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Introduction  

Le stress oxydatif est l'ensemble des agressions induites par les espèces réactives de 

l'oxygène (ERO), générées à la fois par des sources endogènes, telles que les sous-produits de 

l'oxydation en aérobie ou la réponse cellulaire à l'inflammation, et par des stimuli pro-

oxydants externes tels que, le rayonnement ultraviolet (Portugal et al., 2007). Le stress 

oxydatif peut provoquer des modifications chimiques et une alteration des composants 

cellulaires (lipides, protéines et ADN) et des éléments extracellulaires (collagène et fibres 

élastiques). En outre, il est connu que les ERO influencent l’expression d’un certain nombre 

de gènes et de voies de transduction du signal qui conduit à des effets indésirables exprimés 

par un photovieillissement, une inflammation, une manifestation auto-immune et une 

hypersensibilité (Briganti et Picardo, 2003). De plus, il a été également rapporté que les 

radiations UV sont une source de radicaux libres capables de diminuer et d’inactiver les 

enzymes antioxydantes induisant une augmentation du stress oxydant (Shindo et al., 1993). 

Pour mettre en place une stratégie de défense efficace contre les ERO et leurs effets 

néfastes, il est impératif d'explorer de nouvelles substances. Idéalement, des alternatives 

écologiques et non toxiques, capables de réagir de manière proactive avec les ERO pour 

prévenir les dommages oxydatifs. Notamment, les plantes médicinales pourraient offrir une 

réponse thérapeutique appropriée. Les remèdes à base de plantes représentent une alternative 

dans les systèmes de soins primaires et ainsi, une voie prometteuse pour développer des 

médicaments traditionnellement améliorés (Dramane et al., 2010). Les aspects 

phytochimiques, pharmacologiques, ainsi que les propriétés biologiques potentiellement 

bénéfiques pour les êtres humains, telles que les activités antioxydantes, antimicrobiennes, 

anti-inflammatoires et anticancéreuses ont été largement explorés et sont souvent attribuées à 

la présence de diverses substances allant des alcaloïdes aux flavonoïdes en passant par les 

terpènes et les phénols (Sharma, 2013 ; Chanwitheesuk et al., 2005).  

Ces dernières années, une tendance mondiale vers l'utilisation des composés 

phytochimiques, notamment les polyphénols qui sont des composés naturels qui se trouvés en 

grande partie dans le règne végétal. Ces composés sont impliqués dans la défense, notamment 

contre les rayons ultraviolets et l’agression des pathogènes (Pandey et Rizvi, 2009). De plus, 

ces composés ont la capacité de donner des protons aux radicaux libres tout en empêchant la 

formation des ERO. Ils présentent également une diversité d'activités biologiques qui peuvent 

être attribuées à leurs propriétés antioxydantes (Osamuyimen et al., 2011). Par ailleurs, les 

composés phénoliques sont reconnus pour leur activité anti-inflammatoire remarquable, car ils 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S027869150900427X#bib6


2 
 

peuvent inhiber les processus inflammatoires en modulant les voies inflammatoires et en 

réduisant la production de cytokines pro-inflammatoires. De plus, ces composés ont démontré 

des effets immuno-modulateurs, ce qui signifie qu'ils peuvent réguler et renforcer le système 

immunitaire en modulant la réponse immunitaire de l'organisme, ce qui les rend précieux dans 

la prévention et le traitement de diverses maladies inflammatoires et auto-immunes d’origine 

oxydatif (Sun et al., 2023).  

Les plantes médicinales choisies pour cette étude ont une longue histoire dans la 

médecine traditionnelle locale, où elles sont largement utilisées depuis des générations. 

Pistacia lentiscus et Populus nigra, en particulier, ont été étudiées dans diverses traditions 

médicales pour leurs multiples propriétés bénéfiques. Des études antérieures, telles que celles 

menées par Remila et al. (2015) et Kus et al. (2018), ont documenté ces propriétés en 

attribuant diverses bio-activités à ces plantes. Ces bio-activités comprennent des effets 

antioxydants, anti-inflammatoires, antimicrobiens et autres, ce qui a suscité un intérêt continu 

pour explorer davantage leur potentiel pharmacologique.  

Dans cette étude, les polyphénols sont obtenus par un procédé durable, économique et 

écologique en exploitant l’acide lactique comme solvant vert qui constitue une approche 

prometteuse pour maximiser la teneur en principes actifs, contrairement aux méthodes 

conventionnelles reposant sur des solvants pétrochimiques hautement inflammables et 

toxiques, lesquelles soulèvent des préoccupations en matière de durabilité.  

Cette recherche visait à optimiser l'extraction des composés phénoliques de deux plantes 

médicinales, Pistacia lentiscus et Populus nigra, tout en évaluant les activités biologiques des 

extraits obtenus, notamment leur activités antioxydante, anti-inflammatoire et leur effet 

photoprotecteur ainisi que une analyse phytochimique.  

