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Résumé

Pistacia atlantica est une plante médicinale qui occupe une place appréciable dans le monde
de la médecine traditionnelle. Afin de valoriser les différentes parties de la plante, nous nous
sommes intéressés a étudier les propriétés biologiques (antioxydante, antimicrobienne, anti-
inflammatoire et anti-tyrosinase) des différents extraits préparés a partir de P. atlantica selon
le genre, le type d'organe (racines, bourgeons et fruits), la situation géographique et le stade
de maturation des fruits. Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés
ont ¢ét¢ déterminées par des techniques spectrophotométriques. L’activité antioxydante a été
déterminée, in vitro, par les tests de la capacité antioxydante totale CAT et le piégeage du
radical libre DPPH. Par ailleurs, la détermination de 1’activité antimicrobienne a été réalisée
par la méthode de diffusion sur disques et celle des micro-dilutions en milieu liquide.
L'activité anti-inflammatoire a été évaluée in vivo en réduisant 1'ceedéme de la patte induit par
le carraghénane chez les souris. Une étude histologique complémentaire a été effectuée.
L’étude de la composition chimique des extraits sélectionnés a ¢été réalisée par
chromatographie en phase liquide haute performance (CLHP-DAD).

Les résultats obtenus ont montré que les extraits de bourgeons présentaient la teneur
phénolique la plus élevée (565.74 £ 9.84 mg EAG/ g MS), suivis des extraits de fruits et de
racines. Les teneurs en flavonoides et en tanins condensés variaient de 0.38 + 0.03 a 1.92 +
0.11 mg EC/g MS et de 0.37 £ 0.03 a 16.54 + 0.94 mg EC/g MS, respectivement. Pour les
tests de DPPH et de la CAT, les valeurs variaient de 0.038 + 0.000 a 1.331 £ 0.114 mg/mL et
de 1.58 + 0.06 a 43.64 + 2.58 mg/mL, respectivement. De plus, les extraits de bourgeons ont
montré la bioactivité la plus €levée contre les bactéries pathogeénes ainsi qu’une réduction
significative de I'eedéme, de la 1°"® heure & la 6°™ heure, et cela de maniére dose-dépendante
(150, 200 et 300 mg/kg). Les observations histologiques des tissus enflammés ont également
confirmé ce résultat. Les extraits de bourgeon ont démontré une inhibition de l'activité de la
tyrosinase, avec une CEso de 0.098 = 0.00 mg/mL de facon dose-dépendante. Par ailleurs,
I'analyse CLHP-DAD a révelé que l'acide caféique et l'acide dimethyl-allyl caféique
caractérisaient l'extrait de bourgeon, tandis que la rutine et I'nydroxytyrosol étaient abondants
dans I'extrait des fruits rouges. Ces résultats suggérent que P. atlantica par sa richesse en

molécules bioactives peut étre utilisé en thérapie, en agro-alimentaire et en cosmetique.

Mot clés: Pistacia atlantica; Composition chimique; Composés phénoliques; Activités

biologiques.



Abstract

Pistacia atlantica is a medicinal plant that occupies an important place in the world of
traditional medicine. In order to enhance the different parts of the plant, we have studied the
biological properties (antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory) of the different
extracts prepared from Pistacia atlantica Desf. subsp. atlantica, according to gender, organ
type (roots, buds and fruits), harvest region and stage of ripening.

The polyphenol contents, flavonoids and condensed tannins were determined by
spectrophotometric techniques. The antioxidant activity was determined in vitro by the
evaluation of the total antioxidant capacity CAT and DPPH assay. In addition, the
determination of the antimicrobial activity was carried out by diffusion on disks methods and
micro-dilutions in liquid medium assay. The anti-inflammatory activity was evaluated in vivo
by reducing carrageenan-induced hind paw edema in mice. A complementary histological
study was performed. The chemical composition of the selected extracts was studied by high
performance liquid chromatography (HPLC-DAD).

The results showed that buds extracts exhibited the highest phenolic content (565.74 + 9.84
mg equivalents of gallic acid (EGA)/g dry matter (DM)), followed by fruit and root extracts.
The concentrations of flavonoids and condensed tannins ranged from 0.38 + 0.03 to 1.92 +
0.11 mg catechin equivalents/g DM and from 0.37 + 0.03 to 16.54 + 0.94 mg EC/g DM,
respectively. For DPPH and CAT assays, values ranged from 0.038 + 0.000 to 1.331 + 0.114
mg/mL and from 1.58 £ 0.06 to 43.64 = 2.58 mg/mL, respectively. Besides, bud extracts
showed the highest bioactivity against pathogenic bacteria and a significant reduction in
edema, from the 1st to the 6th hour, in a dose-dependent manner (150, 200 and 300 mg/kg).
Histological observations of inflammed tissues also confirmed these results. The plant
preparation was then documented to inhibit tyrosinase activity, with an ECsg value of 0.098 +
0.00 mg/mL in a dose-dependent manner. In addition, HPLC-DAD analysis revealed that
caffeic acid and dimethyl-allyl caffeic acid characterized bud extract, while rutin and
hydroxytyrosol were abundant in red fruit extract. Current evidence suggests that Pistacia
atlantica by its richness in bioactive molecules can be used in therapy, food industry and

cosmetic products.

Keywords: Pistacia atlantica; Chemical composition; Phenolic compounds; Biological

activities.
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La médecine traditionnelle est trés répandue dans toutes les régions du monde et son usage ne
cesse de croitre dans les pays industrialisés. En Afrique, jusqu’a 80 % de la population a
recours a la médecine traditionnelle (OMS, 2019)

L’Algérie, par la richesse et la diversité de sa flore, constitue un véritable réservoir
phytogénétique, avec environ 4000 espéces et sous-espéces de plantes vasculaires
(Dobignard et Chatelain, 2010-2013), et plus de 600 especes de plantes médicinales et
aromatiques utilisées dans le traitement des maladies les plus connues telles que les maladies
cardiovasculaires, gastriques, neurologiques et respiratoires (Miara et al., 2019). De ce fait,
I’intérét pour les antioxydants, les antimicrobiens et les anti-inflammatoires, particulierement
d’origine végétale, a considérablement augmenté ces dernicres années.

Les études menées sur la pharmacopée traditionnelle Algérienne ont décrit plusieurs espéces,
parmi lesquelles figure le pistachier de 1’ Atlas (ou Pistacia atlantica Desf).

Le genre Pistacia (famille des Anacardiacées) comprenant au moins 11 especes différentes
(Zohary, 1952 ; Parfitt et Badenes, 1997) est largement réparti du sud-ouest de I'Asie au
nord-ouest de I'Afrique (Samavati et Adeli, 2014). Cing especes du genre Pistacia sont
présentes en Algérie et caractérisent I’environnement d’Afrique du Nord et le Moyen-Orient :
P. atlantica Desf., P. lentiscus L., P. terebinthus L., I'hybride spontané Pistacia x saportae
Burna et P. vera L. (Quezel et Santa 1963 ; El Zerey-Belaskri et al., 2013).

Pistacia atlantica Desf. est 1’'une des especes sauvages les plus diffusées de ce taxon. En
arabe, cette plante est appelée « Al Bottm » ou « El buttum al atlassi » pour la distinguer de
Pistacia terebinthus qui est également appelé parfois « El butum » (ELZerey-Belaskri,
2016) ; toutefois, de nombreux noms vernaculaires sont connus dans les différentes régions ou
il pousse (par exemple btom, bettam, botma, battach, iggt, iqq, idj, tismelelt, tesemhalt)
(Quezel et Santa, 1963 ; El Zerey-Belaskri, 2016). Ses feuilles sont larges, imparipennées, a
rachis finement ailés, et a folioles lancéolées et abtuses au sommet caduques et chutent en
automne, d’une couleur vert pale, imparipennées, glabres et sessiles (El Zerey-Belaskri et
Benhassaini, 2017). Les fleurs apparaissent en été, elles sont apétales, rougeatres et petites en
panicules axillaires (Quezel et Santa, 1963). Les fruits, dont 1’appellation vernaculaire « El
khodri », pour sa couleur vert foncée a maturité (Belhadj, 1999), ou « Tikouaouéche » au
Maroc (Yaaqobi et al.,2009), ou« Godhime » par la population saharienne (Benarradj,
2010) sont des drupes comestibles légérement ovales et aplaties, mesurant de 6 & 8 mm de
long et de 5 & 6 mm de large a maturité, de couleur jaune au stade immature, qui change

progressivement en rouge puis atteignent leur maturité au mois de septembre tout en ayant
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une couleur vert foncée. L’écorce est lisse a 1’dge jeune et squameux a un age avancé
(Monjauze, 1980), produit une résine mastic qui exsude naturellement de facon abondante
par temps chaud (Belhadj, 2001).

P. atlantica posséde un important réle ethnobotanique dans la population locale ou cette
plante  est utilisée dans la  médecine traditionnelle  depuis  D’antiquité
(Benhassaini et al., 2003; El Zerey-Belaskri et Benhssaini, 2017). Elle est riche en
composés biologiqguement actifs, tels que la glucogalline, I'acide gallique, [l'acide
galloylquinique, l'acide gentisique, l'acide galloylshikimique, le gallate de méthyle, l'acide
quinique, l'acide digalloylquinique, Il'acide digallique, le trigalloylglucose, le
tétragalloylglucose et I'acide tétragalloylquinique (Ben Ahmed et al., 2018). Ces molécules
appartiennent aux métabolites secondaires, dont la fonction physiologique n’est pas toujours
évidente mais représentent une source considérable de molécules utilisables par 1’homme
dans différents domaines, tels que la pharmaceutique ou 1’agro-alimentaire.

Les composés phénoliques peuvent assurer divers roles dans:

[ Interactions des plantes avec leur environnements biologique et physique (résistance aux
UV, relations avec les bactéries, les champignons, etc.);

[1 Certains aspects de la physiologie de la plante (lignification, régulation de la croissance,
o)

[1 La conservation aprés récolte de certains végétaux ; les criteres de qualité (couleur,
astringence, amertume, qualité nutritionnelle, etc.);

[1 Les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des traitements
technologiques (préparation des jus, boissons fermentées, etc.) (Macheix et al., 2005).

A cbté de ces fonctions physiologiques au niveau du végétal, les composés phénoliques
possédent des effets biologiques trés marqués tels que les effets antioxydants, antimicrobiens
et anti-inflammatoires ainsi que dans le traitement de maladies telles que I'obésité, le cancer et
le diabéte (Zhang et al., 2022). Certaines activités biologiques importantes sont illustrées ci-
dessous.

L’activité antioxydante dont le principe est la capacité des substances appelées des
antioxydants, a neutraliser ou réduire les dommages causés par les radicaux libres dans un
organisme, et ainsi permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations non
cytotoxiques des especes réactives de 1’oxygene (Vansant, 2004). Les antioxydants sont des
substances qui se présentent a faible concentration par rapport au substrat oxydable et sont

capables de ralentir ou d’inhiber 1’oxydation de ce substrat.
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Cette définition fonctionnelle s’applique & un grand nombre de substances, comprenant des
enzymes aux propriétés catalytiques specifiques, mais aussi de petites molécules hydro- ou
liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence d’antioxydants dans
tous les compartiments de 1’organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou
extracellulaires (Cano et al., 2006).

Un antioxydant peut agir par différentes maniéres (Coene, 2004) :

v 1l peut arréter la réaction en chaine qui précede la multiplication des radicaux libres,
gréce a la stabilité de la structure des antioxydants.

v" 1l peut empécher ’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidement
que celui-ci et en le préservant ainsi de 1’oxydation.

v" 11 peut absorber 1’énergie excédentaire de 1’oxygéne singulet pour la transformer en
chaleur.

v Il peut aussi agir via la chélation avec des métaux, ce qui permet de ralentir les réactions
de Fenton (formation de radicaux hydroxyles résultant de la réaction du fer ferreux avec
le peroxyde d’hydrogéne selon une réaction d’oxydo-réduction).

Les principales sources d’antioxydants sont représentées généralement en deux groupes : les
antioxydants d’origine endogéne qui se compose de protéines, d’oligoéléments et d’enzymes
tels que (La superoxyde dismutase, le glutathion- peroxydase...) et les antioxydants d’origine
exogene ; ce qui signifie qu’elle provient de I’extérieur de 1’organisme.
On distingue deux origines d’antioxydants exogenes, qui sont les médicaments comme les
bétabloquants, les anti-inflammatoires non stéroidiens et les antihypertenseurs qui ont été
évalués pour leurs propriétés antioxydantes (cavin, 1999), et les antioxydants naturels
d’origine nutritionnelle tels que 1’acide ascorbique (vitamine C), les caroténoides et les
polyphénols (flavonoides, tanins).
De nombreuses études ont montré que les polyphénols végétaux peuvent étre utilisés comme
antioxydants contre différentes maladies induites par le stress oxydatif (Mandal et al., 2009;
Pawlowska et al., 2019). L’explication de ces bienfaits est la "théorie du piégeur
biochimique", selon laquelle les composés polyphénoliques neutralisent les radicaux libres en
formant des complexes chimiques stables, empéchant ainsi toute réaction ultérieure (Sroka et
Cisowski, 2003).

Les composés phénoliques ont également démontré des activités antimicrobiennes,
antifongiques et antivirales potentielles (Chavez et al., 2006), surtout que la résistance aux
antibiotiques est devenue un grave probléme de santé publique, touchant la plupart des agents

antibactériens, et cela dans tous leurs champs d’action. Les antibiotiques perdent de leur
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efficacité et les maladies que 1’on croyait éradiquées ressurgissent. D’autre part, de
nombreuses questions se posent a I’heure actuelle sur la toxicité des substances synthétiques.
Or ces produits non seulement é€liminent 1’infection mais affaiblissent en méme temps
I’organisme qui par la suite aura des difficultés a recréer son propre systéme de défense. La
diminution de I’efficacité des moyens de lutte impose a trouver une alternative a 1’utilisation
des antibiotiques, en synthétisant de nouveaux composés aux vertus bactéricides (Alami et
al., 2005).

