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Introduction

Introduction

Depuis des millénaires, les plantes médicinales occupent une place centrale dans la
médecine traditionnelle a travers le monde, Elles constituent une source naturelle précieuse de
composés bioactifs utilisés pour le traitement et la prévention de diverses maladies. Le recours
croissant a ces ressources dans les domaines pharmaceutique, cosmétique et agroalimentaire
repose sur leur richesse en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides,
les alcaloides et les terpénes (Rates, 2001 ; Balunas et Kinghorn, 2005).

Parmi ces plantes, Pistacia lentiscus L., un arbuste méditerranéen de la famille des
Anacardiaceae, suscite un intérét scientifique croissant, Connue sous le nom de lentisque, cette
plante est traditionnellement utilisée pour ses propriétés cicatrisantes, anti-inflammatoires et
antiseptiques. Ses différentes parties (feuilles, résine, huile essentielle) contiennent des
composés actifs ayant démontré des effets thérapeutiques notables (Zarrouk et al. 2003).

En effet, les études récentes ont mis en évidence les activités biologiques multiples de
Pistacia lentiscus, notamment son pouvoir antioxydant, antibactérien, antifongique et
anticancéreux, Ces propriétés sont principalement attribuées a la richesse en phénols totaux,
flavonoides et acides gras de ses extraits (Bouaziz et al. 2010 ; Bounatirou et al. 2007).

Cependant, la solubilité limitée de certains composés hydrophobes de Pistacia lentiscus
peut restreindre leur biodisponibilité et leur efficacité thérapeutique, C’est dans ce contexte que
la synthése de nanoparticules s’aveére une stratégie prometteuse. Elle permet d’améliorer la
stabilité, la solubilité et 1’activité des principes actifs naturels. Une problématique importante
réside alors dans la corrélation entre la solubilité des extraits ou huiles issus de la plante et
I’efficacité de la syntheése verte des nanoparticules d’argent (AgNPs) a partir de ces extraits,
une démarche qui repose sur les capacités réductrices et stabilisantes des composés bioactifs
(Iravani, 2011 ; Ahmed et al. 2016).

Dans ce travail, la partie bibliographique a permis de rassembler les données scientifiques
disponibles sur Pistacia lentiscus, ses composés actifs, ses propriétés biologiques, et les
méthodes de synthése des nanoparticules d’argent a base de plantes,
Cette revue a été essentielle pour formuler des hypothéses et orienter la méthodologie
expérimentale.

La section « Matériels et méthodes » détaille les procédés utilisés pour I’extraction de
I’huile végétale et de I’extrait hydroalcoolique, ainsi que pour la préparation des nanoparticules
selon une approche éco-compatible.

Enfin, la section « Résultats et discussion » expose les données expérimentales obtenues
concernant le rendement, le dosage des composés actifs, I’activité antioxydante des extraits et
des nanoparticules, Ces résultats sont discutés a la lumiere des références bibliographiques, afin
de mieux comprendre les liens entre composition chimique, activité biologique et efficacité de
la nanostructuration.
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I.1

I.1.1

Pistacia lentiscus

Description botanique et répartition géographique

Pistacia lentiscus, également connu sous le nom de pistachier lentisque ou mastic, est un arbuste
a feuillage persistant de la famille des Anacardiaceae, atteignant généralement 3 & 4 métres de hauteur.
Cette plante se caractérise par des feuilles imparipennées vert foncé, des fruits rouges devenant noirs a
maturité (Figure 1), et une floraison dioique, avec des individus males et femelles distincts (Quézel

and Santa, 1962 ).

Figure 1 : Morphologie des feuilles et des fruits mirs de Pistacia lentiscus L (Photo originale).

Cette espece typiquement méditerranéenne, présente dans de nombreuses régions au climat chaud
et sec. Son aire de répartition s’étend de I’ Afrique du nord (Maroc, Algérie, Tunisie, Libye) a I’Europe
méridionale (Espagne, sud de la France, Italie, Gréce), en passant par le Proche-Orient et I’ Asie
occidentale (Turquie, Syrie, Liban, Israél, Palestine, Chypre), ainsi que les iles méditerranéennes
comme Chios. Cette plante colonise des milieux secs, rocailleux et pauvres, comme les garrigues,
maquis et lisieres forestiéres, jusqu’a 800 meétres d’altitude. Tres résistante, elle tolere bien la séche-

resse, le vent et les embruns marins, ce qui explique sa large présence sur les zones littorales (Caudullo

et al. 2017).
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I.1.2 Classification botanique de I’espéce

Selon The Angiosperm Phylogeny Group (2016), le genre Pistacia est divisé en 4 sections
(Lentiscella, Eu-lentiscus, Butmela, Eu-Terebinthus) et 11 espéces. La taxonomie végétale de P.
lentiscus est représentée dans le tableau 1.

Tableau I: Classification botanique de P. lentiscus (Group et al. 2016)

Rang taxonomique Classification

Reégne Plantae (Plantes)

Sous-regne Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Division Magnoliophyta (Plantes a fleurs)
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous-classe Rosidae

Ordre Sapindales

Famille Anacardiaceae

Genre Pistacia

Espéce Pistacia lentiscus L.

I.1.3 Composition chimique

De nombreuses études ont mis en évidence la richesse de P.lentiscus en composés phénoliques,
notamment les acides phénoliques, les tanins, les flavonoides et les anthocyanes. Par ailleurs, d’autres
travaux ont également souligné sa teneur élevée en huiles essentielles et en acides gras (Nahida and
Siddiqui, 2012; Azaizeh et al. 2013 ; Brahmi et al. 2020).

I.1.3.1 Acides gras : définition et classification

Les acides gras sont des composés lipidiques formés d’une chaine d’atomes de carbone et
d’hydrogéne, comportant un groupe fonctionnel carboxyle (-COOH) a une extrémité. Ils sont les
constituants fondamentaux des triglycérides, des phospholipides et des esters de cholesté- rol. Ils jouent
un role essentiel dans le métabolisme énergétique, la structure des membranes biologiques, ainsi que
dans la signalisation cellulaire (Voet et al. 2016) .

Selon Gurr et al., (2008), les acides gras sont les unités de base des lipides simples et
complexes, et leur structure chimique détermine largement leurs fonctions biologiques et
nutritionnelles, on distingue :

o Acides gras saturés (AGS): Ne contiennent aucune double liaison, ce qui rend leur chaine
droite et compacte. Généralement, ils sont plus stables a ’oxydation (ex : I’acide palmitique (C16 :0)
et I’acide stéarique (C18 :0)).

e Acides gras mono-insaturés (AGMI): Ils contiennent une seule double liaison, souvent en

configuration cis (ex : acide oléique (C18 :1, oméga-9).
e Acides gras poly-insaturés (AGPI): Ces acides contiennent deux ou plusieurs doubles

liaisons. Ils sont essentiels mais sensibles a 1’oxydation (ex : acide linoléique (C18 :2, oméga-

3
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6), acide linolénique (C18 :3, oméga-3)).

La composition en acide gras de P.lentiscus peut varier selon les conditions de culture, la maturité

des fruits, et la méthode d’extraction (Aazza et al. 2013 ; Bouyahya et al. 2019). Le tableau II

résume les principaux acides gras de cette plante.

Tableau II : Répartition des principaux acides gras de P. lentiscus (Charef et al. 2008)

Acides gras

Exemple(s)

Représentation dans P. lentiscus

AGS
AGMI
AGPI

Palmitique, Stéarique
Oléique (w-9)

Linoléique (w-6), Linolénique (»-3)

15-20%
20-30%
40-55%

1.1.3.2 Polyphénols : définition et classification

Les extraits phénoliques de P. lentiscus correspondent a des fractions riches en composés
bioactifs, isolées principalement a partir des feuilles, des fruits, des graines ou de la résine de la plante.
Ces composés appartiennent a la famille des métabolites secondaires et se distinguent par la présence
d’au moins un noyau phénolique dans leur structure. Ils sont largement reconnus pour leurs puissantes
propriétés antioxydantes, leur permettant de neutraliser efficacement les radicaux libres et de contribuer
a la protection cellulaire contre le stress oxydatif (Derwich et al. Zellagui et al. 2012).

