F Value Prob>F
Model 2 28688,80677 14344 40339 5538832 8,71752E-7

Null Hypothesis: The means of all levels are equal
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different

At the 0.05 level, the population means are significantly different.
= Fit Statistics
L R-Square CoeffVar Root MSE Data Mean
0,90226 0,23582 16,09282 68,24267

Test-t de Student : Madécassol® et huile d’Argan.

Descriptive Statistics |

T

N Mean ab SEM
"madécassol® 5 45844 982975 4,396
“ASO" 5 29516 1343245 600717

Difference 16,328

t-Test Statistics ~ ~|

t Statistic DF Prob=|t]
Equal Variance Assumed 219348 8 00596
Equal Variance NOT Assumed = 219349 732936 006263

Mull Hypothesis: meani-meanZ =0
Alternative Hypothesis: meani-meand <= 0

At the 0.05 level, the difference of the population means is NOT significantly different with the test difference(0)




Incisions linéaires
6°™ jour de traitement:

Test ANOVA : Madécassol®, huile d’Argan et placebo.

+ Linear incision

=+ 6th day
= Descriptive Statistics
I— Sample Size  Mean  Standard Deviation SE of Mean
Madecassol® 5 17.8 1,48324 0,66332
ASO 5 14 1,58114 070711
Placebo 5 27,2 1,48324 0.66332
= One Way ANOVA
= Overall ANOVA
DF Sum ofSquares Mean Square F Value Prob=F
Model 2 461,73333 23086667 10037681 3,21978E-8
Error 12 276 23
Total 14 489, 33333
| Null Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
= Fit Statistics
|_ R-Square CoeffVar RootMSE Data Mean
0,9436 0,07711 1,51658 19, 66667

Test-t de Student : Madécassol® et huile d’Argan.
Descriptive Statistics |

N Mean sD SEM
"madécassol” 5 178 148324 066332
"ASO" 5 14 158114 070711
Difference 38

{-Test Statistics  ~|

t Statistic DF Prob=|t]
Equal Variance Assumed 39194 8 000442
Equal Variance NOT Assumed 39194 796754 000446

Null Hypothesis: mean1-meanZ = 0
Altemative Hypothesis: meani-meanZ © 0
At the 0.05 level, the difference of the population means is significantly different with the test difference(0)




Incisions linéaires
12°™¢ jour de traitement :

Test ANOVA : Madécassol®, huile d’Argan et placebo.

+ linear incision
+ 12th day
= Descriptive Statistics
L Sample Size Mean Standard Deviation SE of Mlean
Madecassol 5 2.4 0,89443 0.4
ASO 5 2 0.70711 0.31623
Placebo 5 18,2 1,48324 0,66332
= One Way ANOVA
- Overall ANOVA
DF SumofSquares Mean Square F Value Prob>F
Model 2 853,73333 426,86667 365,88571 1.7638E-11
Error 12 14 1,16667
Total 14 867,73333
] Null Hypothesis: The means of all levels are egual.
Ahlternative Hypothesis: The means of oné or more levels are aifferent
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
- Fit Statistics
|_ R-Square CoeffVar RootMSE Data Mean
0,98387 0,14338 1,08012 7,53333

Test-t de Student : Madécassol® et huile d’Argan.

' Descriptive Statistics ~|

M Mean sD SEM
- "madécassol” 5 24 088443 04
"ASOT 5 2 070711 031623
Difference 04

| t-Test Statistics ~ ~|

t Statistic OF Prob=|t|
Equal Variance Assumed 073446 8 045537

— Equal Variance WOT Assumed 073446  7,59551 045653

Mull Hypathesis; meani-meand = 0

Alternative Hypothesis: meani-meand <=

Atthe 0,05 level, the difference of the population means is NOT significantly different with the test difference(0)
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Abzstract: The extracted oil of Argamia spinosa (L.} was mvestgated in regard to s fatty acid composition and
polyvphenols by Gas Chromatographv-Mazs Spectromety (GC-MS) and Ulks-lgh Performanes Ligmd
Chromatographv-Elactro Spray lomzaton-Chuadruple Time Of Flhight-Mass Spectrometry (UPLC-ESI-QTOF-MS),
respectively. The reduchon rate of topical inflammation of extracted o1l was caleulated wsing a mouse model. The
skmn toxerty of argan o1l on mtact and damaged skin was aszeszed using a rabbit model. The findings revealsd a nch
content of monounsaturated and polyunsaturated fatty acids and presence of phenolic acids. The o1l exlubited a
reduction of mflammaton and facilitated a healing process without any pntation. The expenmental study revealsd
that 4. spinosa seed o1l displays remarkable wound-healing and anh-mmflammatory activihes related to 1tz chemmeal
compositon. Argan oil has positive potential for skin medicinal apphication.

Kevwords: Argamia spinosa (L.} Skeels; oil; chemical composthon; ant-inflammatory; wound-healmg. & 2016
ACG Pubheations. All nghts reserved.
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Abstract

Purpose: To mesfigafe fhe phenalc profile and biclogical activities of Argamia spinosa L. keaves.
Methods: The crude methano! exfract of lkeaves of A. spinosa L. Skeels was oblained by uiffrasonic
exfraction, and the foial polyphenclic and favonoid confents were determined by uffra-high

Dguid chromatography-elecirospray fonization-gusdrupole fime-of-fight-mass specfromeiry (UPLC-ESE-
QTOFMSE]. In wiro anfioxidant achivily was determined by 2, 2-di-phenyd- 1-picryHhpdrazi (DPPH) radical
azsay and antmicrobial achivily evalusied wusing agar disk difusion method agaimst reference
pathogenic straing (Bacilius subtilis ATCC 6633, Bacilus cereus ATGC 14573, Yersina enterocoltics
ATGE 23715, Siaphylococous sweus ATCE 258923, Psewdomonas aemugnosa ATCC 27833,
Escherichia colif ATGG 25822). Cyiofoxic activily was evaluated by mefhd-thiszolyidiphenyl-lefrazofum
bromide (MTT) assay.

Resulis: The resuwls revealed abundant pofyphenols and flavonoids (221.39 + 5.70 py GAEg'! g and
B6.86 + 336 pg CAEQ/ g, respectively] in the keaf exfracf UPLC-DAD-ESLGTOF-MS profiing showed
the presence of myrecitin-i-gabctoside, myrecin-3-guctoside. myrecitin-3-xyloside, guencedin-3-
galacfoside, quercefin-J-glicoside, guercetin-J-asbinofusnoside, and quercefin-F-rhamnoside. DPFPH
assay of the leaf extract yelded a hali-maximal effective concentraltion (EGsy walue of 125.60 = 1.87 pg.
A spinosa L leaves exhibied anfihacfenal activily against Gram (#] and Gram (-] bacteria, with
particularly marked acfivify against B. subfiis (inhibifion zone, 16 mm). Cyfctoxicily data showed that the
exfract inhibied the profferation of PC3 cells (e ~ 600 pgl.

Conclusion: A spinosa L. kaf exiract is nch n valuable biclogically active compounds and could
represent & new resource for natwal and preventive therapies.
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