Les mécanismes d’action de ces composés sur les cellules bactériennes ont été attribués a leur
capacité a supprimer un certain nombre de facteurs de virulence microbienne, tels que,
I’inhibition de la formation de biofilm, la neutralisation des toxines bactériennes, la réduction
de 1’adhésion des ligands d’hote, et montrent une synergie avec les antibiotiques
(Miklasinska-Majdanik et al., 2018). La littérature rapporte que les polyphénols sont des
substances antimicrobiennes efficaces vis-a-vis d’une large gamme de micro-organismes
(Gonzalez-Segovia et al., 2008; Orhan et al., 2010 ; Othmane et al., 2019) et ils ont de
multiples cibles cellulaires et peuvent viser différentes fonctions et composants dans la cellule
(Boban et al.,, 2010). Cushnie et Lamb (2005) ont rapporté que les mécanismes
antibactériens de plusieurs flavonoides pourraient étre attribués a I'inhibition de la synthése
des acides nucléiques, I’inhibition de la fonction de la membrane cytoplasmique, ou
I'inhibition du métabolisme énergétique, en se complexant avec les protéines extracellulaires
et avec la paroi bactérienne.

De plus les polyphénols s’avérent d’excellents candidats pour développer de nouveaux
antimicrobiens alimentaires et des agents de conservation (Li et al., 2014).

A cet égard, les fabricants de produits alimentaires ont été encouragés a utiliser des
antioxydants naturels au lieu de composés synthétiques afin de maintenir les valeurs
nutritionnelles de leur produits (Balasundram et al., 2006). Par exemple, les antioxydants
synthétiques tels que 1’hydrotoluéne butylé (BHT) et I’hydroxyanisole butyl¢ (BHA) qui
peuvent étre inadequats pour la consommation humaine ; car plusieurs recherches ont
mentionné leurs propriétés toxiques pour la santé humaine et I’environnement (Edziri et al.,
2012). lls peuvent étre remplacés par des extraits des végétaux, en particulier des polyphénols
(Moure et al., 2001).

Les polyphénols peuvent aussi manifester un effet anti-inflammatoire. L’inflammation étant
un phénomene de défense non spécifique répondant a une agression, et qui vise a maintenir
I’intégrité du soi, elle agit pour éliminer les infections et favoriser la cicatrisation des plaies

(Liu et al., 2019). Cette reponse, dénommee inflammation aigue est un phénomene bénéfique
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pour I’organisme qui lui permet de récupérer son intégrité physiologique. L aspect négatif de
la réponse inflammatoire intervient quand cette derniére se persiste et devient une
inflammation chronique. Dans ce cas la réaction inflammatoire doit étre contrdlée par les
médicaments (Weill et Batteux, 2003).

Les mécanismes humoraux et cellulaires de I'inflammation sont nombreux et complexes. Ils
impliquent des facteurs de régulation tels que le facteur kappa B (NF-kappa B) ainsi que des
substances de signalisation synthétisées par des cellules du systeme immunitaire telles que des
cytokines et les prostaglandines (Amri et al., 2018). De nombreux facteurs peuvent étre a
l'origine du processus de I’inflammation ; les agents le plus souvent rencontrés sont :
I’hypoxie (par ischémie le plus souvent); les agents physiques (les traumatismes, les brulures,
les radiations); les agents chimiques (les substances caustiques); les agents microbiens (par les
exotoxines, les endotoxines des microbes, I’effet cytopathogene des virus); les réactions
immunologiques (les maladies auto-immunes) (Osadebe et al., 2003).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent un groupe hétérogéne de
substances qui permettent de réduire ou de supprimer les conséquences de la réaction
inflammatoire, sans préjuger de 1’étiologie, ni du mécanisme de celle-ci. Ils agissent en
inhibant plus ou moins sélectivement les iso-enzymes de la cyclooxygénase (COX). Tres
largement utilisées en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, antalgiques,
antipyrétiques et pour certaines inhibitrices de 1’agrégation plaquettaire, ces molécules sont
malheureusement a 1’origine d’effets indésirables graves qui dépendent, ou non, de leur
mécanisme d’action (Tréchot et Jouzeau, 2014).

Les glucocorticoides sont largement utilisés pour supprimer l'inflammation dans les maladies
inflammatoires chroniques telles que la polyarthrite rhumatoide, I'asthme, les maladies
inflammatoires de l'intestin et les maladies auto-immunes, qui sont toutes associées a une
expression accrue des génes inflammatoires (Barnes, 1998).

Ces deux types d’anti-inflammatoires conventionnelles, habituellement utilisés pour soulager
les maladies inflammatoires, nécessitent un traitement a long terme et leur utilisation est
souvent associée a de graves effets secondaires. Cela a conduit a la recherche de traitements
d'alternatives. A cet égard, les métabolites secondaires de diverses plantes médicinales tels
que les polyphénols se sont avérées étre efficaces dans le traitement de l'inflammation
(Santangelo et al., 2007). lls agissent par régulation de I'activité cellulaire dans les cellules
inflammatoires et en modulant les activités des enzymes impliquées dans le métabolisme de

I'acide arachidonique (phospholipase A2, cyclooxygénase (COX)), lipoxygénase (LOX),
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métabolisme de I'arginine (NOS), modulant la sécrétion d'autres molécules pro-
inflammatoires (Hussain et al., 2016).

Il est a noter que les métabolites secondaires, comme les flavonoides possedent également

des activités biologiques tres intéressantes, ce sont de puissants inhibiteurs de la tyrosinase
(Loizzo et al., 2012). La tyrosinase (EC 1.14.18.1) est une enzyme ubiquitaire présente dans
presque toutes les cellules. Elle catalyse deux réactions différentes. La monophénolase est
responsable de I'orthohydroxylation des monophénols (comme la tyrosine) en o-diphénols
(comme la L-DOPA, la 3-(3,4-dihydroxyphényl)-L-alanine); tandis que la diphénolase
catalyse I'oxydation des o-diphénols (comme la L-DOPA) en o-quinones (comme la
dopaquinone) (Sanchez-Ferrer et al., 1995). La dopaquinone peut étre facilement convertie
en dopachrome, un pigment orange a rouge. Un brunissement enzymatique défavorable des
aliments d'origine végétale par la tyrosinase peut entrainer une diminution de la qualité
nutritionnelle et la formation de composés toxiques (Loizzo et al., 2012).
La tyrosinase joue également un réle critique dans la biosynthése de la mélanine dans les
mélanocytes et est considérée comme I'enzyme clé dans la coloration de la peau, des cheveux
et des yeux (Rescigno et al., 2002). Dans 1’agroalimentaire, la tyrosinase est connue comme
I’enzyme responsable du changement de la couleur des fruits et de certains végétaux
(brunissement). Ce phénomene est dii a I’oxydation de composés diphénoliques en quinone
(Lee, 2002). L'inhibition de la tyrosinase est donc I'une des principales stratégies utilisées par
I'industrie cosmétique pour obtenir des effets de blanchiment de la peau et de dépigmentation
aprés un coup de soleil (Kim et al., 2005). Les molécules décrites comme inhibiteurs de la
tyrosinase peuvent agir par différents mécanismes. Elles peuvent interférer avec la
transcription de son géne, sa glycosylation, réduire le contrdle post-transcriptionnel, ou
inhiber son activité par différentes modalités. Les molécules capables d’inhiber la tyrosinase
sont de nature chimique trés diverse. L'acide kojique est l'inhibiteur de tyrosinase le plus
étudié, largement utilisé comme agent de blanchiment cosmétique et comme additif
alimentaire pour prévenir la décoloration. Il représente un effet inhibiteur compétitif sur
I'activité de la monophénolase et un effet inhibiteur mixte sur I'activité de la diphénolase de la
tyrosinase des champignons (Chang, 2009) alors que pour les flavonoides, le mécanisme
d’inhibition des bloqueurs de flavonol est principalement l'inhibition compétitive de la
chélation de la monophénolase et du cuivre (Chang, 2009).

L’analyse phytochimique des différentes parties de la plante P. atlantica ont fait I’objet de
guelques études. Les extraits des feuilles et des racines comportent des acides phénoliques,
des flavonoides et des tanins (Bozorgi et al., 2013; Ben Ahmed et al., 2017; Toul et al.,
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2017). Des etudes sur les fruits de cette plante ont montré la présence des phénols simples tels
que I’acide gallique et 1’acide p-coumarique (Benhammou et al., 2008), d'acides gras, de
stéroides, d'acides phénoliques, des flavonoides et des flavones (Kawashty et al., 2000 ;
Benhassaini et al., 2007 ; Yousfi et al., 2009) et des gallotanins (Wei et al., 2002 ; Zhao et
al., 2005). L’étude sur I’huile fixe des fruits de P. atlantica était caractérisée par sa richesse
en triterpénoides, en acides gras insaturés comme les acides oléique (46-51%), linoléique
(27.5-30%), palmitique (24 %), palmitoléique (1.23-5.73 %), stearique (1.48-2.61 %),
linolénique (0.95-1.5 %), les stéroides et les triglycérides (Yousfi et al., 2005 ; Benhassaini
et al., 2007 ; Saber-Tehrani et al., 2013). Toul et al, (2016) a rapporté que les extraits bruts
des bourgeons contiennent plusieurs composés phénoliques tel que I’acide ferulique et 1’acide
ascorbique.

Ces différentes études phytochimiques prouvent que les extraits des espéces de Pistacia et
leurs métabolites secondaires possedent diverses propriétés biologiques, dont des activités
antioxydantes, antimicrobiennes (Benhammou et al., 2008 ; Achili et al., 2020; Ben Ahmed
et al., 2022), antitumorales (Hashemi et al., 2017), néphroprotectrices et anti-inflammatoires
(Heidarian et al., 2017).

Jusqu’a nos jours, les scientifiques ne cessent de valoriser ce fameux arbre. Plusieurs
travaux antérieurs de notre équipe au cours de dix années de recherche sur P. atlantica ont
révélé que cette espéece est une source de composés phénoliques et que leurs teneurs varient
selon les parties de la plante étudiées, Cependant peu d’études ont été réalisées sur la partie

bourgeon de cette plante.

Pour cela, cette étude a été entreprise afin d’évaluer:
1- La variation de la teneur et de la nature des composés phénoliques dans les extraits de P.
atlantica, en fonction de différents criteres a savoir :
= Le genre (pied male et pied femelle).
= Le type d'organes (racine, bourgeon et fruit),
= La situation géographique (plusieurs stations ont été étudiées : Oudjlida, Safsaf, Ain-
Fezza).
= Le stade de maturation des fruits (différents stades ont été pris en considération a
savoir : le fruit immature, fruits rouge, fruit mar).
2- L activité antioxydante, antimicrobienne et anti-tyrosinase in vitro ainsi que ’activité anti-

inflammatoire in vivo des extraits.
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I. Préparation des extraits et dosages des composés phénoliques
1. Collecte du matériel vegétal

Le matériel végétal (racines, bourgeons foliaires et fruits) a été récolté a partir de trois
localites dans la wilaya de Tlemcen (Nord-ouest de 1'Algérie) durant 1’été 2016 (Figure 1).

L’espéce végétale récoltée a été identifiée par le Professeur EL ZEREY BELASKRI A.
Université d’Oran (Algérie). Un spécimen d’herbier (No. 1784) a été préparé et déposé dans
le Laboratoire des Produits Naturels du Département de Biologie, Université de Tlemcen
(Algérie).
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Figure 1. Photo du matériel végétal.

a : Racines, b : Bourgeons, Cu: fruits immatures, Cz : fruits rouges, Cs : fruits mars.
2. Situation géographique de la station d’échantillonnage

Les caractéristiques géographiques de la station d’étude de [I’échantillonnage sont

représentées dans le tableau 1 et la figure 2.
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Tableau 1. Les caractéristiques géographiques et bioclimatiques du Matériel étudié

Etage bioclima-

Station Le sexe Parties étudiées Période de récolte Site de récolte tique
-Individu Male Racine-bourgeon foliaire. Latitude:
Juin 34°55' 06.6" N
Oudjlida (Tlemcen) Pour les fruits | Longitude : Semi-aride tempéré
(Juin-juillet-AoQt) | 1-20" 10.8"W

Individu femelle

Racine-bourgeon foliaire-Fruit

Altitude: 500 m

Safsaf (Tlemcen)

Individu Male

Racine-bourgeon foliaire.

Individu femelle

Racine-bourgeon foliaire-Fruit

Juin
Pour les fruits
(Juin-juillet-Ao(t)

Latitude:

34053' 59" N
Longitude: 1°16’
33"W

Altitude: 616 m

Semi-aride tempeéré

Ain-Fezza (Tlemcen)

Individu Male

Racine-bourgeon foliaire.

Individu femelle

Racine-bourgeon foliaire-Fruit

Juin
Pour les fruits
(Juin-juillet-Aodt)

Latitude:
34052' 45" N
Longitude:
114" 18" W
Altitude: 730 m

Semi-aride tempéré

11




Légende de la carte
— Route principale
—— Route secondaire
——— Oued

s Limite d'Btat
— Voieferrée

Zones d’étude :

Mer d'Alboran
Mer Méditerranée

2 o~ ‘ — Chabm
mﬁﬁi odcomc  Dadhe
/ JDovar Bouric :
H JEf Haouanet Moha
gumnar ‘] Douar Oulad
ar Bab Tahar | Bou Setts

{
Manl:. X

2 Piarra  Altitude (en m)
hat

Flis de S000
Ce 2000 & 3500
De 1000 3 200
e S00 a4 10
Le 200 5 S0
De S0 8200

Ce 0 35S0

Ay dessous du

revedy de L3 mer

o{mam

Qlﬂou
i Safsaf
o F

i Tlcmcm

3 Momouu
" ATEAS

*Tahdariat
TELLIEN O
"Terni Beni Y

0 15 20

Figure 2. Situation géographique des stations de collecte (Encarta, 2007).
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3. Préparation des extraits hydro-méthanoliques

Les parties végétales ont été séchées a I’ombre et a I’abri de I’humidité a température
ambiante pendant plusieurs jours. Apres séchage, les racines, les bourgeons et les fruits sont

broyés en poudre fine puis conservées pour des utilisations ultérieures.

Deux grammes de I'échantillon est mis en suspension dans 60 mL de mélange méthanol/eau
(70/30 ; viv), pendant 24 h, a température ambiante. Aprés filtration, le filtrat est évaporé,
sous vide, a 50°C a I’aide d’un évaporateur rotatif de type (HAHNVAPOR HS-2005V).