Tableau III: Principaux polyphénols identifiés dans les extraits de P. lentiscus

Classe Composés identifiés Références
-Acides phénoliques | -Acide gallique, acide caféique, acide -Bouaziz et al., (2009)
férulique, acide ellagique Flaminiet al., (2004)
-Flavonoides -Quercétine, kaempférol, myricétine, -Benhammou et al., (2008)
rutine Boubaker et al., (2012)
-Tannins .
-Tannins hydrolysables, -Romani et al., (2013)
proanthocyanidines Allal et al., (2015)
-Anthocyanes -Cyanidine, delphinidine -Aissat et al., (2022)
-Tyrosol, hydroxytyrosol, verbascoside -Bouaziz et al., 2009
-Autres phénols
Mezni et al., (2021)

Le tableau III résume les principaux polyphénols identifiés dans les extraits de P. lentiscus, en

précisant leur classification chimique rapportée dans la littérature.

e Acides phénoliques
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IIs se caractérisent par la présence d’un noyau aromatique (cycle benzénique) substitué¢ par un
ou plusieurs groupes hydroxyles (-OH) et une fonction acide carboxylique (-COOH). On les retrouve
principalement sous forme libre ou conjuguée dans diverses parties des plantes (feuilles, fruits, graines,
¢corce) (Balasundram et al. 2006).

e Flavonoides

Ils se caractérisent par une structure de base composée de 15 atomes de carbone organisée
selon un squelette C6-C3-C6, formé de deux cycles aromatiques (A et B) reliés par une chaine a trois
carbones (cycle C). On les retrouve principalement dans les feuilles, les fleurs, les fruits et les écorces

de nombreuses plantes (Panche et al. 2016).

e Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments hydrosolubles appartenant a la famille des flavonoides. Ils sont
responsables des couleurs rouges, violettes et bleues observées dans de nombreux fruits, fleurs et
feuilles. Ce sont des glycosides d’anthocyanidines, ¢’est-a-dire qu’elles résultent de I’association d’une
anthocyanidine (aglycone) avec un ou plusieurs sucres (glucose, rhamnose, etc.) (Khoo et al. 2017).

e Tanins

On distingue deux grandes classes selon (Scalbert, 1991), les tanins hydrolysables, formés d’un
noyau de glucose estérifié par des acides phénoliques tels que 1’acide gallique (gallotannins) ou I’acide
ellagique (ellagitannins) et les tanins condensés (ou proanthocyanidines) polymeéres de flavan-3-

ols (ex. : caté- chine, épicatéchine), non hydrolysables.

I.1.4 Usage traditionnel et activités biologiques

P. lentiscus a été utilisée en médecine depuis le temps des anciens Grecs. Ses deux parties,
aérienne et racine, ont ¢té utilisées pour le traitement des toux, douleurs de la gorge, ’eczéma,
douleurs d’estomac, les calculs urinaires et I’hypertension (Chryssavgi et al. 2008 ; Ljubuncic et
al. 2005). L huile de lentisque est traditionnellement utilisée en Kabylie pour soigner les hémorroides,
les douleurs rhumatismales et comme huile de massage chez les nourrissons (Boudjelal et al. 2013).

Plusieurs études ont rapporté les bienfaits de cette plante sur la santé, notamment I’activité antioxydante,
antimicrobienne, anti-inflammatoire, anticancéreuse, antiulcéreuse, et antihy- pertensive... etc (Romani

et al. 2013).

I.1.4.1 Activité antioxydante
I.1.4.1.1. Généralités

Les antioxydants naturels sont des molécules d’origine biologique capables de neutraliser les
radicaux libres (tableau IV) en inhibant leurs effets nocifs. Ils agissent en piégeant les especes
réactives de ’oxygene (ROS), en prévenant la peroxydation lipidique ou en réparant les dommages
oxydatifs. Ces antioxydants incluent des vitamines (comme la vitamine C, la vitamine E ou le
bétacaroténe), des composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides, tanins...), des enzymes
(superoxyde dismutase, catalase, glutathion peroxydase), et des oligo¢léments (Prior et al. 2005).
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Tableau IV: Les principaux radicaux libres (Halliwell and Gutteridge, 2015)

Type Radical(s) Origine principale

Radicaux libres de | O,, OH, Respiration mitochondriale, rayons UV, inflammation,

I’oxygéne (ROS) ROO, RO métabolisme cellulaire, réactions enzymatiques, systéme
immunitaire, pollution, dégradation thermique ou
métabolique

Non-radicaux H,0,, O, Respiration mitochondriale, rayons UV, inflammation,

(ROS) métabolisme cellulaire, systéme immunitaire, pollution,
dégradation thermique ou métabolique

Radicaux libres de | NO, NO,, Inflammation, systéme immunitaire, réactions

I’azote (RNS) ONOO~ enzymatiques, stress oxydatif

Radicaux R Meétabolisme cellulaire, réactions biochimiques

organiques

1.1.4.1.2 Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

L’¢évaluation de I’activité antioxydante repose généralement sur des tests chimiques in
vitro qui mesurent la capacité d’un composé ou d’un extrait a neutraliser les radicaux libres
ou a réduire des oxydants. Parmi les méthodes les plus utilisées figurent les tests DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle) et ABTS (2,2-azino-bis  (3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonique)). Le test DPPH est basé sur la capacité des antioxydants a piéger le radical stable
DPPHe, ce qui entraine un changement de couleur de violet a jaune, mesuré¢ a 517 nm
(Brand-Williams et al. 1995). Le test ABTS repose quant a lui sur la formation du radical
cation ABTSe+, dont la décoloration, en présence d’antioxydants, est mesurée a 734 nm (Re
et al. 1999). Une autre méthode courante est le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power), qui évalue la capacité de réduction du fer ferrique (Fe*") en fer ferreux (Fe*"), ce
dernier formant un complexe bleu avec le TPTZ mesuré a 593 nm (Benzie et Strain, 1996).
L’utilisation combinée de ces méthodes est souvent recommandée afin d’obtenir une vision

plus compléte du potentiel antioxydant d’un extrait ou d’un composé.

[.1.4.1.3 Mécanisme d’action des antioxydants d’origine végétale

Les plantes médicinales comme P. lentiscus sont particuliérement riches en antioxydants
naturels, ce qui suscite un intérét croissant pour leur utilisation dans le développement de
traitements ou de compléments nutritionnels a visée préventive. L’activité antioxydante de P.
lentiscus se manifeste par sa capacité a neutraliser divers radicaux libres, notamment le DPPH
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle), le peroxyde d’hydrogeéne (H202), le radical superoxyde (O2e—
), mais aussi le radical hydroxyle (*OH), tous impliqués dans le stress oxydatif et les dommages
cellulaire.

Des ¢tudes ont montré que les extraits de P. lentiscus, qu’ils soient aqueux, hydroalcooliques
6
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ou lipidiques, inhibent significativement la peroxydation lipidique, protégeant ainsi les
membranes cellulaires contre les effets déléteres des espéces réactives de 1’oxygene (ERO)
(Barbouchietal.2020).

D’autres recherches, comme celles de (Voet et al. 2016) et (Aazza et al. 2011), ont également
rapporté une activité¢ antioxydante notable des extraits de P. lentiscus, comparable a celle de
standards tels que 1’acide ascorbique ou le Trolox. Ces effets sont généralement attribués a la
richesse en composés phénoliques, flavonoides et tanins condensés, qui agissent comme piégeurs

de radicaux libres ou chélateurs d’ions métalliques catalyseurs de 1’oxydation.