Le résidu sec est ensuite dissous dans 3 mL de méthanol (Benhammou et al., 2009).

4. Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Singleton et
Ross (1965) en utilisant le réactif du Folin—Ciocalteu. Un volume de 200 pL de chaque extrait
est introduit dans des tubes a essais, le mélange (1 mL de Folin Ciocalteu dilué 10 fois et 0.8
mL de carbonate de sodium a 7.5 %) est additionné. Les tubes sont agités et conservés durant
30 min. L’absorbance est mesurée a 765 nm en utilisant le spectrophotomeétre. Une courbe
d’étalonnage a différentes concentrations d’acide gallique a été préparée. Les teneurs en
phénols totaux sont exprimées en milligramme (mg) équivalents d’acide gallique par gramme

(9) du poids de la matiére seche (mg EAG/ g MS). Chaque échantillon est répété trois fois.

5. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique adaptée
par Zhishen et al. (1999). Une quantité de 500 pL de solution méthanolique de catéchine a
différentes concentrations ou de 1’extrait méthanolique dilués est ajoutée a 1500 uL de I’eau
distillée. Au temps zéro, 150 pL de nitrite de sodium (NaNOz) a 5 % est ajouté au mélange.
Aprés 5 min, 150 pL de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 10 % (m/v) est rajouté. Apres
I’incubation de 6 min a la température ambiante, 500 pL d’hydroxyde de sodium (NaOH) (1
M) est additionné. Immédiatement, le mélange est complétement agité. L'absorbance de la
solution de couleur rosatre est mesurée a 510 nm contre le blanc. La teneur en flavonoides
totaux des extraits des plantes médicinales est exprimée en milligramme (mg) équivalents de
catéchine par gramme (g) du poids de la matiére séche (EC)/g MS). Chaque échantillon est

répété trois fois.
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6. Dosage des tanins condenses

Les quantités des tanins condensés sont estimées en utilisant la méthode a vanilline en
milieu acide (Julkunen-Titto, 1985). Un volume de 50 pL de I’extrait est ajouté a 1500 pL
de la solution vanilline/méthanol (4 %, m/v) et puis mélangé a I’aide d’un vortex. Ensuite,
750 pL de P’acide chlorhydrique concentré (HCI) est additionné et laissé réagir a la
température ambiante pendant 20 min. L'absorbance a 550 nm est mesurée contre un blanc.
La concentration des tanins est estimée en milligramme (mg) équivalents de catéchine par

gramme (g) du poids de la maticre séche (EC)/g) a partir de la courbe d’étalonnage.

I1. Evaluation du pouvoir antioxydant

Dans notre étude, 1’évaluation de l'activité antioxydante in vitro de nos extraits a été
réalisée par 2 tests a savoir : la capacité antioxydante totale (CAT) et le piégeage du radical
libre DPPH".

1. Capacité antioxydante totale (CAT)

La capacité antioxydante totale (CAT) aussi appelée la méthode de phosphomolybdate
repose sur la réduction de Mo (V1) a Mo (V) par les composés antioxydants et la formation
d’un complexe vert phosphate/Mo (V) a pH acide.

Un volume de 0.3 mL de chaque extrait est mélangé avec 3 mL de solution du réactif (acide
sulfurique 0.6 M, phosphate de sodium 28 mM et molybdate d'ammonium 4mM). Les tubes
sont vissés et incubés a 95°C pendant 90 min. Apres refroidissement, I'absorbance des
solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 3 mL de la solution du réactif et
0.3 mL du méthanol et il est incubé dans les mémes conditions que I'échantillon (Prieto et al.,
1999).

La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalents d'acide ascorbique
par gramme de la matiére séche (mg EAA/ g MS). Les expériences sont répétées 3 fois.

2. Piégeage du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH")

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH"). Ce dernier est un radical stable de couleur violacée
qui absorbe dans le visible a une longueur d'onde de 515 a 520 nm (Gazi et al., 2004). Le
DPPH" est décoloré en jaune lorsque I'électron célibataire s’apparie ; il est réduit a la forme

d'’hydrazine en acceptant un atome d’hydrogene (Sanchez-Moreno, 2002). Cette décoloration
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est représentative de la capacité de I'extrait a piéger ce radical libre indépendamment de toutes
activités enzymatiques (Djeridane et al., 2006).
L'effet des différents extraits de P.atlantica sur le DPPH" est mesure par la technique décrite
par (Sanchez-Moreno et al., 1998). Un volume de 50 uL de différentes concentrations de
chaque extrait (4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 mg/mL) est ajouté a 1.950 mL de la solution
méthanolique du DPPH" (0.025 g/l) fraichement préparée. Aprés incubation a 1’obscurité
pendant 30 min et a la température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515
nm a l’aide d’un spectrophotométre. Le controle négatif est préparé en paralléle en
mélangeant 50 uL du méthanol avec 1.950 mL d’une solution méthanolique du DPPH" a la
méme concentration utilisée.
Les pourcentages d’inhibition (%) du radical DPPH" sont calculés a partir de la formule
suivante :

Pourcentage d’inhibition (I %) = [(Ac —Ag) / Ac] x 100

Ac : absorbance du contr6le négatif ; Ae : absorbance de I’échantillon.

La variation des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations d’extrait Nnous
permet de calculer la concentration efficace (Inhibitory Concentration value : Clsp),qui est
définie comme la quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration initiale du

radical DPPH" a 50 %.

I11. Etude in vitro de I’activité antimicrobienne
1. Provenance des germes utilisés
L’activité antimicrobienne des extraits a été évaluée sur sept souches pathogénes. Les

références de différentes souches utilisées sont représentées dans le Tableau?2.
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Tableau 2. Origines des souches utilisées pour 1I’étude du pouvoir antimicrobien.

Microorganismes Gram Code et
SRl Escherichia coli ATCC 8739 MNHN
Pseudomonas aeruginosa Négatif ATCC 27853 MNHN
. . IBMC MNHN
Klebsiella pneumoniae
Strasbourg
Bacillus cereus ATCC 25921 LAPRONA
Positif
Staphylococcus aureus ATCC 6538 MNHN
Listeria monocytogenes ATCC 19111 L APRONA
Levure Candida albicans CIP 444 LABSAB

LAPRONA : Laboratoire des Produits Naturels (Université de Tlemcen) ; MNHN : Muséum National
d’Histoire Naturelle (Paris) ; LAPSAB : Laboratoire Antibiotiques Antifongiques, Physicochimie

Synthése et activité Biologique (Université de Tlemcen).

2. Mise en culture des souches

Les souches conservées sur gélose nutritive, sont revivifiées dans un bouillon nutritif a
37°C pour les bactéries et 30°C pour la levure pendant 24 a 48h puis ensemencées sur boite
contenant des milieux afin de vérifier leur pureté. Apres 24h d’incubation pour les bactéries,
et les 48h pour la levure, un inoculum est préparées par ensemencement des souches sur des
bouillons différents (Muller-Hilton pendant 24h pour les bactéries, et Sabouraud pendant 48h
pour la levure) et cela pour obtenir une turbidité ajustée avec un spectrophotomeétre a une
densité optique entre 0.08 a 0.1 pour une longueur d'onde A de 625 nm (NCCLS, 2001 ;
Normes CLSI, 2006).

3. Méthode de diffusion sur disque

Afin de tester ’activité antimicrobienne des extraits, nous avons utilisé la méthode de
diffusion a partir de disque imprégnés (NCCLS, 2001).
La technique de diffusion en milieu gélose par contact direct, représente une appréciation

qualitative de D’activité antimicrobienne qui peut étre utilisée en étape préliminaire a des
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études plus approfondies. L’aspect quantitatif sera ensuite estimé par la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) (Normes CLSI, 2006).

Le test consiste & I’ensemencement en surface en nappe de milieu gélosé (Muller-Hinton
pour les bactéries et Sabouraud pour la levure) en boites de Petrie par la suspension de
microorganismes a tester (108 UFC/mL pour les bactéries et 10® UFC/mL pour la levure). Les
disques de papier filtre Wattman de 6 mm de diamétre imprégnés de solutions d’extrait de
plante a différentes concentrations sont déposés a la surface de la gélose (Figure 3). Les
boites sont laissées 1 heure a + 4°C puis retournées et incubées pendant 18 & 24 heures a 37°C
pour les bactéries et 30°C pendant 24 a 48 heures pour la levure. La croissance des germes se
traduit par des colonies visibles a I’ceil nu ou par un halo clair autour du disque. Le diameétre
des zones d’inhibition est mesuré en mm en incluant le disque.

En paralléle, les mémes souches sont testées vis-a-vis 1’ampicilline (10 ug/disc) et la
nystatine (100 pg/disque) comme des contrdles positifs et le DMSO (20 uL/disque) comme

des contréles négatifs (Benmahieddine et al., 2021)

4. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) et de la Concentration
Minimale Bactéricide/Fongicide (CMB)

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration de I’extrait de la plante
capable d’inhiber toute croissance microbienne (Andrews, 2001). Cela veut dire, qu’elle
correspond a la concentration provoquant I’inhibition de la croissance d’une population
bactérienne apres 24 heures d’incubation. Cette technique mesure, un effet bactériostatique.
Pour cela une gamme de concentrations (une dilution double (a un demi)) de chaque extrait
sont mises en culture avec une suspension de bactéries ou de levures. La CMI et la CMB
(CMF pour la levure) des différents extraits ont été déterminées par une méthode de micro-
dilution en bouillon (CLSI, 2016). La technique nécessite la préparation d’une gamme de
dilution en utilisant une plaque de microtitration a 96 puits (Figure 3). Les cultures de chaque
souche sont préparées pendant 24h et les suspensions de micro-organismes sont ajustées dans
un spectrophotométre pour avoir une densité d'organismes finale de 10°UFC/ mL pour les
bactéries et 10* UFC/ml pour les levures. Une dilution double (a un demi) a été réalisée dans
la microplaque de 96 puits (100 pL/ puits) pour obtenir des dilutions d'extrait brut avec des
concentrations allant de 0.009 mg/ mL a 5 mg / mL (5000 pg/mL a 9 pg/mL). De l'eau
distillée stérile a été utilisée pour dissoudre les extraits de plantes. Le méme volume de
I'inoculum microbien des souches testées provenant d'une culture de bouillon pendant une

nuit est ajouté dans les puits 3-12 pour donner une concentration finale de 5 x 10°UFC/ mL
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dans chaque puits. Les deux premier puits représentent les témoins : le premier contient le
milieu de culture et I’inoculum (sans extrait) donc c’est le témoin de croissance positif, et le
deuxiéme puits contient seulement ’extrait (sans micro-organismes) ce qui représente le
témoin de croissance négatif. Aprés incubation, pendant 18-24 h a 37 °C (24-48 h pour
Candida), la turbidité indiquait la croissance des micro-organismes.

La CMI est la plus faible concentration d'extrait de plante qui inhibe completement la
croissance visible du micro-organisme. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque
dosage et les valeurs de CMI ont été exprimées en mg/ mL.

Une forte activité a été definie comme une CMI <5 mg/ mL. La CMB a été mesuree par
une sous-culture de 10 puL de chaque puits sur une gélose Mueller Hilton (MHA) pour les
bactéries ou Sabouraud Dextrose Agar pour C. albicans, apres incubation a 37° C pendant 24
h (24-48 h pour la levure). Chaque test est répété trois fois (Benmahieddine et al., 2021).

o
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Figure 3. Microplaque a 96 puits utilisée dans la détermination de la CMI.

IV. Etude in vivo de I’activité anti-inflammatoire

Afin de mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire de I’extrait des bourgeons, un
modele d'inflammation aigue a été sélectionné : test d'ccdéme inflammatoire de la patte chez
la souris, induit par la carragenine, selon la méthode decrite par Winter et al. (1962). Cette
étude est basée sur la comparaison de la réduction de 1’cedéme plantaire aprés administration

du produit de référence et du produit anti-inflammatoire a tester.
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1. Matériel biologique

Pour I’expérience, des souris males de type albinos (NMRI) ont été fournie par 1’Institut
Pasteur d’Algérie. Ces animaux sont hébergés au niveau de I’animalerie de 1’université de
Mostaganem sous des conditions standard (température de (20 £ 2) ° C ; humidité relative de
(60% a 70%) et une photopériode de 12 heures/ 12 heures). Aprés une période d’adaptation,

les souris sont pesees, marquées et soumises a jeline, une nuit avant I’expérimentation.

2. Matériel végétal

D’apres les résultats des analyses phytochimiques et des activités biologiques testées,
I’extrait des bourgeons a montré une meilleure activité antimicrobienne et un pouvoir
antioxydant puissant par rapport aux autres extraits étudiés. Pour cela, cet extrait a été

sélectionné pour évaluer son activité anti-inflammatoire in vivo.

3. Etude toxicologique

I est indispensable d’étudier la toxicité des extraits testés avant d’entamer les activités
biologiques in vivo. La toxicité d’une substance peut étre appréciée soit par 1’étude de sa
toxicité aigiie aprés administration d’une dose unique ou bien par I’é¢tude de sa toxicité
chronique aprés administration répétée de la substance.

Le test de toxicité aigiie de I’extrait est évalué selon les directives de 1’Organisation de
Coopération et de Développement Economique (OCDE-425, 2008). Ce test consiste a
administrer les doses expérimentales aux animaux en observant toute manifestation de
toxicité tel que :I’augmentation dans I’activité (agitation), salivation, convulsion coma et
mort. Ces observations sont faites réguliérement pendant 24 a 48h heures (Paschapur et al.,
2009).

Le test est réalisé sur un effectif de 12 souris pesant 25 + 5 g réparties en trois lots. Ces
souris sont privées de nourriture et d’eau 12 heures avant la période d’expérimentation.
Chaque lot recoit par voie orale la solution & tester aux 3 doses utilisées ultérieurement dans

I’essai anti-inflammatoire (150, 200 et 300 mg/Kg).

4. Prétraitement par les extraits

Une heure avant I’injection de la carragénine, un effectif de 30 souris pesant 25 £ 5 g est
divisé selon I’extrait en cing groupes, chaque groupe recoit par voie orale les solutions
expérimentales comme suit:
e Groupe A (témoin) (n=6) : une solution de NaCl (0.9%).
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e Groupe B (standard) (n=6) : I’anti-inflammatoire de référence : diclofénac (50 mg/Kg)
dissous dans du NaCl 0.9%.

e Groupe C (n=6) : I’extrait des bourgeons a la dose de 150 mg/Kg dissous dans du NaCl
0.9%.

e Groupe D (n=6) : I’extrait des bourgeons a la dose de 200 mg/Kg dissous dans du NaCl
0.9%.

e Groupe E (n=6) : I’extrait des bourgeons a la dose de 300 mg/Kg dissous dans du NaCl
0.9%.

5. Induction de ’inflammation
Une heure apres 1’administration des traitements, chaque animal regoit par injection sub-

plantaire dans la patte arriére droite, 0.1 ml d’une suspension de carragenine a 0.5% dissous

dans du NaCl 0.9%.

6. Evaluation de Iactivité anti-inflammatoire
6.1. Mesure de I’cedéme

Le diametre de la patte a été mesuré, a 1’aide d’un pied de coulisse digital avant et apres
induction de I’cedéme a des intervalles d’une heure pendant six heures. L'évolution de

I'cedéme de la patte a été déterminée chaque heure jusqu’a 6 heure.

Figure 4. Mesure de I'eedéme de la patte de souris par le pied de coulisse digital.
6.2. Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (% AUG)

Le pourcentage d’augmentation (%AUG) de I’cedéme est calculé pour chaque groupe de
souris. Il est donné par la formule suivante (Ndiaye et al., 2006) :
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% AUG = (Dn—Do) x 100 / Do

OU : Dy : diamétre de la patte la 1% heure aprés I’injection de la carragénine ; Do : diamétre

de la patte avant I’injection de la carragénine.

6.3. Calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedéme (% INH)

Le pourcentage d’inhibition (%INH) de 1’cedéme est calculé pour chaque groupe de souris
traitées par rapport au lot témoin. 1l est obtenu par la formule suivante selon Ndiaye et al.
(2006).

%INH= (% AUGtémoin-%AUGtraité) X 100/%AUGtgmoin

6.4. Etude histologique

A la fin des expérimentations, les souris sont anesthésiées au chloroforme, et les pattes
sont prélevées afin de réaliser 1’étude histologique, au niveau du service d’Anatomie-
Pathologie du centre hospitalo-universitaire de Tlemcen.

Cette étude histologique est réalisée selon le protocole suivant :

6.4.1. Fixation
Apres prélevement, les pattes des souris sont fixées dans le formol (10%) afin de prévenir

I’autolyse cellulaire et la putréfaction bactérienne.

6.4.2. Décalcification

Le tissu osseux contenu dans les pattes nécessite un traitement a I’aide d’agents chimiques
permettant de chélater le calcium. Pour cela les pattes sont décalcifiées dans 1’acide nitrique
(2%). Elles sont ensuite découpées et placées dans des cassettes étiquetées, puis remises une

nuit dans le formol.

6.4.3. Déshydratation

Les cassettes sont passées dans 3 bains d’alcool, 2 bains d’acétone, puis 3 bains de xyléne
pour éliminer le fixateur et 1’eau contenue dans les échantillons et le remplacer par la
paraffine. Les cassettes sont ensuite mises dans la paraffine et placées dans 1’étuve a 70 °C

pendant 2h. La chaleur provoque I'évaporation du solvant et sa dissolution dans la paraffine.
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6.4.4. Inclusion

Cette étape consiste a infiltrer et a enrober les tissus de 1’échantillon avec de la paraffine
pour donner une consistance solide aux tissus affaibli. Ainsi, les échantillons peuvent étre
découpés en fines coupes.

A T’aide d’un appareil d’inclusion (1I’Histocentre 2 ; Thermo Shandon) les échantillons sont

réduit en blocs de paraffine, qui seront ensuite placés au réfrigérateur pendant 24h.

6.4.5. Préparation de la coupe (microtomie)

Les blocs contenant les échantillons sont réduits en de fines couches (de 3-4 um). A I’aide
d’un microtome (Figure 5), qui fait avancer le bloc sur un rasoir. L'ensemble des tranches
vont former un ruban avec des coupes seriées de prélevement tissulaire. Ces rubans sont
étalés sur des lames, sur une plaque chauffante pour faire fondre la paraffine. Les lames sont

ensuite séchées a 1I’étuve puis déparaffinées directement dans le xyléne.

Figure 5. Réalisation des coupes de prélévement tissulaire a I’aide d’un microtome

6.4.6. Réhydratation et coloration
Les lames préparees sont plongées dans une série de bains afin de procéder a la coloration
hématoxyline/éosine :2 bacs de xyléne, 3 bacs d’alcool, 2 bacs d’eau, 1 bac d’hématoxyline

d’Harris, 2 bacs d’eau,1bac d’HCI, 1 bac d’eau, 1bac d’ammoniac, 1 bac d’éosine et enfin
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rincage dans 3 bacs d ’alcool et 2 bacs de xyléne. L'hématéine est une substance qui colore les
noyaux en bleu violet, en se fixant sur les acides nucléiques. L'éosine est une substance qui

colore plutdt les cytoplasmes en rose en se fixant sur les protéines.

6.4.7. Montage des lames

Des lamelles de verre sont collées par-dessus les lames contenant 1’échantillon, grace a un
produit de montage (EUKITT), afin de préserver les préparations et la coloration. Les lames
ainsi montées sont préte pour l’observation microscopique, comme elles peuvent étre

conservées pendant plusieurs dizaines d'années.

V. Etude de I’activité anti-tyrosinase

L'activité inhibitrice de I'enzyme tyrosinase a été mesurée par la méthode
spectrophotométrique décrite par Chan et al. (2008).

Les extraits ont été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) a une concentration initiale
de 3 mg/mL, puis dilués dans une solution tampon phosphate (pH 6.8, 0.05 M). Quatre cents
microlitre de chaque échantillon ont été mélangés avec 400 uL de L-tyrosine (0.5 mg/mL,
utilisé comme substrat). On ajoute ensuite 0.1mg/ml de la solution de tyrosinase avec 200 pl
de tampon phosphate et on incube la solution pendant 30 min a 37 °C. L'absorbance est lue a
475 nm et le pourcentage d'inhibition enzymatique est calculé par rapport au témoin. Le
tampon phosphate (témoin négatif) et la quercétine (témoin positif) ont été testés dans les

mémes conditions.

% Pourcentage d’inhibition de la Tyrosinase = ((Acontrol — Aextrait) / Acontrol) X 100%

OU : Acontrol: Correspond a 1’absorbance du control négatif ; Aextrait: représente 1’absorbance de

I’extrait ou le control positif (quercétine).

V1. Analyse chromatographique
Dans notre étude, la technique d’analyse choisie est la chromatographie liquide a haute
performance (CLHP). Ces analyses sont réalisées a 1’université de Rome Tor Vergata,

Département de biologie, Via della Ricerca Scientifica 1 (Italie) (Gismondi et al., 2018).
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La quantification de chaque molécule est réalisée par comparaison directe avec différentes
concentrations d'étalon pur relatives (Sigma-Aldrich), sur la base du temps de rétention, du
spectre d'absorbance (& 280 ou 340 nm) et de la surface du pic chromatographique.

L'analyse est réalisée en utilisant une colonne Phenomenex Luna 3u C18 (2) (3 um x 4.6
mm X 150 mm), de I'acide formique 1% (phase A) et du méthanol (phase B) comme solvants
et un gradient d'élution fixé comme indique: t0 min (A 85%, B 15%); t20 min (A 65%, B
35%); t55 min (A 10%, B 90%); t68 min (A 85%, B 15%); t70 min (fin d’analyse). La
concentration de chaque métabolite a été exprimée en milligrammes d'équivalent métabolite

par gramme de matiére seche (mg EM/ g MS).

VII. Analyse statistique

Toutes les expériences sont effectuées en trois exemplaires et les résultats sont exprimés
par une moyenne + |'écart type. Les données sont analysées a l'aide du logiciel SPSS
Statistique 17.0 avec le test t de Student, tandis que I'analyse ANOVA suivie du test de

comparaison multiple de Tukey est utilisée pour comparer plus de deux groupes.
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Résultats et Interprétations

1. Détermination des teneurs en composés phénoliques

Les analyses quantitatives des teneurs en composes phénoliques sont déterminées selon des
courbe d’étalonnage exprimées successivement en mg équivalents d’acide gallique pour les
phenols totaux et en mg équivalents de catéchine pour les flavonoides et les tanins condensés
par g de la matiere seche (Annexe 4).

Les teneurs en phénols totaux (TPT), en flavonoides totaux (TF) et en tanins condensés
(TTC) des différentes parties de P. atlantica sont indiquées dans le Tableau 3. La TPT variait
de 7.435 = 0.193 a 565.740 £+ 9.840 mg EAG/ g MS. La concentration phénolique la plus
élevée a eté observée dans les bourgeons foliaires (565.740 £ 9.840 mg EAG/ g MS), suivis
des fruits (61.140 + 10.377 mg EAG/ g MS), tandis que la concentration la plus faible a été
enregistrée dans les racines (7.435 = 0.193 mg EAG/ g MS). Nos résultats montrent
¢galement une différence significative (p < 0.001) entre les fruits de toutes les stations,
indiquant que les fruits rouges détiennent genéralement la TPT la plus élevée par rapport aux
autres stades de maturation. Par conséquent, une variabilité significative entre les sexes
(individu méle et individu femelle) (p < 0.001) peut étre documentée.

Les concentrations en TF et en TTC variaient de 0.384 + 0.038 a 1.921 + 0.111 mg EC/ g
MS et 0.375 £ 0.033 a 16.537 £ 0.937 mg EC/ g MS, respectivement. Les extraits de
bourgeons présentaient le niveau le plus élevé de flavonoides totaux et de tanins condenses
(1.92 £ 0.111 mg EC/ g MS et 16.537 = 0.937 mg EC/ g MS), dans cet ordre, suivis des
racines et des fruits.

2. Evaluation de Pactivité antioxydante des différents extraits de P. atlantica

Les résultats du test DPPH ont montré que les extraits obtenus a partir des différentes
parties de la plante présentent une différence significative (p < 0.001) dans leur activité
antiradicalaire, comme le montre le Tableau 4. Les valeurs Clso variaient de 0.038 £ 0.001 a
1.331 £ 0.114 mg/ mL. Généralement, les extraits de bourgeon foliaire ont la capacité
antioxidante la plus élevée, par rapport aux autres extraits. En détail, les arbres femelles ont
montré une propriété d'élimination des radicaux libres plus forte que les arbres méles.
Concernant I'extrait de racine, les résultats varient selon les stations et entre les sexes au sein
de la méme station (p < 0.01). Ensuite, pour toutes les stations, nous observons une forte
activité pour les fruits immatures (Fim), par rapport aux fruits rouges (Fr) et mdrs (Fm).
Concernant la CAT, les extraits de racines, de bourgeons et de fruits différaient
considérablement dans leurs activités (Tableau 4). Parmi tous les échantillons de la plante, les

extraits de bourgeons foliaires possédaient I'activité la plus élevée (43.644 + 2.579 mg EAA/
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g MS), en particulier dans la station Saf-saf par rapport aux autres stations. Pour les fruits,

dans ce test, nous pouvons rapporter la méme tendance observée dans I'analyse DPPH.
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Tableau 3. Teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés dans les extraits étudiés.

Partie de Extrait Pheénols totaux (mg EAG/g MS) Flavonoides totaux (mg EC/g MS) Tanins condenses (Mg EC/g MS)
la plante Oudjlida Saf-saf Ain-Fezza Oudjlida Saf-saf Ain-Fezza Oudjlida Saf-saf Ain-Fezza
PM1 ND 10.481+1.392™ 7.435+0.193"" ND 0.504+0.044™ | 0.445+0.017""* ND 0.796+0.035" | 2.462+0.169""
Racines PM2 11.200+0.830™ 26.650+3.327"" 12.694+0.30" 0.730+£0.03° | 0.877+0.031"" | 0.614+0.017"" | 2.558+0.071"" | 5.239+0.231 4.317+1.842
PF1 19.847+1.220 58.041+4.640 52.101+0.630"" | 0.758+0.028" | 1.387+0.053 1.120+0.016 | 5.800+0.384" 7.556+1.527 | 15.016+0.801""
PF2 26.649+0.429 ND 13.443+0.683 0.818+0.023 ND 0.826+0.007 7.255+0.533 ND 4.157+0.303
PM1 544.821+59.949™" |  448.113+13.862" | 281.578+13.915™ | 1.351+0.036" | 1,411+0,061" | 1.126+0.034™ | 8.430+0.267" 15.23741.139 | 14.445+1.801""
Bourgeons | PM2 283.964+3.872""" 565.740+9.840 247.290£26.526™" | 1.466+0.033™ | 1.921#0.111 | 0.79620.011" | 12.921+0.942 14.815+0.841 3.779+0.466
foliaire PF1 130.932+18.279 537.551+16.925 502.126+12.788 0.710+0.012 | 1.781#0.103" | 0.927+0.053 9.749+0.595 16.537+0.937 4.395+0.010
PF2 149.485+5.203 ND ND 1.1810.017 ND ND 11.586+2.231 ND ND
Fim 10.113+0.936 23.767+3.213" 20.358+7.777" 0.770+0.053" | 0.780+0.028™ | 0.384+0.038™ | 1.284+0.114™ | 0.8900.244" 1.242+0.082™
E Fr 35.852:+0.998 23.120+0.859" 22.453+0.386 0.802+0.09" | 0.583+0.021 | 0.558+0.015" | 0.8070.163 0.806+0.108 0.579+0.163
_ Fm 29.548+1.011 12.013+2.175 20.034+1.235 0.828+0.053° | 0.534+0.035 0.483+0.06" 0.899+0.183 0.375+0.033 0.246+0.090"**
Fruits Fim 22.983+5.596 ND ND 0.512:+0.042 ND ND 0.650+0.081 ND ND
E Fr | 61.140+10.377" ND 37.841+0.663"" 0.701+0.05 ND 0.644+0.02" |  0.493+0.022 ND 1.366+0.607
Fm | 29.158+2.369™ ND 20.589+2.397 0.867+0.137 ND 0.839+0.036 0.738+0.054 ND 1.515+0.000

Les valeurs sont la moyenne des trois répétitions + SD (écart-type); MS : matiére séche ; EAG : équivalents d'acide gallique ; EC : équivalents de

catéchine ; PM : arbre male ; PF : arbre femelle ; Fim : fruits immatures ; Fr. : fruits rouges ; Fm : fruits mdrs. ND : pas d'arbre dans cette station.