I.1.4.2 Activité antibactérienne
1.1.4.2.1 Généralités
L’activité antibactérienne désigne la capacité d’une substance a inhiber la croissance ou a tuer les
microorganismes (bactéries, virus, champignons et protozoaires) (Balouiri et al. 2016). Les micro-
organismes résistants sont capables de survivre a l'action des agents antimicrobiens, ce qui
rend les traitements conventionnels inefficaces. Ces infections deviennent alors persistantes
et présentent un risque accru de transmission a d'autres individus (Biharee et al 2020). Le
recourt ou antimicrobiens végétale, constitue un nouveau axe de recherche pour lutter contre
cette résistance.

1.1.4.2.2. Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne

Plusieurs méthodes sont utilisées pour 1’évaluation du pouvoir antibactérien d’extraits
de plantes, a savoir, les méthodes de diffusion et les méthodes de dilution. Les méthodes de
diffusion consistent a appliquer 1’extrait a tester soit sur un disque de papier, soit dans un puits creusé
dans une gélose préalablement ensemencée. Apres incubation, la formation d’une zone d’inhibition
autour du disque ou du puits témoigne d’une activité antimicrobienne, dont 1’intensité est estimée par
la mesure du diamétre de cette zone. En ce qui concerne les méthodes de dilution, celles-ci peuvent
étre réalisées en milieu liquide ou solide. Elles consistent a exposer un inoculum bactérien standardisé
a des concentrations croissantes de la substance testée, selon une gamme définie, afin de déterminer
la concentration minimale inhibitrice (CMI), c’est-a-dire la plus faible concentration empéchant toute

croissance visible du micro-organisme (Klan¢nik et al. 2010).

1.1.4.2.3 Mécanisme d’action des agents antimicrobiens d’origine végétale

Les métabolites secondaires des plantes constituent un groupe important de substances
antimicrobiennes, notamment, les polyphénols, les alcaloides, les terpenes et les acides gras

a longues chaines. Ils agissent par la perturbation de la perméabilit¢ membranaire,
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I’inhibition de la synthése des protéines, de I’ADN ou de la paroi cellulaire, ou bien par

I’interférence avec les systémes de signalisation ou de communication bactérienne (quorum

sensing) (Klanénik et al. 2010 ; farha et al 2020) (figure 2).

Les composés naturels issus des plantes, comme ceux de P. lentiscus, sont étudiés pour leur

potentiel antibactérien, en particulier face a 1’augmentation de la résistance bactérienne aux

antibiotiques classiques.

L’activité antimicrobienne de P. lentiscus a été largement rapportée dans la littérature, en lien avec

sa richesse en composés bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les acides gras et

les composés terpéniques. Ces molécules agissent de maniére synergique pour inhiber la croissance de

divers micro-organismes pathogenes, notamment des souches bactériennes a Gram positif et a Gram

négatif. Les extraits de P. lentiscus, qu’ils soient aqueux, hydroalcooliques ou huileux, ont démontré

une activité inhibitrice significative, souvent comparable a celle des antibiotiques de référence dans des

essais in vitro (Benhammou et al. 2008 ; Djenane et al. 2011 ; Trabelsi et al. 2012)
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Figure 2: Mécanisme antimicrobien des polyphénols (Biharee et al. 2020)
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I.1.5 Nanoparticules
I.1.5.1 Définition

Les nanoparticules sont des particules ultrafines dont la taille est comprise entre 1 et 100 nanomeétres.
A cette échelle nanométrique, les matériaux présentent des propriétés physiques, chimiques et biologiques
uniques, telles qu'une grande surface spécifique, une réactivité accrue ou une capacité a traverser des
membranes biologiques qui différent significativement de celles des matériaux en vrac (Nel et al.

20006).
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Dans le domaine biomédical et pharmaceutique, les nanoparticules suscitent un intérét croissant
pour la vectorisation ciblée de molécules actives, I’amélioration de la biodisponibilité de substances
naturelles peu solubles, ou encore pour leur activité intrinséque (antibactérienne, antioxydante, etc.)
(Kumari et al. 2010).

1.1.5.2 Types de nanoparticules

Les nanoparticules peuvent étre classées en fonction de leur origine ainsi que de leurs propriétés
physiques, chimiques et biologiques (Ai et al. 2009).

— Nanoparticules métalliques : par exemple, les nanoparticules d’or (AuNP), d’argent (AgNP), de
cuivre (CuNP) et de zinc (ZnNP). Ces particules sont souvent utilisées dans les domaines de la
médecine, de la catalyse et des capteurs.

— Nanoparticules polymeres : elles sont fabriquées a partir de polymeéres naturels ou synthétiques et sont
couramment utilisées pour le ciblage de médicaments et la libération controlée.

— Nanoparticules lipidiques : principalement utilisées pour I’encapsulation de sub- stances actives,
elles sont largement exploitées dans les formulations pharmaceutiques, notamment sous forme de
liposomes

1.1.5.3 Applications des nanoparticules

— Nanomédecine: Les nanoparticules sont utilisées pour le ciblage spécifique de médicaments, la
thérapie génique, ainsi que pour I’imagerie médicale (Tableau V). Les nanoparticules permettent une
libération progressive et ciblée des principes actifs (libération controlée de médicaments), augmentant
ainsi I’efficacité du traitement tout en réduisant les effets secondaires (Peer et al. 2007).

— Nanotechnologiesenvironnementales: Les nanoparticules sont également utilisées dans
I’environnement, notamment pour la détection de polluants, 1a décontamination de I’eau, la réduction des
émissions polluantes. Par exemple, les nanoparticules d’argent sont employées comme agents
antimicrobiens dans le traitement de 1’eau (Zhang et al. 2007).

— Industrie électronique: Les nanoparticules trouvent des applications dans la fabrication de
composants ¢électro- niques avancés, tels que les écrans plats, les semi-conducteurs, ou les batteries
lithiumion, grace a leurs propriétés électriques, thermiques et optiques remarquables (Roco, 2003).

I.1.5. Synthése des nanoparticules

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour 1’élaboration des nanoparticules a base d’extraits
végétaux (Iravani, 2011 ; Kumari et al. 2016 ; Mohanraj and Chen, 2006) :
— Synthése verte de nanoparticules métalliques : mélange de solution métallique (ex. nitrate
d’argent) avec I’extrait végétal, suivi d’un chauffage ou d’une agitation.
— Nanoparticules polymériques (ex. : chitosane, alginate) : encapsulation des extraits via des
techniques comme la précipitation, I’ionotropie, ou I’émulsification.
— Nanoparticules lipidiques (SLN, NLC) : incorporation des extraits huileux dans une matrice

9



Chapitre 1

Synthése bibliographique

lipidique solide ou mixte par fusion et dispersion a chaud.

Chaque méthode est choisie en fonction des propriétés de 1’extrait, de la stabilité recher- chée et de

’application visée.

Tableau V: Composition et principales applications des différents types de nanoparticules (Kumar et al. 2012).