(* p < 0.05; **p < 0.01 ; *** p < 0.001) : échantillon d'arbre male vs échantillon d'arbre femelle ; échantillons de fruits immatures vs

échantillons de fruits rouges et mars pour chaque station).

27




Résultats et Interprétations

Tableau 4.Teneurs en capacité antioxydante totale et CI50 du test du DPPH dans les extraits

de P. atlantica

DPPH (Clso mg/mL) CAT (mg EAA/g MS)
Organes Extrait
Oudjlida Saf-saf Ain-Fezza Oudjlida Saf-saf Ain-Fezza
PM1 ND 0.729+0.022™ | 0.384+0.017" ND 6.469+0.678™" | 6.203+0.579™"
§ PM2 0.625+0.006™ | 0.679+0.023" | 1.331+0.114™ 3.751+0.391™ 11.247+1.426 5.874+0.272
§ PF1 0.665+0.021 0.456+0.024 0.324+0.010 6.460+0.644 24.140£2.121 16.827+1.74™
PF2 0.540+0.004 ND 0.948+0.028 9.689+1.095 ND 6.111+0.576
PM1 0.307+0.017" 0.358+0.003 0.237+0.004" 29.522+2.265™" 35.687+1.562" 16.398+0.182™
5 § PM2 0.226+0.000" 0.333+0.028 0.242+0.018 27.559+2.394 37.304+2.765" 21.494+3.688"
,?3 :_é PF1 0.195+0.005 0.343+0.007 0.184+0.010 9.852+0.145 43.644+2.579 33.748+4.474
PF2 0.287+0.002 ND ND 17.266+1.387 ND ND
Fim | 0.161+0.004™" | 0.176+0.001™ | 0.364+0.001™" | 15.902+0.368"" | 12.502+0.177"" | 10.025+0.249""
E Fr 0.038+0.000 0.299+0.010 0.236+0.004 5.79440.182 3.889+0.125 4.418+0.133
2 Fm | 0.225+0.003 0.225+0.004 0.291+0.008 3.57940.227 1.581+0.062 3.89810.155
E Fim | 0.146+0.001™ ND ND 9.892+0.385" ND ND
E Fr 0.175+0.000 ND 0.235+0.003™" 4.19740.163 ND 3.851+0.339
Fm | 0.246+0.003 ND 0.671+0.003 3.41340.178 ND 2.38140.475

Les valeurs sont la moyenne des trois répétitions + SD (écart-type); MS : matiére séche ; EAG :
équivalents d'acide gallique ; EC : équivalents de catéchine ; PM : arbre male ; PF : arbre femelle ;
Fim : fruits immatures ; Fr : fruits rouges ; Fm : fruits mdrs. ND : pas d'arbre dans cette station. (* p <
0.05 ; **p < 0.01 ; *** p < 0.001) : échantillon d'arbre male vs échantillon d'arbre femelle ;
échantillons de fruits immatures vs échantillons de fruits rouges et mdrs pour chaque station).

En utilisant le coefficient de corrélation de Pearson, il a été possible d'estimer les relations
entre les différentes activités antioxydantes des extraits et leurs teneurs en composés
phénoliques (Figures 6, 7, 8) (Annexe 6A, 6B, 6C). Les résultats ont révélé des corrélations
significatives entre les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés des
extraits de racine et leurs capacités antioxydantes totales (r > 65%) et le test du DPPH (r = -
0.44).

Une corrélation significative entre les teneurs en flavonoides des extraits de bourgeons et
leurs activités antioxydantes (test CAT : r > 74%) et (test du DPPH : r > 59%)).

En ce qui concerne les fruits, les résultats ont montré des corrélations positives entre les
teneurs en flavonoides et la capacité antioxydante totale pour les fruits immatures et les fruits
rouges (r>75%) et des corrélations négatives avec le test du piégeage DPPH (r = -66%). En

revanche, des corrélations significatives ont été démontrées entre les composés phénoliques
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totaux des extraits de fruits mirs et leur capacité antioxydante totale (r > 79%) et entre les

tests de tanin condensé et le test DPPH (r = 79%).
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Figure 6. Coefficient de corrélation de Pearson de I’activité antioxydante (DPPH, CAT) et la teneur en phénols totaux (PT) des organes étudiés.
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Figure 7. Coefficient de corrélation de Pearson de I’activité antioxydante (DPPH, CAT) et la teneur en flavonoides (FIv).
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Figure 8. Coefficient de corrélation de Pearson de I’activité antioxydante (DPPH, CAT) et la teneur en tanins condensés (TC).
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3. Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits de P. atlantica

L’activité antimicrobienne des extraits a partir des différentes parties de la plante P.
atlantica a été évaluée par la méthode de diffusion sur disque. Cette méthode permet de tester
différents composés contre un seul microorganisme dans une méme boite de pétri (Rios et
Recio, 2005).
Les résultats obtenus sont mentionnées dans les Tableaux 5, 6, et 7. Cette activité variait
selon la station, le genre et la sensibilité a la souche. La comparaison des résultats révele une
sensibilité élevée de S. aureus, L. monocytogenes, B. subtilis et C. albicans a nos préparations
végétales. En revanche, P. aeruginosa, E. coli et K. pneumonia étaient caractérisés par une
résistance. Un effet inhibiteur plus élevé a été détecté contre S. aureus (diametre des zones
d'inhibition allant de 16 a 25 mm). On peut en déduire que les souches Gram - sont moins

sensibles aux extraits de bourgeon foliaire de P. atlantica que celles a Gram + et C. albicans.

Figure 9. Technique de diffusion en milieu gélosé par contact direct sur disque.

33



Résultats et Interprétations

Tableau 5. Moyennes des diameétres des zones d'inhibition (en mm) de différents microorganismes cultivés en présence des extraits de bourgeons

foliaires de P. atlantica

Moyennes des diamétres des zones d'inhibitions des différentes souches (mm) cultivées en présence des extraits de Bourgeons

Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes Bacillus subtilis Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli Klebsiella pneumoniae Candida albicans
Extraits
Bourgeons 100 200 400 100 200 400 100 200 400 100 200 400 100 200 400 100 200 400 100 200 400
(Hg/ml)
PM1 || 10+0.00 | 15.2+0.3 | 19+1.41 | 0+0.00 | 8+0.00 | 12+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 9+1.41 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 11.5+0.7 | 0£0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 [ 0+0.00 | 12+0.00
g PM2 || 14+0.00 | 16+0.00 | 20+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 10+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 [ 0+0.00 | 8+0.00
§ PF1 || 8+0.00 | 13.5+0.7 | 16+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 10+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 [ 0+0.00 | 10+0.00
PF2 || 9+1.41 | 12+0.00 | 17+1.41 | 7+1.41 | 10+0.00 | 13.5+0.7 | 0+0.00 | 0+0.00 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 11+1.41
pMm1 || 8£0.00 | 10+0.00 | 16+0.00 | 0+£0.00 | 12+0.00 | 14+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 11+1.41 | 0+0.00 | 0£0.00 | 0+0.00 | 0+£0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 |11x1.41
k!
b pM2 || 12+0.00 | 14+0.00 | 20+0.00 | 8+0.00 | 10+0.00 | 10+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 10+0.00 | 0+0.00 | 0£0.00 | 0+0.00 | 0+£0.00 | 8+0.00 | 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 |11x1.41
©
[%2]
PF1 || 14£0.00 | 16+0.00 | 20+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 10£0.00 | 0£0.00 | 8+0.00 | 10.6+0.00 | 0+0.00 | 0£0.00 | 0+0.00 | 7.3+0.5 [ 9.5+0.7 | 12+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 10+0.00 | 12+0.00
PM1 || 10+0.00 | 14+0.00 | 16+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00
ﬁ PM2 || 8+0.00 | 14+0.00 | 17+1.41 | 0+0.00 | 10+0.00 | 14+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 10+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 [ 0+0.00 | 9+1.41
D
;:; PF1 || 8+0.00 | 10+0.00 | 15+1.41 | 0£0.00 | 9+1.41 | 15+1.41 | 0+0.00 | 10+0.00 | 12+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 13+1.41 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 7+1.41 | 9+1.41
PF2 | 10+0.00 | 12.7+1.3 | 13.2+0.3 | 0+0.00 | 10.5+0.7 | 17+1.41 | 0+0.00 | 8+0.00 | 11+1.41 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 10+0.00
Antibiotiques de référence
Ampicilline 10
ug/disq 39.5+0.70 31.75+2.47 14+0.00 0+0.00 6.75+0.35 0+0.00 -
Nystatin-e ] ] i ) ) B 28+0.00
100 pg/disq

PM : arbre male ; PF : arbre femelle. L'échelle adoptée pour évaluer I'activité antibactérienne est la suivante : aucune activité antimicrobienne, diametre de la
zone d'inhibition = 6 mm ; faible activité antimicrobienne, diamétre de la zone d'inhibition = 7 mm ; Activité antimicrobienne légére, diamétre de la zone
d'inhibition = 8-9 mm ; Activité antimicrobienne modérée, diamétre de la zone d'inhibition = 10-11 mm ; Activité antimicrobienne élevée, diamétre de la zone

d'inhibition = 12-15 mm ; Forte activité antimicrobienne, diamétre de la zone d'inhibition = 15 mm ; écart type SD
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Tableau 6. Moyennes des diamétres des zones d'inhibition (en mm) de différents microorganismes cultivés en présence des extraits de racines de

P. atlantica.

Moyennes des diamétres des zones d'inhibitions des différentes souches (mm) cultivées en présence des extraits de racines

Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes

Bacillus subtilis

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Candida albicans

EXtr&jg}rﬁCi”es 100 | 200 | 400 | 1200 | 200 400 | 100 | 200 400 100 | 200 | 400 | 1200 | 200 | 400 | 100 | 200 | 400 | 100 | 200 | 400
pM1 || 0+0.00 | 0£0.00 [ 0£0.00 | 0+0.00 | 10£0.00 | 14+0.00 | 0£0.00 | 7+1.41 | 10£0.00 | 020.00 [ 0+0.00 | 0£0.00 [ 0+0.00 | 020.00 | 0£0.00 [ 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0£0.00 | 0+0.00 [ 0+0.00

s [Pm2][0£0.00] 0£0.00 [ 0+0.00 [00.00|0£0.00 | 8:0.00 [0+0.000+0.00 | 8+0.00 [0+0.00 [ 0+0.00 | 020.00 | 0+0.00 | 00.00 | 0:0.00 | 020.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0x0.00
g PF1 || 0£0.00 | 0+0.00 [ 0£0.00 | 0£0.00 [ 0£0.00 | 10+0.00 | 0£0.00 [ 0£0.00 | 9+1.41 | 0£0.00 | 00.00 | 0+0.00 [ 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 [ 0+0.00 | 0+0.00 | 020.00 | 00.00
PE2 || 0£0.00 | 8+0.00 | 12+0.00 | 0£0.00 [ 0£0.00 | 15+1.41 | 741.41 | 8£0.00 | 11+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 020.00 | 00.00

Pz ||0£0.00 [ 0£0.00 [ 0+0.00 | 0£0.00 | 8+0.00 | 13+1.41 | 0+0.00 | 10+0.00 | 10+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 [ 00.00 [ 0+0.00 | 0+0.00 | 0:£0.00 [ 00.00 [ 00.00 | 00.00 | 00.00 | 00.00 | 0+0.00

:w‘f Pz || 0£0.00 [ 0£0.00 [ 0+0.00 | 0£0.00 | 820.00 | 1520.00 [ 0£0.00 | 91.41 | 16+0.00 | 00.00 [ 0+0.00 [ 00.00 [ 0+0.00 | 0+0.00 | 0:£0.00 [ 00.00 [ 00.00 | 00.00 | 00.00 | 00.00 | 0+0.00
;g bE1 [[0£0.00 [ 0£0.00 [ 0£0.00 | 7+0.00 | 820.00 | 10£0.00 | 74141 | 7.5:0.7 [ 11.5:0.7 [ 00.00 [ 0+0.00 [ 00.00 [ 0+0.00 | 0+0.00 | 0:£0.00 | 00.00 | 00.00 | 00.00 | 00.00 | 00.00 | 0+0.00
pM1 || 0+0.00 [ 0£0.00 [ 0£0.00 [ 0+0.00 [ 020.00 [020.00 |0+0.00 820.00 | 8+0.00 [0+0.00 [ 0+0.00 | 020.00 [ 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 [ 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0£0.00 | 0+0.00 [ 0+0.00

g [Pz 02000 0000 020.00 | 00,00 102000 1420.00 | 0:0.00 | 820.00 [ 100.00 | 00,00 [ 00.00 [ 00.00 | 020.00 | 00.00 | 00,00 [ 00.00 | 00.00 [ 020.00 | 00.00 | 020,00 020.00
é PF1 || 0£0.00 [ 0+0.00 [ 0£0.00 | 0£0.00 | 9+1.41 | 15+1.41 | 0£0.00 | 10£0.00 | 12+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 020.00 | 00.00
PF2 || 0£0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 0£0.00 [ 0£0.00 [0£0.00 |0£0.00 | 8£0.00 | 8£0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 020.00 | 00.00
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Tableau 7. Moyennes des diametres des zones d'inhibition (en mm) de différents microorganismes cultivés en présence des extraits de fruits de

P. atlantica.

Moyennes des diamétres des zones d'inhibitions des différentes souches (mm) cultivées en présence des extraits de Fruits

Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes Bacillus subtilis Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli Klebsiella pneumoniae Candida albicans

EXtLaét/Sn:;’)u its 100 200 400 100 200 400 100 200 400 100 200 400 100 200 400 100 200 400 100 200 400
Fim | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 10+0.00 | 12+0.00 | 20+0.00 | 10+0.00 | 14+0.00 | 16.5+2.12 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
E Fr | 0+0.00 | 0£0.00 | 0+0.00 | 7+#1.41 | 10+0.00 | 14.5+0.7 | 9+1.41 | 10+0.00 | 12+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
§ Fm | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 9+141 | 0£0.00 8+0.00 8+0.00 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
g Fim | 0+0.00 | 0£0.00 | 7.5+0.7 | 9+1.41 | 12+0.00 | 18+0.00 | 8+0.00 | 13+1.41 | 15+1.41 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
g Fr | 0+0.00 | 0£0.00 | 7+1.41 | 0+0.00 | 10+0.00 | 15+0.00 | 7+1.41 | 12.5+0.7 | 14.5+0.7 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8.5+0.7 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
Fm | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 10+0.00 | 15+1.41 | 20£0.00 | 10+0.00 | 14+0.00 | 19+1.41 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
- Fim | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 10+0.00 | 18+0.00 | 10+0.00 | 12+0.00 | 19+1.41 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
..mz E Fr | 0+0.00 | 0£0.00 | 0+0.00 | 7+1.41 | 10+0.00 | 12+0.00 | 0+0.00 8+0.00 12+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
@ Fm | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 8+0.00 | 0+0.00 9+1.41 11.5+0.7 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
Fim | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 10+0.00 | 13+1.41 | 0+0.00 8+0.00 15+1.41 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
E Fr | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 9.5#0.7 | 12+0.00 | 7+1.41 | 12+0.00 | 15+1.41 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
E Fm | 0+0.00 | 0£0.00 | 0+0.00 | 7141 | 8+0.00 | 10+0.00 | 0+0.00 7141 10.5+0.7 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
-;:é Fim | 0+0.00 | 0£0.00 | 7+1.41 | 12+0.00 | 15+1.41 | 20+0.00 | 10+0.00 | 15+1.41 | 2040.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
E Fr | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 8+0.00 | 10+0.00 | 12+0.00 | 7+1.41 | 12.5#0.7 | 14.5+0.7 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00
Fm | 0+0.00 | 0£0.00 | 0+0.00 | 9+1.41 | 12+0.00 | 15+1.41 | 0+0.00 0+0.00 10+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00 | 0+0.00

PF : arbre femelle ; Fim : fruits immatures ; Fr : fruits rouges ; Fm : fruits mars.
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Les souches que nous avons sélectionnées pour les valeurs CMI et CMB sont S. aureus, L.
monocytogenes et C. albicans (Tableau 8). Sur la base de la classification d’Aligiannis et al.
(2001) des extraits de plantes en fonction de leur valeur CMI, les extraits de bourgeon foliaire
de toutes les stations peuvent étre considérés comme des substances fortement inhibitrices sur
S. aureus (CMI = 39.06 ug / mL). Le méme phénomene est détecté contre L. monocytogenes,
bien que les extraits de certaines stations n'atteignent pas une valeur CMI. Concernant C.
albicans, nous notons une forte activité inhibitrice uniquement pour I'échantillon de la station
2. Les valeurs de la CMB des extraits de bourgeons contre S. aureus sont plus efficaces que
contre L. monocytogenes et C. albicans (Tableau 8). Selon Biyiti et al. (2004), une substance
est bactéricide lorsque le rapport CMB / CMI est < 2, et bactériostatique si le rapport CMB /
CMI apparait> 2. Sur la base de ces considerations, nos extraits de bourgeon foliaire exercent
des effets bactériostatiques contre S. aureus, L. monocytogenes et C. albicans.

L'activité antibactérienne et antifongique globale des extraits de racines et de fruits variait
de modérée a faible. Dans la présente étude, toutes les bactéries Gram- testées et C. albicans
ne sont pas sensibles aux extraits de racine et de fruit de P. atlantica. Les souches de L.
monocytogenes et B. subtilis ont montré un effet sensibilisant a la dose de 200 pg / mL et une
activité tres significative a 400 pg / mL.

Les souches gque nous avons sélectionné pour la détermination de la CMI et CMB sont L.

monocytogenes et B. subtilus (Tableaux 8 et 9).

Figure 10. Détermination des concentrations minimales bactéricides CMB.
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Tableau 8.Concentrations CMI, CMB et CMF des extraits de bourgeons foliaires et des racines (PM: pied méle ; PF : pied femelle).

Extraits de bourgeons

Souches CMI pg/mL
Oudjlida Saf-saf Ain-Fezza
PM1 PM2 PF1 PF2 PM1 | PM2 | PF1 | PM1 | PM2 PF1
S. aureus 39.06 39.06 39.06 39.06 39.06 | 39.06 | 39.06 | 39.06 | 39.06 39.06
L. monocytogenes 78.12 - - - 312.50 - - - 156.25 39.06
C. albicans - - - 156.25 | 39.06 | 39.06 - - -
CBM/F pg/mL
S. aureus 1250 1250 1250 1250 1250 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250 1250
L. monocytogenes 625 - - - 5000 - - - 1250 1250
C. albicans - - - 5000 | 5000 | 625 - - -
Souches Extraits de racines
CMI pg/mL
PM1 PM2 PF1 PF2 PM1 | PM2 | PF1 | PM1 | PM2 | PF1 PF2
L. monocytogenes 625 625 3125 3125 625 625 | 1250 | 1250 625 625 625
B-subtilus 625 625 1250 2500 1250 | 625 | 625 | 156.25 | 1250 | 1250 | 1250
CMB pg/mL
PM1 PM2 PF1 PF2 PM1 | PM2 | PF1 | PM1 | PM2 | PF1 PF2
L. monocytogenes 5000 5000 2500 2500 5000 | 5000 | 5000
B. subtilus 1250 1250 5000 5000 1250 | 5000 | 625
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Tableau 9.Concentrations CMI et CMB des extraits de fruits.

Souches CMI pg/mL
Oudjlida Safsaf AinFezza
PF1 PF2 PF1 PF1 PF2

Fim Fr Fm Fim Fr Fm Fim Fr Fm Fim Fr Fm Fr Fm

L. monocytogenes 78.12 156.25 | 1250 | 78.12 | 156.20 | 1250 | 156.25 | 1250 | 1250 | 156.25 | 1250 | 1250 | 1250 | 1250

B. subtilus 312.50 312.50 | 1250 | 312.50 | 312.50 | 1250 | 312.5 | 1250 | 1250 | 312.50 | 156.25 | 1250 | 156.25 | 1250
CMB pg/mL

Fim Fr Fm Fim Fr Fm Fim Fr Fm Fim Fr Fm Fr Fm

L. monocytogenes 1250 5000 | 5000 | 1250 5000 | 5000 | 625 | 5000 | 5000 | 5000 5000 | 5000 | 5000 | 5000

B. subtilus 2500 5000 | 5000 | 2500 2500 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 1250 5000 | 5000 | 5000 | 5000

PF : arbre femelle ; Fim : fruits immatures ; Fr : fruits rouges ; Fm : fruits mars.
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4. Activité anti-inflammatoire
4.1. Toxicité aigue
Aprés I'administration orale de la préparation hydro-méthanolique des bourgeons foliaires

a des doses de 150, 200 et 300 mg/Kg, aucune mortalité n'a été enregistrée chez tous les
animaux apres 48 h.

4.2. (Edéme de la patte induit par la carragénine

Les résultats concernant I'activité anti-inflammatoire ont été rapportés sur les Figures 11 et
12. Aprées 1 h de prétraitement a I'extrait, le volume des pattes a été réduit dans les trois
groupes de souris traitées mais plus élevé a 150 mg/kg, comparativement aux souris témoins
et traitées au diclofénac (a 50 mg/kg). En général, toutes les doses au diclofénac se sont

révélées significativement efficaces (One-ANOVA, a p= 0.05, p=0.001) que les témoins.

B Controle ® Diclofénac 30mgkg
20 4 m Extraita 1530mgkg m Extraita 200mgkg
W Extraita 300mgkg

)]
[=]

Ln
[=]

Angmentation de I'oedéme (%)
L £
=) o

Pd
[=]

=
=]

T1 T2 T3 T4 T3 TG
Temps de traitement (heures)

Figure 11. Pourcentage d’augmentation de 1I’cedéme (%AUG) des groupes traités par 1’extrait
des bourgeons et le Diclofénac comme témoin. Les résultats ont été rapportés comme moyenne *
SD (n=6 animaux par groupe); * p < 0.05 ; **p< 0.01 ; ***p< 0.001, par rapport au témoin.
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120 -

u Diclofénac mExtrait 2 130mgkg
o Extrait 2 200mg kg mExtrait 2 30mg kg

% d"'mhibition de Foedéme

T2 T3 T4 T3 T6
Temps de traitement (heures)

Figure 12. Pourcentage d’inhibition de I’cedéme (%INH) des groupes traités et le Diclofénac

comme témoin. Les résultats ont été rapportés comme moyenne + SD (n=6 animaux par groupe); * p
<0.05; **p< 0.01 ; ***p< 0.001, par rapport au témoin.

L'effet d'inhibition de I'extrait & 150 mg/Kg a commencé aprés 1 heure de 1’apparition
de I’cedéme de la patte et a augmenté en fonction du temps de facon dose-dépendante par
rapport au témoin. L'effet anti-inflammatoire a persisté méme aprés six heures d'induction de
I'inflammation, et ceci a été observé dans toutes les doses étudiées (150, 200 et 300 mg/Kg).
L'inflammation de 'eedéme de la patte a disparu de fagon significative chez les animaux
traités avec la dose 150 mg/kg de I’échantillon de P. atlantica, comparativement & ceux traités
avec d'autres concentrations. Le pourcentage d'augmentation de I'eedéme a la troisieme heure
de traitement était significatif (**p < 0.01) pour le traitement avec les doses 200 mg/Kg et
300 mg/Kg par rapport au témoin. Le pourcentage maximal d'inhibition de I'cedéme de la
patte par I'extrait a été observé a 100 %, 90.49 % et 96.75 %, aux doses de 150, 200 et 300
mg/Kg, respectivement. Le diclofénac 50 mg/Kg a montré un pourcentage maximal

d'inhibition de 90.49 % 6 heures aprés I'administration.
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4.3. Etude histologique

L'étude histo-pathologique a été réalisée par coloration a I'nématoxyline et a I'éosine. Des
biopsies des pattes ont été réalisées dans les groupes suivants : témoin néegatif (solution saline,
par voie orale (p.0.)), témoin positif (diclofénac, 50 mg/Kg) et extrait de bourgeon foliaire a
150, 200 et 300 mg/Kg. Tout le traitement a été effectué aprés 6 h d'injection intra-plantaire
de carragénine (IPL) (Figurel3, 14). Les tissus de la patte des souris témoins ont révelé une
propagation de I’inflammation au tissu musculaire strié, ou un granulome caractérisé par des
cellules polymorphes est apparu (Figure 13A). Des échantillons de tissus prélevés sur les
pattes de souris traitées au diclofénac ont révelé une réaction inflammatoire discréete (Figure
13B), manifestement moins intense que le témoin (Figure 13A). Cependant, I'évolution de la
phase aigué est rapidement résolue par I'action du Diclofénac. Sur la Figurel4C, nous avons
détecté un infiltrat inflammatoire dans les tissus de la patte de souris traitées avec la dose 150
mg/Kg de I’extrait, mais cette altération était moins intense par rapport au groupe témoin. Le
traitement de souris a des doses de 200 et 300 mg/Kg a montré une variation des infiltrats
tissulaires (Figures 14D et 14E).

Figure 13. Observation au microscope optique des tissus des pattes de souris du groupe
(A) groupe I: Souris témoin, solution saline; (B) groupe II: Souris traitées par Diclofénac; (a) :
cedeéme ; (b) : infiltrat inflammatoire ; grossissement : x10, x40
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Figure 14. Observation au microscope optique des tissus des pattes de souris des groupes :

(C) groupe I1I: L’extrait de bourgeon a 150 mg/Kg; (D) groupe IV: L’extrait de bourgeon a

200 mg/Kg; (E) groupe V: L’extrait de bourgeon a 300 mg/Kg. (a) : cedéme ; (b) : infiltrat
inflammatoire ; grossissement : x10, x40
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5. Activité inhibitrice de la tyrosinase

L'oxydation de la L-tyrosine catalysée par la tyrosinase des champignons a été inhibée par
I'extrait végétal et la quercétine (témoin positif) dans un effet inhibiteur dose-dépendant
(Figure 15). L'activité enzymatique n'a pas été supprimée instantanément mais a plutét
diminué rapidement. A des concentrations comprises entre 0.09 et 0.15 mg/mL d'extrait de P.
atlantica, on a observé une activité inhibitrice de 50 % de la tyrosinase du champignon. De
facon surprenante, la quercétine, utilisee comme témoin positif, présentait un effet inhibiteur
puissant avec une CI150 de 0.010 £ 0.0003 mg/mL.

120 =—¢— extrait de bourgeon
Quercétine

100
)
> 80
% “I5p (mg/mL)
g 60 EB Quercetine
2
% 40 0003400 | 0.010=00003

20

0

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Concentrations (mg/ml)

Figure 15. Activité anti-tyrosinase de 1’extrait de bourgeon foliaire (EB)

6. Analyse chromatographique CLHP-DAD

La composition chimique des extraits de P. atlantica a été analysée par la technique de
chromatographie liquide a haute performance (CLHP), pour identifier certains composés
détectables dans nos échantillons et liés aux propriétés biologiques décrites ci-dessus. En
particulier, la concentration d'acides phénoliques et de flavonoides spécifiques a été
déterminée dans I'extrait des bourgeons d'arbre male de la station Saf-saf et dans I'extrait des
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fruits rouges de la station Oudjlida, comme le montre le Tableau 10. Les résultats ont été
exprimés en microgrammes de métabolite végétal par g d'échantillon de poids frais (ug/g PF).

Tableau 10. Temps de rétention et quantification des acides phénoliques et des flavonoides,
dans I’extrait des bourgeons d'arbre male de la station Saf-saf et dans I'extrait des fruits rouges
de la station Oudjlida par CLHP-DAD (Annexes 1, 2, 3).