Type de nanoparticule | Composition principale Applications principales
Nanoparticules Or (Au), Argent (Ag), Cuivre (Cu), Antibactérien, anticancéreux,
métalliques Zinc (ZnO) capteurs, catalyse
Nanoparticules Ti0,, ZnO, Fe30,, CeO, Cosmétiques, photocatalyse,
d’oxyde métallique imagerie médicale
Nanoparticules Polymeres naturels (chitosane, alginate) | Libération contrdlée de
polymériques ou synthétiques (PLGA, PEG) médicaments, encapsulation
Nanoparticules Lipides solides ou liquides (SLN, NLC) | Transport de médicaments,
lipidiques cosmétique

Quantum dots (boites | Semi-conducteurs (CdSe, CdTe...) Imagerie biomédicale, bio-
quantiques) détection

Nanoparticules en Silice mésoporeuse ou colloidale Vectorisation de médicaments,
silice (SiO) supports catalytiques
Nanocapsules / Enveloppes polymériques ou lipidiques | Encapsulation ciblée de
nanosphéres principes actifs

Face a ’augmentation préoccupante des résistances microbiennes et a la recherche croissante de

solutions antioxydantes naturelles efficaces, ce travail s’intéresse a la synthése de nanoparticules a

partir d’extraits de P. lentiscus, riches en composés bioactifs, notamment les polyphénols et les acides

gras, et a I’évaluation de leurs activités antioxydante et antimicrobienne.

10




Chapitre 11
Matériels et méthodes



Chapitre IT Matériels et méthodes

II.1 Matériel

I1.1.1 Matériel chimique et équipements

Dans cette étude, un ensemble d’équipement de laboratoire et de produits chimique a été
utilisé (tableau VI).

Tableau VI: Matériels et réactifs utilisés

Matériel de Réactifs / Produits chimiques
laboratoire

Broyeur de laboratoire | Hexane

Soxhlet Ethanol

Etuve Sulfate d’argent (Ag2SO4)
pH-metre Eau distillée (H20)

Vortex Hydroxyde de sodium (NaOH)
Spectrophotométre Acide gallique

Balance Réactif de Folin-Ciocalteu

Agitateur magnétique | Carbonate de sodium (Na2COs)

Phosphate monopotassique (KH2PO4)
SNP, Trolox, Réactif FRAP
ABTS

Réactif de Griess

Persulfate de potassium (K2S2Os)
Acétate de sodium (CH3;COONa)
Quercétine, Chlorure d’aluminium (AlCls)

TPTZ, Chlorure de fer (III) (FeCls)

Milieu Mueller-Hinton
DMSO (Diméthylsulfoxyde)

I1.1.2 Matériel végétal

Il s’agit des graines matures et noires de P. lentiscus qui ont été récoltés dans la forét de Tizi
Neftah, dans la province d’ Amizour de Bejaia, Algérie, en novembre 2024, dans un endroit naturel loin
de tout impact de pollution.

11.2 Méthodes

I1.2.1 Préparation du matériel végétal

La préparation de 1’échantillon de fruits de P. lentiscus est une étape cruciale pour assurer la fiabilité

des analyses. Aprés un séchage initial a Iair libre, les fruits ont été placés dans une étuve a 40 ‘C
pendant 48 heures. Ils ont ensuite été broyés a I’aide d un broyeur électrique jusqu’a obtention d’une

. r r r b ° . N g .
pate homogene. Celle-ci a été conservée a4 C jusqu’a son utilisation.
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11.2.2 Extraction d’huile végétale

L’extraction de I’huile végétale a partir des graines de P. lentiscus a été réalisée par la méthode
Soxhlet suivant le protocole de (Fachrina et al. (2023) . Une masse de pate a été introduite dans
une cartouche en cellulose, ensuite, cette derni¢re a été placée dans I’extracteur, lequel a été
raccordé a un ballon contenant un volume précis d’hexane (1/8) (figure 3). L’extraction a été
poursuivie pendant une durée de 4 a 6 heures et le solvant a été éliminé par évaporation a 1’aide d’un
évaporateur rotatif. L’huile obtenue a ensuite ét¢ conservée dans des flacons hermétiques, a 1’abri de la
lumiére et de la chaleur.

Figure 3: Extraction de I’huile de P. lentiscus par Soxhlet (photo originale).

I1.2.3 Extraction des polyphénols
L’extraction des composés phénoliques a partir des fruits de P. lentiscus a été réalisée par la

méthode de macération (Boukeloua et al. 2021) . Une masse de poudre a été introduit dans un ballon
contenant un volume précis d’éthanol 70% (1/4). Le mélange a ¢été laissé en macération a
température ambiante, sous agitation modérée et a I’abri de la lumicre, pendant 24 heures. Apres la
période d’extraction, le mélange a été décanté pendant 24h puis et I’extrait a ensuite été concentré a
I’aide d’un évaporateur rotatif a basse température (40°C) afin d’éliminer 1’éthanol.

Le rendement des deux extractions (Soxhlet et macération) a été calculé, selon la formule suivante

: Rendement (%) = [(P 1/ Po)] x 100

Avec : P1 : Poids de I’extrait aprés 1’élimination du solvant

PO : Poids de la matiere végétale avant extraction

I1.2.4 Biosynthése des nanoparticules

L’¢laboration de nanoparticules d’argent (AgNPs) a partir de I’huile végétale ou de I’extrait

¢thanolique de P. lentiscus repose sur une méthode de synthése verte, qui exploite les propriétés
12



Chapitre IT Matériels et méthodes

réductrices et stabilisantes naturelles des composés bioactifs de la plante. Dans cette approche, une
solution aqueuse de nitrate d’argent (AgNOs) de 1 mM, est préparée. Parallélement, 1’extrait (issu de la
macération ou de Soxhlet) de P. lentiscus est filtré, puis dilué dans de 1’eau distillée ou de 1’éthanol a
une concentration adaptée (entre 5 et 10 %). Cet extrait est ensuite ajouté progressivement a la solution
de nitrate d’argent sous agitation constante. Le mélange est incubé a température ambiante, ou légérement
chauffé (entre 40 et 60 °C), pendant une durée de 2 a 24 heures, a I’obscurité. La formation des
nanoparticules est indiquée par un changement de couleur du mélange (du jaune pale au brun foncé),
signe de la réduction des ions Ag* en argent métallique (Ag®). Les AgNPs sont ensuite récupérées par
centrifugation (10 000 rpm pendant 15 a 20 minutes), lavées a plusieurs reprises avec de 1’eau distillée
pour éliminer les résidus organiques, puis resuspendues pour une utilisation ultérieure (Zarai et al.
2021).

I1.2.5 Dosage des composés actifs

I1.2.5.1 Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux repose sur la réaction de réduction du réactif de Folin- Ciocalteu
(un mélange de phosphomolybdate et de phosphotungstate) par les composés phénoliques présents
dans I’extrait végétal. Cette réduction conduit a la formation d’un complexe bleu mesurable par
spectrophotométrie a 760 nm. L’intensité¢ de la couleur développée est proportionnelle a la
concentration en phénols totaux (Prior et al. 2005) .

Pour le dosage de 1’échantillon, un volume de 0,5 mL de I’extrait de P. lentiscus a été mélangé
avec 2,5 mL du réactif de Folin—Ciocalteu (1/10). Aprés 5 minutes d’incubation, 2 mL de carbonate
de sodium (7,5 %) ont été ajouté et le mélange a ensuite ét¢ incubé pendant 30 minutes en obscurité.

L’absorbance a été mesurée a 760 nm a I’aide d’un spectrophotométre (Mussato et al. 2011).

Enfin, la concentration totale en composés phénoliques a été¢ calculée en milligrammes
d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/ g), en se référant a une courbe étalon
préalablement établie.

11.2.5.2 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux repose sur la formation d’un complexe stable entre les
flavonoides et le chlorure d’aluminium 4/C/5. Ce complexe donne une coloration jaune me- surable a
415 nm par spectrophotométrie. L’intensité de cette coloration est proportionnelle a la concentration
en flavonoides dans I’extrait végétal (Panche et al. 2016).

Pour le dosage des flavonoides, un mélange constitué¢ de 1 mL de I’extrait de P. lentiscus, 1
mL d’une solution de chlorure d’aluminium (2%) ainsi que 3 mL d’éthanol, a été préparé.
L’absorbance du mélange a été mesurée a 415 nm, aprés son incubation pendant 30 minutes a
’obscurité (Panche et al. 2016). La teneur en flavonoides a ét¢ déterminée en se référant a une courbe
d’étalonnage et exprimée en milligrammes d’équivalents quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g).

I1.2.6 Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de P. lentiscus

13
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11.2.6.1 Test ABTS

Le test ABTS repose sur la capacité des antioxydants présents dans un extrait végétal a neutraliser
le radical libre ABTS, produit par ’oxydation du réactif ABTS avec un agent oxydant tel que le
persulfate de potassium. Le radical ABTS est de couleur bleu-vert, et la diminution de son
absorbance a 734 nm est proportionnelle a I’activité antioxydante de I’échantillon. Plus la diminution

d’absorbance n’est grande, plus le pouvoir antioxydant de 1’extrait est élevé.

Pour la génération du radical ABTS, un mélange de 5 mL d’une solution d’ABTS (7 mM) et de 5
mL de persulfate de potassium (2,45 mM) a été préparé, puis incubé a I’obscurité¢ pendant 16 heures a
température ambiante. La solution ainsi obtenue a été diluée avec de 1’éthanol afin d’ajuster son
absorbance a 0,700 £ 0,02 a 734 nm. Pour évaluer I’activité antioxydante de 1’extrait de P./entiscus,
10220 uL d’extrait ont été mélangés avec 1 mL de solution ABTS, incubés 6 minutes a température
ambiante, puis I’absorbance a ét¢ mesurée a 734 nm. Les résultats sont exprimés en umol équivalents
Trolox par gramme d’extrait (umol TE/g ES), a partir de la courbe d’étalonnage établie (Re et al.
1999).

11.2.6.2 Méthode de FRAP
Le dosage de I’activité antioxydante par la méthode de FRAP est couramment utilisé pour

¢évaluer le pouvoir réducteur d’un extrait ou d’un composé antioxydant. Elle repose sur la réduction
d’un complexe ferrique (Fe® — TPTZ) en complexe ferreux (Fe> — TPTZ) de couleur bleue
mesurable a 593 nm. Le réactif FRAP a été préparé en combinant 10 volumes d’acétate de sodium a
300 mM (pH 3,6), 1 volume de TPTZ a 10 mM (dissous dans de I’HCI a 40 mM) et 1 volume de
chlorure ferrique (Fe Cl3) a20 mM. Pour I’analyse, 100 uL de I’échantillon ou de la solution étalon
ont été ajoutés a 3 mL de réactif FRAP préalablement porté a 37°C. Le mélange a été incubé pendant
10 minutes a cette température, puis 1’absorbance a ét¢ mesurée a 593 nm contre un blanc. La
quantification a ét¢ effectuée a partir d’'une courbe d’étalonnage établie avec des concentrations
connues de Trolox. Les résultats sont exprimés en (mg) équivalents Trolox / g d’extrait (Benzie and

Strain, 1996).

11.2.6.3 Test d’inhibition de ’oxyde nitrique (NO)

Dans ce test in vitro, le NO est généré par le nitroprussiate de sodium (SNP) en so- lution
aqueuse a pH physiologique. Le NO réagit avec I’oxygeéne pour former du nitrite (NO2), qui est
détecté par le réactif de Griess (mélange de sulfanilamide et NED N-(1- naphtyl) éthylénediamine
dihydrochloride). La présence d’un antioxydant réduit la quantité de NO formée, donc moins de nitrite

est détecté. La diminution de la coloration (rosée) est mesurée a 540 nm (Marcocci et al. 1994).
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Suivant le protocole de (Marcocci et al 1994), une solution réactionnelle a été¢ préparée en
mélangeant, dans un tube, 1 mL d’extrait de P. lentiscus, 2 mL de tampon phosphate (pH 7,4), et 0,5

mL d’une solution de nitroprussiate de sodium (SNP) (10 mM). Les tubes ont ensuite été incubés a

25 °C pendant 2 heures a la lumiére afin de permettre la génération de monoxyde d’azote (NO). Aprés
incubation, 0,5 mL de réactif de Griess ont été ajouté a chaque tube pour permettre la détection des
nitrites formés. L’absorbance a été ensuite mesurée a 540 nm, en utilisant un blanc composé de
tampon, SNP et le réactif de Griess sans extrait. Le pourcentage d’inhibition de la production de NO a

été calculé selon la formule suivante :

% d’inhibition = [(A controle — A échantillon)/A contrﬁle] x 100

11.2.7 Evaluation de I’activité antimicrobienne des extraits de P. lentiscus

11.2.7.1 Souches testées

Dans cette étude, I’effet antimicrobien des extraits de P. lentiscus a été testé vis-a-vis quatres souches
de références, une levure et trois bactéries. Ces souches, qui ont été obtenues aupres de laboratoire de
microbiologie de I'université de Bejaia, sont Candidat albicans, Escherichia coli (Gram négatif),

Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus (Gram positif).

11.2.7.2 Préparation de I’inoculum bactérien

Quelques colonies de la souche cible, issues d’une préculture incubée pendant 18 heures, ont
¢été prélevées puis suspendues dans 9 mL d’eau physiologique stérile dans un tube a essai. Aprés
homogénéisation a I’aide d’un vortex, I’absorbance de chaque suspension a ét¢ mesurée a 630 nm, afin

d’ajuster la densité optique (DO) entre 0,08 et 0,10.

11.2.7.3 Test de diffusion sur milieu solide

Des disques de papier stériles de 9 mm de diamétre ont été déposés sur une gélose Mueller-Hinton (MH)
préalablement ensemencée par étalement a 1’aide d’un écouvillon. Ensuite, un volume de 30 uL de chaque

extrait testé ainsi que du DMSO dilué (controle négatif) a été appliqué sur les disques. Les boites de

Pétri ont été incubées pendant 2 heures a 4 °C afin de favoriser la diffusion, puis transférées a 37 “C pour
une incubation de 24 heures. L’activité antimicrobienne a été évaluée en mesurant le diamétre des zones

d’inhibition autour des disques (CLSI,2018).

I1.2.8 Analyse statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en Moyenne = SD. La comparaison statistique de
15



Chapitre IT Matériels et méthodes

ces résultats est effectuée en utilisant le Graph Pad Prism 5 software et la différance est considéré
comme significative pour p<0,05. Cette différance est déterminée grace a I’analyse de variance

(ANOVA) suivi du test de Dunnett.
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II1. Résultats et discussion

II1.1 Rendement de I’extraction

Dans cette étude, nous avons choisi une plante médicinale, P. lentiscus, reconnue pour ses effets
bénéfiques. Afin d’extraire un maximum de composés actifs, deux méthodes d’extraction ont été
employées : I’extraction de la matiére grasse par Soxhlet a I’aide de 1’hexane, et ’extraction des
composés phénoliques par macération avec de 1’éthanol.

Le rendement d’extraction correspond a la masse d’extrait obtenue apres évaporation du solvant,
exprimée en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante utilisée. Dans notre étude, I’extraction
par Soxhlet a donné un rendement de 44 %, tandis que la macération a permis d’obtenir un rendement
de 13,57 %.

L’extraction par Soxhlet est reconnue pour son efficacité dans I’obtention des huiles a partir de
différentes matrices végétales, grace au contact prolongé entre le solvant et le matériel végétal. Par
ailleurs, I’hexane est considéré comme 1’un des solvants les plus légers et les plus efficaces pour
extraire les huiles contenues dans les graines, comparativement a d’autres solvants organiques
(Fachrina et al. 2023). Selon (Belyagoubi et al. 2018), les rendements d’extraction en huile de P.
lentiscus, extraite par I’hexane, varient entre 41,2 % et 45 %. En effet, le rendement obtenu dans cette
¢tude est supérieur a celui rapporté par (Djeridane et al. 2010) et qui est de 36,5 %. Cette différence
pourrait s’expliquer par plusieurs facteurs, notamment la durée d’extraction, la granulométrie de la
poudre végétale ou encore la durée de conservation des graines.