Molécules BPML1 (ug/g PF) FR2 (ug/g PF)
Acides phénoliques
Acide galique 0 0.324+0.016
Acide chlorogénique 4.109+0.021 0.865+0.022
Acide caféique 117.172+4.254 3.707+0.085
Acide p-coumarique 20.255+1.002 0.454+0.022
Acide dimethyl-allyl cafféique 88.999+3.446 5.247+0.217
Hydroxytyrosol 54.832+2.106 57.351+2.146
Acid ellagique 51.253+2.315 7.608+0.238
Flavonoides
Rutine 42.876+1.739 59.898+2.254
Quercetine-3-o0-arabinoside 8.781+0.392 1.878+0.068
Myricétine 2.410£0.117 0.264+0.011
Kaempferol-3-o-glucoside 0.870+0.039 4.568+0.146
Quercétine 0 0.224+0.010
Génistéine 0 20.356+0.922

BPML1.: extrait des bourgeons de pied male de la station de Saf-saf; FR2: extrait des fruits rouges de la
station de Oudjlida.

Treize composés phénoliques ont été identifiés dans I'extrait des fruits rouge (FR2). lls
comprennent sept acides phénoliques (acide gallique, acide chlorogénique, acide caféique,
acide coumarique, acide diméthyl-allyl caféique, hydroxytyrosol et acide ellagique) et six
flavonoides (rutine, quercétine-3-o-arabinoside, myricétine, kaempférol-3-o-glucoside,
quercétine et génistéine). Ces composés ont également été détectés dans I'extrait de bourgeon
foliaire (BPM1), a l'exception de l'acide gallique, de la quercétine et de la genistéine. La
grande activité antioxydante et antimicrobienne des extraits de bourgeons a feuilles, par
rapport aux échantillons obtenus des autres organes, peut s'expliquer par la nature et la
guantité de ses acides phénoliques, tels que I'acide caféique, I'acide diméthyl-allyl caféique,

I'acide ellagique et I'hydroxytyrosol.
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Les valeurs obtenues pour la teneur en phénols totaux sont comparables a celles
précédemment rapportées pour la méme espece (Toul et al., 2016). Ces auteurs ont rapporté
que les extraits de feuilles et de bourgeons de P. atlantica avaient les teneurs phénoliques les
plus élevées par rapport aux autres organes de 1’ordre de 255.789 + 4.733 et 233.946 + 6.205
mg EAG / g MS, respectivement.

Nos résultats montrent également une différence significative (p < 0.001) entre les fruits de
toutes les stations, indiquant que les fruits rouges détiennent généralement la teneur en com-
posés phénoliques la plus elevée par rapport aux fruits appartenant aux autres stades de matu-
ration. Par conséquent, une différence significative entre le sexe (p < 0.001) peut étre docu-
mentée. Cette variabilité des composés phénoliques des fruits peut s'expliquer par la période
de récolte (I'état physiologique de la plante) dont I'arbre femelle est en période de fructifica-
tion tandis que l'arbre male est a I'état de repos. Les extraits de bourgeons présentaient le ni-
veau le plus élevé en flavonoides totaux et en tanins condensés, suivis des racines et des
fruits. Cette variabilité est du probablement aux conditions biotiques (genre, organe et 1’étape

physiologique) et abiotiques (la nature du sol et 1’étage bioclimatique) (Ksouri et al., 2008).

Les quantités de phénols totaux, flavonoides et tanins condensés étaient inférieures a celles
rapportées par Belyagoubi-Benhammou et al., 2014. La distribution hétérogene de ces
composés entre les organes a été corroborée par des études antérieures montrant que la
localisation des métabolites secondaires peut varier en fonction de leurs réles dans plusieurs
organes (Belyagoubi-Benhammou et al., 2014; Toul et al., 2016).

En ce qui concerne I’activité antioxydante, les résultats du test DPPH ont montré que les
extraits d'organes présentent une différence significative (p < 0.001) dans leur activité
antiradicalaire. Globalement, les extraits de bourgeon foliaire ont la capacité antioxydante la
plus élevée, par rapport aux autres préparations. En détail, les arbres femelles ont montré une
propriété d'élimination des radicaux libres plus forte que les arbres males. Concernant I'extrait
de racine, les résultats varient selon les stations et entre les genres au sein de la méme station
(p < 0.01). Pour toutes les stations, nous observons une forte activité pour les fruits immatures
(Fim), par rapport aux fruits rouges (Fr) et mdrs (Fm). C’est résultats sont comparable avec
ceux de Park et al., 2017, qui rapporte une diminution de l'activité antioxydante et les teneurs
en composées phénoliques avec la maturation des fruits.

Selon la littérature, Amri et al. (2018) ont rapporté des valeurs Clso du test DPPH égales a

162.6 + 17.26 et 135.6 + 16.07 pg/ mL pour les extraits méthanoliques de feuilles males et

47



Discussion générale

femelles de P. atlantica. Concernant la capacité antioxydante totale, les extraits de racines, de
bourgeons et de fruits différaient considérablement dans leurs activités. Parmi tous les
échantillons de la plante étudiée, les extraits de bourgeons foliaires possédaient I'activité la
plus élevée, en particulier dans la station Saf-saf par rapport aux autres stations. Pour les
fruits, dans ce test, nous pouvons rapporter la méme tendance observée dans I'analyse DPPH.
Cependant, les extraits des fruits ont mis en évidence une propriété antioxydante totale
inférieure a celle rapportée par Belyagoubi-Benhammou et al. (2014). Ce phénomene
pourrait s'expliquer par l'influence de différents facteurs exogeénes, tels que la période de
récolte et le degré de maturation des fruits. L'étude de Ben Ahmed et al. (2018) a révélé que
I'activité antioxydante des feuilles de P. atlantica était plus influencée par le moment de la
récolte et la région de croissance que par le genre.

En utilisant le coefficient de corrélation de Pearson, il a été possible d'estimer les relations
entre les différentes activités antioxydantes des extraits et leur contenu en composés
phénoliques (Lesaffre et al., 2009).Les coefficients de corrélation qui ont été déterminés
indiquent une relation entre le contenu phénolique et l'effet antioxydant, dans différentes
parties de la plante. En effet, la littérature rapporte que l'activité antiradicalaire des extraits de
plantes dépend fortement du type et de la concentration des métabolites secondaires
(Pellegrini et al., 2003; Gismondi et al., 2017; Rigane et al., 2017).

Dans notre étude, l'activité antimicrobienne des extraits de bourgeons contre les souches
pathogénes variait selon la station, le genre et la sensibilité a la souche. La comparaison des
résultats révele une sensibilité élevée de S. aureus, L. monocytogenes, B. subtilis et C.
albicansaux extraits testés. En revanche, P. aeruginosa, E. coli et K. pneumonia étaient
caractérisés par une résistance. Un effet inhibiteur plus élevé a été détecté contre S. aureus
(diameétre des zones d'inhibition allant de 16 a 25 mm). On peut en déduire que les souches
Gram - sont moins sensibles aux extraits de bourgeon que les souches a Gram+.

Les souches sélectionnées pour la détermination des concentrations minimales inhibitrices
CMI et CMB sont S. aureus, L. monocytogenes et C. albicans. Aligiannis et al. (2001) ont
proposé une classification des extraits de plantes en fonction de leur valeur CMI; forte
inhibition: CMI <500 pg/ ml; inhibition modérée: 600 pug/ ml <CMI <1500 pg / ml; faible
inhibition: CMI> 1600 pg/ ml. Sur la base de cette classification, les extraits de bourgeon de
toutes les stations peuvent étre considéerés comme des substances fortement inhibitrices sur S.
aureus. Le méme phénomeéne est détecté contre L. monocytogenes, bien que les extraits de
certaines stations n'atteignent pas une valeur CMI. Concernant C. albicans, nous notons une

forte activité inhibitrice uniquement pour I'échantillon de la station 2. Les valeurs CMB de
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I'extrait de bourgeon contre S. aureus sont plus efficaces que contre L. monocytogenes et C.
albicans. Selon Biyiti et al. (2004), une substance est bactéricide lorsque le rapport
CMBJ/CMI est < 2, et bactériostatique si le rapport CMB/ CMI apparait> 2. Sur la base de ces
considérations, nos extraits de bourgeon exercent des effets bactériostatiques contre S. aureus,
L. monocytogenes et C. albicans. Globalement, la présente étude montre que les extraits de
bourgeon de P. atlantica étaient efficaces contre les souches Gram-positives et les levures,
alors que les bactéries a Gram-négatives présente une certaine résistance contre ces extraits.
Cela est cohérent avec les études précédentes rapportant que les micro-organismes Gram
négatifs sont plus résistants aux antimicrobiens naturels que les Gram positifs, probablement
en raison de leur membrane lipopolysaccharidique externe (Dulger et Gonuz, 2004;
Benhammou et al., 2008; Khan et al., 2009).

Les résultats obtenus dans ce travail suggeérent que les composés phénoliques sont
responsables de I'activité antimicrobienne des extraits de bourgeons.

En effet, plusieurs travaux ont signalé les effets antibactériens de ces métabolites secondaires
contre un large éventail de souches bactériennes (Rigane et al., 2017; Benhammou et al.,
2009). Les mécanismes d’action des composés phénoliques contre les micro-organismes sont
multiples, notamment la perturbation de la rénovation de la membrane cytoplasmique, le
blocage du transport actif et la coagulation du contenu du cytoplasme (Tian et al., 2009).

A propos des extraits de racines et de fruits, I’effet antimicrobien est modéré voire faible.
Toutes les bactéries Gram- testées et C. albicans ne sont pas sensibles aux extraits de racine et
de fruit de P. atlantica. Les souches de L. monocytogenes et B. subtilis ont montré un effet
sensibilisant & la dose de 200 pg/ mL et une activité trés significative a 400 pg / mL. Les
souches qui ont été sélectionnées pour la détermination des CMI et CMB sont L.
monocytogenes et B. subtilus. Falahati et al. (2015) ont rapporté une CMI et une CMF
d'extrait méthanolique de fruit de P. atlantica contre C. albicans égales a 10.66 mg/ mL et 32
mg/ mL respectivement. Il convient de rappeler que l'activité de toute substance naturelle
dépend de plusieurs facteurs, tels que le mode d'extraction, le stade de croissance, la
concentration active principale, l'origine des souches testées. Selon nos résultats, nous
pouvons affirmer qu'il existe une relation entre la composition phytochimique, le type
d'organe, la région de croissance, le genre et les propriétés antioxydantes et antimicrobiennes.

D’apres les résultats des analyses phytochimiques et des activités biologiques testées,
I’extrait des bourgeons de pied femelle de la station d’Ain-fezza s’est montré trés actif contre

les souches microbiennes testées et aussi il présente un pouvoir antioxydant puissant. Ces

49



Discussion générale

propriétés sont corrélées a sa richesse en composes phénoliques tels que 1’acide caféique,
I’acide p-coumarique, I’hydroxytyrosol, 1’acide dimethyl-allyl cafféique.

Pour cela, cet extrait a été sélectionné afin d’évaluer son activité anti-inflammatoire in vivo.
L'évaluation de I'activité anti-inflammatoire a été effectuee selon le modéle de I’inflammation
aigue induite par la carragénine decrit par Winter et al. (1962).

Aprés avoir effectué le test de toxicité aigue aucun signe de toxicité n'a été enregistré, et cela
pour tous les animaux aprés 24 a 72 h d'administration de 1’extrait.

Apres 1 h de prétraitement avec I'extrait, le volume de la patte a diminué dans les trois
groupes de souris traitées par I’extrait comparativement au groupe témoin et standard, mais la
diminution été plus remarquable a la dose de 150 mg / kg. L'effet d'inhibition de I'extrait a la
dose 150 mg / kg a commencé aprés la premiére heure a partir de la formation de I’cedéme au
niveau de la patte et a augmenté de maniere dépendante au temps, par rapport au témoin.
L'effet anti-inflammatoire a persisté méme apres six heures d'induction de I'inflammation, et
cela pour tous les doses testée (150, 200 et 300 mg / Kg). L'inflammation de 1'eedéme de la
patte a disparu de maniere intensive chez les animaux traités avec la dose 150 mg / kg de
I'échantillon de P. atlantica, par rapport a ceux traités avec les autres concentrations. L'effet
anti-inflammatoire de l'extrait a 150 mg / kg était substantiel par rapport au diclofénac
sodique, et cela dés la deuxiéme heure. Le pourcentage maximal d'inhibition de I'cedéme de la
patte par I'extrait de la plante a été observé a 100%, 90.49% et 96.75%, aux 3 doses de 150,
200 et 300 mg / kg, respectivement. Le diclofénac a 50 mg / kg a montré un pourcentage
maximal d'inhibition de 90.49% 6 heures aprés I'administration. L’étude actuelle de ’activité
anti-inflammatoire, a démontré que le traitement des souris avec I'extrait hydro-méthanolique
de bourgeon foliaire de P. atlantica inhibait de maniére significative le développement de
'eedéme, et cela d'une maniére dépendante du temps, et que son action était plus efficace que
celle obtenue aprés 1’administration du traitement anti-inflammatoire standard (diclofénac
sodique). Nos données ont été corroborées par d’autre travaux; Amri et al. (2018) ont
rapporté que l'administration de I'extrait méthanolique de feuilles de P. atlantica (a des doses
de 100 mg / Kg et 250 mg / Kg) diminuait l'cedéme plantaire, a 3 h (34.28 et 97.88%, dans cet
ordre) et 6 h (44.31 et 92.02%, respectivement) de traitement.

L’étude histologique vient confirmer les résultats de pourcentage d’augmentation et
d’inhibition de I’cedéme (%AUG et %INH). Les tissus des pattes des souris témoins ont
montré que l'inflammation s'est propagée au tissu musculaire strié, ou un granulome
caractérise par des cellules polymorphes est apparu. Des échantillons de tissus des pattes de

souris traitées au diclofénac ont révélé une réaction inflammatoire discréte, évidemment
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moins intense que le contréle. Cependant, I'évolution de la phase aigué a été rapidement
résolue par l'action du diclofénac. Un infiltrat inflammatoire était détectable dans les tissus de
la patte de souris traitées avec 150 mg / kg d'extrait, mais cette altération était moins intense
que dans le groupe témoin. Le traitement des souris a 200 et 300 mg / kg a montré une
diminution significative du nombre d'infiltrats tissulaires. Ces résultats documentent que
I'extrait hydro-méthanolique de bourgeon foliaire de P. atlantica a exercé un effet anti-
inflammatoire sur 1'eedéme de la patte. Cette preuve peut étre justifiee par la quantité élevée
de composés phénoliques et flavonoides totaux que les échantillons de plantes possédaient,
comme la rutine, 1’acide caféique et 1’acide dimethyl-allyl cafféique qui sont des métabolites
végétaux anti-inflammatoire bien connu (Yoo et al., 2014; Bahareh et al., 2017). Il a été
démontré que l'acide caféique avait la capacité de réduire la production de NO via une
diminution de la biosynthese d'iNOS en réduisant les teneur en NF-kB (Vezza et al., 2016).
De plus, la forte capacité antioxydant révélé dans les extraits bourgeons pourrait
éventuellement contribuer a la réduction de l'inflammation. En effet, le lien entre ces deux
processus, serait incontestablement la contribution des composés phénoliques, agissant
comme antioxydants, a éliminer les radicaux libres produits lors du processus inflammatoire
et stoppent ainsi les réactions biochimiques indésirables, et en inhibant la production de
cytokines inflammatoires comme le TNF-a et d'oxyde nitrique (NO) (Schauss, 2013).