Le rendement d’extraction des polyphénols obtenu dans notre étude est Iégérement infé- rieur a celui
rapporté par (Talbi et al. 2021), qui ont obtenu un rendement de 16,8 % a partir des graines de P.
lentiscus en utilisant également une macération a température ambiante avec de I’éthanol a 70 %. En
effet, divers facteurs biotiques et abiotiques peuvent influencer le rendement d’extraction. Ces facteurs
peuvent étre liés a I’environnement, tels que les conditions pédoclimatiques (nature du sol, température,
humidité), ou au processus d’extraction lui-méme, notamment le stade de maturité des fruits, la période

de récolte, ou encore les paramétres opératoires choisis (Chemani, 2023).

III.2 Dosage des composés actifs

II1.2.1 Dosage des phénols totaux

La quantification des composés phénoliques totaux dans les différents extraits de P. lentiscus
révele des variations significatives en fonction du type d’extrait et de I’encapsulation (Figure 4).
L’extrait éthanolique (E) a présenté la teneur la plus élevée en phénols totaux (100 + 2.14 mg
EAG/g), indiquant que 1’éthanol constitue un solvant efficace pour I’extraction de ces composés
bioactifs. En comparaison, I’huile (H) a affiché une teneur légerement inférieure (89 + 17.42 mg
EAG/g), sans différence statistiquement significative, suggérant que les composés phénoliques sont
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¢galement bien extraits dans la phase lipidique.

Par comparaison avec la littérature, ces valeurs sont relativement inférieures a celles rapportées
pour les feuilles de P. lentiscus, dont les teneurs varient généralement entre 300 et 550 mg EAG/g.
Par exemple, (Boulekbache-Makhlouf et al. 2013) ont rapporté une teneur de 518 mg EAG/g
dans un extrait hydroacétone des feuilles, tandis que (Zitouni et al. 2014) ont trouvé des valeurs allant
de 216 a 548 mg EAG/g selon 1’origine géographique.(Djidel et al 2013) ont également obtenu
environ 390 mg EAG/g dans un extrait méthanolique. Ces différences peuvent s’expliquer par la nature
du matériel végétal utilisé (feuilles ou graines), le solvant d’extraction, ainsi que les conditions
environnementales.

Cependant, I’encapsulation sous forme de nanoparticules semble influencer négativement la
disponibilité des phénols totaux. En effet, les nanoparticules d’huile (H+N) ont présenté une diminution
modérée (76 £10.25 mg EAG/g), tandis que les nanoparticules de I’extrait éthanolique (E+N) affichent
la plus faible teneur (60 + 1.42 mg EAG/g), avec une différence statistiquement significative (*p <
0.05). Cette baisse peut étre attribuée a I’encapsulation qui rend les composés phénoliques moins
accessibles aux réactifs utilisés lors de la quantification, ou a une éventuelle dégradation partielle lors
du processus de formulation.

Par ailleurs, plusieurs études ont montré que I’encapsulation, bien qu’utile pour protéger les
composés bioactifs, peut diminuer leur biodisponibilité apparente lors des tests chimiques (Rigane et al.
2017).

II1.2.2 Dosage des flavonoides

L’analyse des teneurs en flavonoides totaux des différents extraits de P. lentiscus a mis en
¢vidence une forte influence du type de matrice et du mode de formulation. L’huile (H) et les
nanoparticules d’huile (H+N) présentent des teneurs trés faibles (H+N=0.42 et H=0.017), voire
négligeables, ce qui est expliqué par la nature hydrophile des flavonoides, peu solubles dans les milieux
lipidiques. En revanche, I’extrait éthanolique (E) a affiché une teneur plus élevée, de 1I’ordre de 7 mg
EQ/g d’extrait, ce qui confirme I’efficacit¢ de 1’éthanol en tant que solvant d’extraction des

flavonoides.

| =
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Figure 4: Teneurs en phénols totaux des extraits de P. lentiscus. H : huile, H+N : na- noparticules de I’huile,

E : extrait éthanolique, E+N : nanoparticule de I’extrait éthanolique. (*p < 0.05 ; **p <0.01 ; ***p < 0.001).

Il est intéressant de noter que les nanoparticules de cet extrait (E+N) ont montré une teneur encore
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plus importante (10 mg EQ/g), suggérant que 1’encapsulation pourrait contribuer a préserver ou a
stabiliser ces composés. Ces résultats restent inférieurs a ceux rapportés dans la littérature pour les
feuilles de P. lentiscus. Par exemple, (Djidel and Bekhechi, 2013) ont mesuré une teneur de 101,2
mg EQ/g dans un extrait hydroacétone des feuilles. En outre, (Zitouni et al. 2014) ont également
observé des teneurs élevées variant selon 1’origine géographique, pouvant dépasser 100 mg QE/g. De
plus, (Charef et al. 2022) ont rapporté une valeur de 106,5 mg EQ/g dans un extrait obtenu par
ultrasons a partir de feuilles fraiches. Ces différences s’expliquent prin- cipalement par la nature du
matériel végétal utilisé. D’autres facteurs comme le choix du solvant, les conditions d’extraction
(temps, température, agitation), ainsi que la formulation (encapsulation) influencent également la teneur

mesurée.

Une revue récente sur les polyphénols de P. lentiscus (Ramdani et al., 2023) indique que les teneurs
totales en flavonoides peuvent varier fortement, allant de 0,9 ug EQ/g a 278 mg EQ/g selon les
conditions expérimentales, ce qui confirme que nos valeurs, bien que relativement faibles, s’inscrivent

dans la plage observée.

Ainsi, I’encapsulation pourrait représenter une stratégie prometteuse pour améliorer la stabilité des
flavonoides, mais elle nécessite une optimisation rigoureuse pour garantir a la fois la protection des

composes actifs et leur disponibilité lors de I’analyse ou de I’application biologique.

II1.3 Effet antioxydant des extraits de P. lentiscus

II1.3.1 Test d’ABTS

Les résultats du test ABTS ont montré que I’activité antioxydante des extraits de P. lentiscus varie
significativement en fonction du type d’extrait et de I’encapsulation (Figure 5). L huile (H) a présenté
une activité¢ antioxydante modérée (45 + 5.33 mg ETrolox/g Np), tandis que les nanoparticules
d’huile (H+N) ont montré une activité significativement plus élevée (**p < 0.01), atteignant 60 +0.76
mg ETrolox/g Np. Cette amélioration suggere que 1’encapsulation pourrait favoriser la protection ou la
libération controlée des composés lipophiles antioxydants. En revanche, 1’extrait éthanolique (E) a
présenté une activité beaucoup plus faible (17 £ 1.10 mg ETrolox/g Np), et encore plus réduite dans sa
forme encapsulée (E+N, 10 +2.45 mgETrolox/g Np), avec des différences trés hautement significatives
(***%*p < 0.0001). Ces résultats indiquent que 1’encapsulation peut parfois limiter la disponibilité des
antioxydants hydrophiles, ce qui doit étre pris en compte dans les formulations. L’ensemble de ces
observations met en évidence I'importance du type de matrice et de la stratégie d’encapsulation dans
I’optimisation de I’activité antioxydante.

(Elez Garofuli¢ et al.2020) ont montré, par exemple, une capacité antioxydante élevée mesurée
via I’ORAC pour les extraits de feuilles (538 umol TE/g) et plus faible pour les fruits (387 pmol

19



Chapitre 111 Résultats et discussion

TE/g). D’autres études rapportent des capacités ABTS des feuilles variant entre 400 et 500 mg TE/g,
systématiquement supérieures a celles des fruits. Ces différences soulignent I’effet majeur de la nature
du matériel végétal, du procédé d’extraction et de la formulation sur I’activité antioxydante.

Ainsi, Deffet bénéfique de I’encapsulation sur I’huile contrastant avec son impact négatif sur
’extrait éthanolique met en lumiere la complexité des interactions entre les composés actifs et leur
environnement. Ces résultats suggeérent une stratégie duale possible : utiliser les nanoparticules pour
améliorer la biodisponibilité des antioxydants lipophiles, tout en optimisant leur libération pour les composés

hydrophiles, un équilibre essentiel selon I’application visée (pharmaceutique, cosmétique, nutrition).
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Figure 5 : Résultats du test d’ABTS. H : huile, H+N : nanoparticules de I’huile, E : extrait éthanolique, E+N :
nanoparticule de I’extrait éthanolique. (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p <0.001; ****p < 0.0001).

I11.3.2 Méthode de FRAP
L’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode FRAP a révélé que I'huile de P. lentiscus
(H) possede une capacité¢ réductrice significativement plus élevée que I’extrait éthanolique.

L’encapsulation de I’huile (H+N) n’altere pas cette activité, tandis que I’encapsulation de I’extrait (E+N)

entraine une légere diminution (Figure 6).

Ces résultats suggerent que la formulation est bénéfique pour stabiliser I’activité antioxydante des
composés lipophiles, mais semble inadaptée aux composés extraits par solvant polaire comme 1’éthanol.
Dans la présente étude, I’évaluation de ’activité antioxydante de P. lentiscus par la méthode FRAP a

révélé que I’huile (H) possede une activité notable (30 +£5.78 mg ETrolox/g Np) légerement améliorée
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par I’encapsulation sous forme de nanoparticules (H+N). En revanche, 1’extrait éthanolique et sa forme
encapsulée (E+N) présentent des teneurs significativement plus faibles (10-12 mg ETrolox/g Np)
suggérant une perte d’activité liée a la nature hydrophile et potentiellement instable des composés
phénoliques dans ces extraits. Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés par (Hadini et al. (2022),
qui ont observé une forte activité antioxydante dans les extraits de feuilles de P. lentiscus, notamment

en altitude, attribuée a une teneur élevée en polyphénols.
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Figure 6 : résultats du test de FRAP. H : huile, H+N : nanoparticules de I’huile, E : extrait éthanolique, E+N :
nanoparticule de I’extrait éthanolique. (*p < 0.05; **p <0.01 ; ***p <0.001 ; ****p < 0.0001).

De méme, (Mazari et al. (2022) ont mesuré une activit¢ FRAP élevée (104-159 mg ETrolox/g
Np) dans des extraits de résidus de feuilles et baies, soulignant la richesse antioxydante des parties
aériennes de la plante. D’aprés (Iratni et al. 2020), ces écarts peuvent s’expliquer par des différences de
matrice (huile ou feuilles), de méthode d’extraction, ou de stabilit¢ des composés bioactifs.
L’encapsulation semble favoriser la conservation de I’activité des composés lipophiles (comme dans
’huile), mais altérer celle des extraits éthanoliques. Ainsi, nos résultats confirment I’intérét de 1’huile
de P. lentiscus comme source d’antioxydants stables et bioactifs, notamment lorsqu’elle est formulée
sous forme de nanoparticules

II1.3.3 Test de NO

Ce test évalue le potentiel anti-inflammatoire d’un extrait en mesurant son effet inhibiteur sur la
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production de monoxyde d’azote (NO), un radical libre pro-inflammatoire. Le NO est généré par le
nitroprussiate de sodium, puis transformé en nitrite détecté par le réactif de Griess. La présence
d’antioxydants réduit la formation de NO, entrainant une diminution de I’absorbance. Le pourcentage
d’inhibition est ensuite calculé pour quantifier ’activité de 1’extrait (Green et al. 1990).

Les résultats présentés dans la (figure7) montrent que 1’extrait éthanolique de P. lentiscus (E)
induit une inhibition significativement plus élevée de la production de NO comparativement a 1’huile
(H), avec un pourcentage avoisinant les 60 % (**p <0.01).
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Figure 7: Pourcentage d’inhibition de NO par les extraits P. lentiscus. H : huile, H+N : nanoparticules de
I’huile, E : extrait éthanolique, E+N : nanoparticule de ’extrait éthanolique. (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p
< 0.001; ****p < 0.0001).

L’encapsulation de cet extrait sous forme de nanoparticules (E+N) ne semble pas améliorer davantage
lactivité, les valeurs restant similaires et également significatives (**p < 0.01). En revanche, I’huile
seule a présenté une activité inhibitrice plus faible (34 £+ 13.29). L’encapsulation de I’huile (H+N) a
permis une légere augmentation de I’inhibition (44 + 5.07%) mais cette différence n’est pas
statistiquement significative.

Les résultats obtenus ont démontré que I’extrait éthanolique de P. lentiscus présente une
inhibition significative de la production de NO, ce qui reflete une activité anti- inflammatoire notable.
Ces données sont en accord avec plusieurs études antérieures ayant mis en évidence le potentiel
biologique de cette plante. (Messaoudi et al. 2022) ont rapporté que ’administration orale d’une
huile grasse de P. lentiscus entrainait une réduction significative des taux plasmatiques de NO ainsi
qu’une diminution de 1’expression de I’en-zyme iNOS dans un modele de lésions gastriques induites
chez le rat. Ce résultat soutient I’idée que P. lentiscus agit sur les voies inflammatoires impliquant
’oxyde nitrique.

De plus, (Ben Khedher et al. 2020) ont montré que les extraits aqueux de feuilles de P. lentiscus
exercaient une activité anti-inflammatoire marquée dans un modeéle de colite chez le rat, en modulant
notamment la production de NO au niveau des macrophages. Cette activité est généralement attribuée a la
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richesse en composés phénoliques et flavonoides, connus pour leur capacité a inhiber les enzymes pro-
inflammatoires comme la COX-2 ou I'iNOS.

L’activité observée pour les nanoparticules de I’extrait éthanolique reste comparable a celle de
I’extrait libre, sans amélioration significative. Cela suggere que 1’encapsulation n’augmente pas la
puissance biologique in vitro, mais pourrait étre bénéfique in vivo en améliorant la stabilité, la
biodisponibilité ou la libération controlée des principes actifs, comme le suggerent les travaux de (Khoufi
et al. 2021) sur les formulations nanométriques de produits naturels.

En revanche, I’huile et ses nanoparticules montrent une activité moins marquée, ce qui confirme que
la nature de I’extrait influence fortement I’efficacité biologique. En effet, les extraits éthanoliques
concentrent davantage les composés actifs responsables de 1’effet observé, contrairement a I’huile, dont
I’effet plus modéré pourrait provenir de la dilution des actifs ou de leur composition différente.

I11.4 Effet antimicrobien des extraits de P. lentiscus
La méthode des disques permet d’évaluer I’activité antimicrobienne d’un extrait en mesurant la zone
d’inhibition autour d’un disque imprégné, placé sur une gélose ensemencée avec une bactérie. Dans
ce test, I’effet antimicrobien des extraits de Pistacia lentiscus a été testé contre Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Candida albicans et les résultats sont présentés dans la

(figure 8).

Figure 8: Activité antibactérienne des extraits de P. [entiscus évaluée par la méthode de diffusion sur gélose

contre B. subtilis (BS) et E. coli (Ec).

Les résultats obtenus ont mis en évidence une activité antimicrobienne variable mais globalement

significative des différentes formulations de P. lentiscus sur les souches testées (tableau VII).