Concernant I’activité antityrosinase, 1'0xydation de la L-tyrosine catalysée par la tyrosinase
des champignons a été inhibée par I'extrait des bourgeons de maniere dose-dépendant.
L'activité enzymatique n'a pas été supprimée instantanément mais a plutbt diminué
rapidement. A des concentrations comprises entre 0.09 et 0.15 mg/mL d'extrait de P.
atlantica, on a observé une inhibition de 50 % de ’enzyme tyrosinase. A la lumiére de cela,
nous avons constaté que I'analyse CLHP-DAD de I'extrait de bourgeon a révélé la présence
d'acide diméthyl-allyl caféique, d'acide p-coumarique, d'acide ellagique et de rutine, comme
composés majeurs. Parmi eux, la rutine qui est connu pour son inhibition de l'activité de la
tyrosinase, représente un puissant agent anti-pigment dd a la présence de plusieurs groupes
hydroxyle dans sa structure chimique (Si et al., 2012). De plus, il a été demontré que l'acide
p-coumarique et l'acide caféique inhibent respectivement 10 et 3 fois plus efficacement
I'activité de la tyrosinase des champignons que I'acide kojique (Lee et al., 2012).

Ces données suggerent que l'activité antioxydante, anti-inflammatoire, anti-tyrosinase et
antimicrobienne de I'échantillon de bourgeon pourrait étre associée a la nature de son

phytocomplexe, en particulier a la quantité d'acides phénoliques. Cependant, il est impossible
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d'associer spécifiguement la bioactivité du présent extrait a un ou plusieurs métabolites
végétaux particuliers, car, comme cela est largement rapporteé dans la littérature (Ettorre et
al., 2010 ; Giovannini et al., 2016), le phytocomplexe végétal fonctionne en synergie et non

par moléculessinguliéres.
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Au cours des derniéres décennies, de nombreux efforts ont été consacrés a 1’utilisation de
différentes especes végétales en raison de leurs activités pharmacologiques puissantes. La
majeure partie de 1’effet thérapeutique des plantes médicinales a été attribuée aux métabolites
secondaires des plantes tels que les composés phénoliques qui ont prouvé leurs roles dans
divers activités biologiques.

Ce travail s’était porté sur 1’évaluation des propriétés antioxydante, antimicrobienne anti-
inflammatoire et antityrosinase des extraits de racines, de bourgeons et de fruits de P.
atlantica subsp. atlantica, en fonction du genre, du type d'organe, de la région de croissance
et du stade de maturation du fruit.

Les extraits de bourgeons ont montré une activité antimicrobienne efficace contre deux
souches microbiennes a Gram positives (S. aureus et L. monocytogenes), et la levure C.
albicans par rapport au autre extraits étudiés. Ces extraits ont également montré une activité
antioxydante et anti-inflammatoire élevée.

Nos résultats suggérent que les extraits de P. atlantica, en particulier les extraits de
bourgeons, possédent un intéressant phytocomplexe avec une bioactivité significative, comme
capacités antioxydantes, antimicrobiennes anti-inflammatoire et antityrosinase. Ces effets
peuvent étre attribués a leur teneur élevée et a la nature des acides phénoliques (acides
cinnamique et benzoique) et aux flavonoides qui agissent en synergie, plutét qu'a un seul
composé actif.

Les présentes conclusions appuient et clarifient l'utilisation de différentes parties de cette
espéce végétale en médecine traditionnelle et indiquent leur potentiel a fournir des composés
biologiques actifs.

La poursuite de ces axes de recherche laisse présager de nombreuses perspectives.

En s’intéressant encore plus a la gemmothérapie (I’application utilisant les précieux
bourgeons que la nature nous offre) et cela en étudiant et comparant les différents types de
bourgeons de P. atlantica.

En souhaitons aussi faire 1'évaluation d’autres activités biologiques telles que les propriétés
anticancéreuses et neurodégénératives.

Cependant, il serait intéressant d’effectuer la détermination quantitative de la composition
chimique des extraits de bourgeons, de fruits et de racines par d’autre techniques d’analyse
phytochimique pour mieux isoler et identifier les composants actifs sous-jacents a ses

mécanismes moléculaires.
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Annexe 1. Chromatogrammes CLHP-DAD de I’extrait des bourgeons foliaire male Saf-saf.

Des signaux ont été enregistrés a 280 nm (A) et 340 nm (A’).
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Annexe 2. Chromatogrammes CLHP-DAD de I’extrait des Fruits rouge Oujlida. Des signaux

ont été enregistrés a 280 nm (B) et 340 nm (B’).
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Annexe 4. Courbes d’étalonnages : (A) acide gallique pour le dosage des phénols totaux ; (B)
La catéchine pour le dosage des flavonoides ; (C) La catéchine pour le dosage des tanins
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Annexe 5. Composition des milieux de culture

Milieux de culture

Bouillon Mueller-Hinton :

Infusion de viande de boeuf .......ooocvviiiiiiiiiii 29
Hydrolysat de Casine..........cccoereirenennieneneeese e 17.5¢
AMIAON Lt 15¢
AT e 159
Eau diStillée .....covoieeiii 1000 ml
PH 7.3

Gélose Mueller-Hinton :

Infusion de viande de boeuf .......ooocvvviiiiiiiii 29
Hydrolysat de Casine..........cccoereirenenniineneeeese s 17.5¢
AMIAON L 15¢
AT i 179
Eau diStillée .....oovoeeiecee e 1000 ml
PH e 7.3

Bouillon Sabouraud :

Peptone pepsique de Viande .........ccccceeeeiiieiieie e 10
GIUCOSE ..ttt 20
Eau diStillée ....ooveeeececee e 1000 ml
PH s 5.6

Gélose Sabouraud :

Peptone pepsique de VIande .........ccccovveiininieiene e 10
(] 11 o001 USSR 20
AN o 17
Eau diStillée .....ooveeeeiecce 1000 ml

PH e 5.6
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Annexe 6. Tableaux du Test de Pearson

(A) Coefficient de corrélation de Pearson de I’activité antioxydante (DPPH, CAT) et la teneur en phénols totaux (PT) des organes

étudies.

DPPH DPPH DPPH
Extraits | PT (mg/g) (mg/mL) CAT (mg/g) | Extraits | PT (mg/g) | (mg/mL) CAT (mg/g) | Extraits | PT (mg/g) (mg/mL) CAT (mg/g)
79,035208 0,38092408 | 12,7976254 544,821674 0,30754135| 29,5224437 10,113 0,16170771| 15,9021341
11,200703 0,62562477 | 3,75131109 283,964906 | 0,226407779| 27,5590256 35,8527663 | 0,03855616 | 5,79489265
19,8473937 0,66587066 6,46 130,932785| 0,195610628 | 9,85223081 29,548754 | 0,22543608 | 3,57938937
26,6495199 0,540356 | 9,68954913 149,485597 | 0,287868287 | 17,2667337 22,9835391| 0,14630603| 9,89200933
o 10,4813957 0,72959917 6,469 é 448,113855| 0,358681095| 35,6872231 61,1402606 0,1750537 | 4,19718732
S 26,6503772 0,67976294 | 11,2475116 g’ 565,740741| 0,333276793| 37,3044074 29,1580933 0,2463212| 3,41331849
- 58,0418381 0,4562297 | 24,1400347 a 537,551 | 0,343725608 | 43,644355 @ 23,7671468 | 0,17647426 | 12,5029433
7,43569959 0,38428989 | 6,20330929 281,578647 | 0,237789691 | 16,3983846 E 23,1207133| 0,29951893| 3,88937646
12,6946159 1,33107805| 5,87473511 247,290809 | 0,242704626 | 21,4946736 - 12,0130316 | 0,22578377| 1,58143716
52,1010517 0,32465834 | 16,8275646 502,1262 | 0,184214222 | 33,7489565 20,3589392 | 0,36439079| 10,0256152
13,44393 0,94801721| 6,11126571 770,507545| 0,183497116 | 28,7761058 22,4537037 | 0,23624206 | 4,41873408
Test de Pearson (PT/DPPH) : r=-0,542 Test de Pearson (PT/DPPH): r= 0,141 20,0342936 | 0,29140245| 3,89815271
Test de Pearson (PT/CAT) : r=-0,78 Test de Pearson (PT/CAT) : r=0,74 113,842593 0,2181951| 12,5050838
37,8412209 | 0,23590616 | 3,85170281
20,5898491| 0,67186029| 2,38157416

Test de Pearson (PT/DPPH): r=-0,171

Test de Pearson (PT/CAT) : r=0,19
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(B) Coefficient de corrélation de Pearson de I’activité antioxydante (DPPH, CAT) et la teneur en flavonoides (Flv).

DPPH DPPH DPPH
Extraits | FLV (mg/g) (mg/mL) CAT (mg/g) | Extraits | FLV (mg/g) (mg/mL) CAT (mg/g) | Extraits |FLV (mg/g) |(mg/mL) CAT (mg/g)
2.0040355 0.38092408 12.7976254 1.35179345 0.30754135 29.5224437 0.77098883 0.16170771 15.9021341
0.73050326 0.62562477 | 3.75131109 1.46670389 0.22640778 |  27.5590256 0.80278959 | 0.03855616 | 5.79489265
0.75802692 0.66587066 6.46 0.71097877 0.19561063 |  9.85223081 0.82877054 | 0.22543608 | 3.57938937
0.81891851 0.540356 | 9.68954913 1.18106843 0.28786829 |  17.2667337 0.512273| 0.14630603 | 9.89200933
o 0.50463299 0.72959917 6.469 é 1.41124846 0.3586811 | 35.6872231 0.70116755 0.1750537 | 4.19718732
§ 0.87723079 0.67976294 11.2475116 %” 1.92126863 0.33327679 37.3044074 0.86792564 0.2463212 3.41331849
1.38769174 0.4562297 24.1400347 m 1.78110369 0.34372561 43.644355 . 0.78006543 0.17647426 12.5029433
0.44576567 0.38428989 |  6.20330929 1.12698428 0.23778969 |  16.3983846 § 0.58367779| 0.29951893 | 3.88937646
0.61418888 1.33107805 | 5.87473511 0.79619436 0.24270463 |  21.4946736 - 0.53475229 | 0.22578377 | 1.58143716
1.12092777 0.32465834 | 16.8275646 0.92796834 0.18421422 |  33.7489565 0.38418843 | 0.36439079 | 10.0256152
0.82615041 0.94801721| 6.11126571 1.53518653 0.18349712| 28.7761058 0.55874978 | 0.23624206 | 4.41873408
Test de Pearson (FLV/DPPH) : r=-0.44 Test de Pearson (FLV/DPPH): r=0.59 0.48376986 0.29140245 3.89815271
Test de Pearson (FLV/CAT) : r=0.65 Test de Pearson (FLV/CAT) : r=0.74 0.72242247 0.2181951 12.5050838
0.64474896 | 0.23590616 | 3.85170281
0.83912865 0.67186029 2.38157416

Test de Pearson (FLV/DPPH): r=-0.01

Test de Pearson (FLV/CAT) : r=0.01
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(C) Coefficient de corrélation de Pearson de ’activité antioxydante (DPPH. CAT) et la teneur en tanins condensés (TC).

DPPH DPPH DPPH
Extraits TC (mg/g) (mg/mL) CAT (mg/g) | Extraits TC (mg/g) (mg/mL) CAT (mg/g) | Extraits TC (mg/g) (mg/mL) CAT (mg/g)
11.2408843 0.38092408 12.7976254 8.43066322 0.30754135 29.5224437 1.28452483 0.16170771 15.9021341
2.5585702 0.62562477 3.75131109 12.9212604 0.22640778 27.5590256 0.807 0.03855616 5.79489265
5.80017227 | 0.66587066 6.46 0.74992822 | 0.19561063 | 9.85223081 0.8998708 | 0.22543608 | 3.57938937
7.25523974 0.540356 | 9.68954913 115861326 | 0.28786829 | 17.2667337 0.65073213 | 0.14630603 | 9.89200933
o 0.79636807 |  0.72959917 6.469 g 15.2377261 0.3586811 | 35.6872231 0.49354005 0.1750537 | 4.19718732
E 5.23901809 0.67976294 11.2475116 g 14.8152455 0.33327679 37.3044074 0.73815676 0.2463212 3.41331849
7.55684755 0.4562297 24.1400347 m 16.5374677 0.34372561 43.644355 ” 0.89061154 0.17647426 12.5029433
2.46296296 | 0.38428989 | 6.20330929 14.4455211 | 0.23778969 | 16.3983846 5 0.80663221 | 0.29951893 | 3.88937646
4.31739879 1.33107805 5.87473511 3.77921332 0.24270463 21.4946736 - 0.37553833 0.22578377 1.58143716
15.0169394 0.32465834 16.8275646 4.385 0.18421422 33.7489565 1.24289406 0.36439079 10.0256152
4.15719208 0.94801721 6.11126571 3.80476601 0.18349712 28.7761058 0.57924203 0.23624206 4.41873408
Test de Pearson (TC/DPPH) : r=-0.48 Test de Pearson (TC/DPPH): r=0.69 0.246 0.29140245 3.89815271
Test de Pearson (TC/CAT) : r=0.65 Test de Pearson (TC/CAT) : r=0.25 0.73987941 0.2181951 12.5050838
1.36606374 | 0.23590616 | 3.85170281
1.515 0.67186029 2.38157416

Test de Pearson (TC/DPPH): r=0.44

Test de Pearson (TC/CAT) : r=0.25