Tableau VII: diamétres des zones d’inhibition (mm). (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001)
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Souche Huile Huile + nano Extrait Extrait éthanolique
éthanolique | + nano

E. coli / 13,68 £0,48 *** |/ 11,18 £ 0,07 ***

B. subtilis / 16,13 + 0,98 * / 11,18 + 1,02 ***

S. aureus / 18,75 £ 0,45 *** |/ 12,7 £0,5 ***

C. albicans |/ 18 + 1,63 *** / 12,05 £ 0,05 ***

Chez E. coli, aucune activité n’a été observée avec 1’huile seule ni avec I’extrait éthanolique
seul. En revanche, I’association huile + nanoparticules d’argent a induit une zone d’inhibition de
13,68 * 0,48 mm, tandis que I’extrait éthanolique + nanoparticules a montré une activité
légerement inférieure (11,18 = 0,07 mm). Cela suggere une synergie importante entre 1’huile et
les nanoparticules. Ce renforcement pourrait €tre attribué a la nature lipophile de I’huile facilitant
le transport des nanoparticules a travers les membranes bactériennes. Des résultats similaires ont
¢été rapportés par (Barapatre et al. 2016), qui ont observé une activité accrue des nanoparticules
d'argent végétales contre E. coli

Concernant B. subtilis, les extraits bruts sont €¢galement inactifs. Toutefois, ’huile  enrichie
en nanoparticules a montré une zone d’inhibition de 16,13 + 0,98 mm, supérieure a celle de
I’extrait éthanolique + nanoparticules (11,18 + 1,02 mm). Cette différence pourrait s’expliquer
par une meilleure affinité des composés lipidiques pour la membrane gram-positive de B. subtilis.
Ces observations rejoignent les travaux de (Ghramh et al. 2019), qui ont noté une efficacité
accrue des nanoparticules d’argent biosynthétisées a partir d’Eucalyptus contre des bactéries
Gram+.

Pour S. aureus, la formulation huile + nanoparticules a produit la plus grande zone
d’inhibition de toutes les souches testées, atteignant 18,75 £+ 0,45 mm, ce qui indique une tres
forte activité bactéricide. L’ extrait éthanolique + nanoparticules a également été efficace (12,7 £
0,5 mm), bien que de manic¢re plus modérée. Ces résultats confirment [’efficacité des
nanoparticules contre les bactéries Gram+, qui présentent une paroi plus exposée, comme 1’a
démontré (Singh et al. 2018) dans une étude similaire utilisant des extraits de plantes pour la
synthése des AgNPs.

Enfin, pour le champignon C. albicans, I’huile + nanoparticules a montré une excellente
activité antifongique avec une zone d’inhibition de 18 + 1,63 mm, tandis que I’extrait éthanolique
+ nanoparticules a induit une zone de 12,05 + 0,05 mm. Aucune activité n’a été détectée avec les
extraits seuls. Cette efficacité antifongique remarquable est probablement liée a ’action oxydative
des AgNPs et a leur capacité a perturber les structures membranaires fongiques. D’apres (Jebril
et al. 2020), les nanoparticules d’argent végétales montrent un potentiel antifongique élevé,
notamment contre C. albicans.

L’association huile + nanoparticules est globalement plus efficace que I’extrait éthanolique
+ nanoparticules pour toutes les souches testées. La zone d’inhibition la plus élevée (18,75 mm)
a été obtenue contre S. aureus avec cette formulation. Ces résultats confirment que la biosynthése
verte des nanoparticules a partir de Pistacia lentiscus améliore 1'activité antimicrobienne, en
particulier lorsqu'elle est associée a des phases lipidiques comme 1'huile.
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Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales dans le domaine de la recherche scientifique et de la
pharmacologie ne cesse de croitre, notamment grace a leur richesse en composés bioactifs naturels.
Parmi celles-ci, P. lentiscus L. qui a démontré un potentiel intéressant tant sur le plan chimique que
biologique, ce qui justifie son usage traditionnel et son intérét dans des approches modernes comme la
nanotechnologie verte. Ce travail a permis d’approfondir la connaissance de cette plante a travers une

¢tude combinée de ses extraits, huile végétale et extrait hydroalcoolique.

Deux méthodes ont été utilisées pour extraire les composés de P. lentiscus : Soxhlet a ’hexane pour
les matiéres grasses et macération a 1’éthanol pour les composés phénoliques. Le rendement le plus élevé
a été obtenu avec Soxhlet (44 %). L’extrait éthanolique a présenté la plus forte teneur en phénols totaux

(100 mg EAG/g), tandis que I’encapsulation a entrainé une baisse mesurable de ces composés.

Les tests ABTS et FRAP ont montré une activité antioxydante plus marquée pour I’huile encapsulée.
A Dinverse, I’extrait éthanolique et sa forme encapsulée ont montré une activité plus faible.
L’encapsulation semble donc bénéfique pour les composés lipophiles, mais moins adaptée aux extraits
hydrophiles.

L’extrait éthanolique encapsulé a montré la meilleure activité antibactérienne contre toutes les
souches testées. L’extrait non encapsulé a également été efficace. L’huile brute n’a montré aucune
activité, mais cette derniere s’améliore aprés encapsulation. L’éthanol reste le solvant le plus efficace

pour extraire les composés antimicrobiens.

Les résultats obtenus confirment que la voie verte, basée sur les extraits de P. lentiscus, constitue une
alternative durable, économique et respectueuse de I’environnement pour la production de nanomatériaux
fonctionnels. Ces derniers pourraient étre appliqués dans des domaines variés allant de la médecine a
’agroalimentaire, en passant par I’industrie cosmétique et les dispositifs antibactériens. Enfin, cette
¢tude ouvre la voie a d’autres travaux de recherche visant a explorer plus en profondeur I’'impact des
parametres physico-chimiques (pH, température, concentration) sur la taille, la morphologie et la stabilité

des nanoparti- cules, tout en ¢largissant le spectre des activités biologiques évaluées.
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Annexe:

Figure 1: courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Figure 2: Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Figure 3: Courbe d’étalonnage de Trolox pour le dosage de la capacité antioxydante par le teste (ABTS)

Figure 4: Courbe d’étalonnage de Trolox pour le dosage de la capacité antioxydante par le teste (FRAP).



Résumé

Pistacia lentiscus L., plante médicinale traditionnelle du bassin méditerranéen, a été étudiée pour
sa richesse en composés bioactifs. L extraction par Soxhlet a permis d’obtenir un rendement de
44 % en huile, tandis que la macération hydroalcoolique a fourni un extrait polyphénolique avec
un rendement de 13,57 %. La synthése de nanoparticules d’argent a partir de ces extraits a permis
d’améliorer leurs propriétés biologiques. L’extrait éthanolique présente la teneur la plus élevée
en composés phénoliques totaux (100 mg EAG/g), les nanoparticules issues de 1’huile affichent
une activité¢ antioxydante marquée (ABTS : 60 mg équivalent Trolox/g), et celles élaborées a
partir de I’extrait éthanolique révelent une activité antimicrobienne supérieure. Ces résultats
mettent en évidence 'intérét des nanoformulations pour valoriser et renforcer le potentiel

bioactif de P. lentiscus.

Mots clés: P. lentiscus, Antioxydant, Antibactérien, Huile végétale, Polyphénols.

Abstract

This study investigates Pistacia lentiscus L., a medicinal plant native to the Mediterranean
region. Oil extraction using the Soxhlet method achieved a yield of 44%, while hydroalcoholic
maceration produced a polyphenolic extract with a yield of 13.57%. Silver nanoparticles
synthesized from these extracts exhibited enhanced bioactivities. The ethanolic extract showed
the highest total phenolic content (100 mg GAE/g), nanoparticles derived from the oil
demonstrated notable antioxidant activity (ABTS: 60 mg TE/g), and those obtained from the
ethanolic extract displayed superior antimicrobial properties. These results underscore the
potential of nanoformulations to amplify the biological activities of P. lentiscus."

Keywords: P. lentiscus, Antioxidant, Antibacterial, Vegetable oil, Polyphenols.
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