Dans un premier temps, la diversité structurale et fonctionnelle des composés 

phénoliques, les méthodes d’extraction ont été rapportées ainsi qu’une monographie des 

plantes étudiées qui regroupe les données phytochimiques et pharmacologiques.  

Le deuxième chapitre, détaille la démarche expérimentale qui incluant une étude 

d’optimisation d’extraction des composés phénoliques, une analyse phytochimique et 

l’évaluation des activités biologiques suivie d’une caractérisation phytochimique. Le 

troisième chapitre expose, interprète et discute les résultats obtenus. Le futur travail est 

marqué par des perspectives, nous allons nous focaliser sur les potentielles applications de 

l’extrait en cosmétique.  
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Les plantes, à travers leurs différentes voies métaboliques, synthétisent deux types de 

métabolites. Les métabolites primaires, essentiels à la vie de la plante, lui assurent la 

couverture de ses besoins nutritifs et énergétiques, ils incluent les acides aminés, les glucides 

et les acides nucléiques. En parallèle, les métabolites secondaires lui permettent d’interagir 

avec son écosystème et lui garantissent une protection contre les différentes agressions 

(prédateurs, infections…etc). Ces métabolites secondaires sont subdivisés en trois grands 

groupes : les composés phénoliques, les huiles essentielles et les alcaloïdes qui sont un axe de 

recherche de nombreuses études, en raison de leurs nombreuses activités biologiques. Ces 

activités incluent l’activité antibactérienne, antifongique, anticancéreuse, antioxydante et anti-

inflammatoire (Hopkins, 2003 ; Pandey et Rizvi, 2009). 

I.1. Composés phénoliques 

Les composés phénoliques sont des composés possédant un ou plusieurs cycles 

aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyle. Ils sont des métabolites secondaires 

largement distribués dans le règne végétal avec plus de 8000 structures phénoliques 

actuellement connues, allant de simples molécules telles que les acides phénoliques aux 

substances hautement polymérisées telles que les tanins.  

Les composés phénoliques sont généralement impliqués dans la défense contre le 

rayonnement ultraviolet ou l'agression par des agents pathogènes, des parasites et des 

prédateurs. Ils sont omniprésents dans tous les organes de la plante et constituent une partie 

intégrante de l'alimentation humaine et essentielle pour le renforcement du système 

antioxydant (Liu et al., 2009). En effet les polyphénols sont un groupe très diversifié et 

multifonctionnel de composés actifs ayant un potentiel de santé substantielle dont leur 

capacité est médiée par les groupements fonctionnels capables de neutraliser les espèces 

réactive de l’oxygène (Dai et Mumper, 2010). 

La catégorie des composés phénoliques englobe les acides phénoliques, les flavonoïdes, 

les tanins, les stilbènes et les lignanes, reconnus pour leurs propriétés antioxydantes 

puissantes, susceptibles de prévenir diverses pathologies telles que les cancers (Dai et 

Mumper, 2010), les patologies inflammatoires (Sergent et al., 2010), ainsi que pour leurs 

effets antimicrobiens (Lima et al., 2019), vasodilatateurs et immunostimulants (Leopoldini et 

al., 2011).   
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I.1.1. Classification des composés phénoliques 

I.1.1.1. Phénols simples  

 Ces composés sont caractérisés par la présence d’une seule unité phénoliques à C6 liée à 

une ou a plusieurs fonctions hydroxyles tel que, le catéchol, le résorcinol, le phloruglucinol et 

le guaiacol. Cette catégorie de substances est rare dans la nature à l'exception de 

l'hydroquinone, présente dans plusieurs familles botaniques telles que les Ericaceae et les 

Rosaceae. De plus, les deux phénols hydroxylés de cette catégorie, à savoir le catéchol avec 

ses deux groupes OH et le pyrogallol avec ses trois groupes OH, ont exhibé un potentiel 

antimicrobien (Cowan, 1999).  

 

Figure 1 : Structure de quelque phénol simple (Sobiesiak, 2017). 

I.1.1.2. Acides phénoliques   

Ces composés possèdent au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. 

Ils sont rarement présents à l'état libre et ils sont généralement combinés à d'autres molécules 

organiques par des fonctions carboxyliques conduisant à la formation des esters (glucose et 

les acides quiniques, tartriques, maliques...) ou à des phénolamide (tyramine, spermidine...) 

(Macheix, 2005). 

Les acides phénoliques sont présents en abondance dans les aliments et sont divisés en 

deux classes : les dérivés de l'acide benzoïque et les dérivés de l'acide cinnamique qui sont les 

plus fréquents (Pandey et Rizvi, 2009). Certains acides phénoliques ont montré une capacité à 

prévenir le cancer, tel que l’acide gallique qui présentait des effets chimio-préventifs contre le 

cancer du côlon chimiquement induit chez le rat (Giftson et al., 2010 ; Giftson et al., 2011) et 

l’acide caféique qui est capable d’inhiber la capacité d’invasion des cellules PC3 issues du 

cancer humain de la prostate (Lansky et al., 2005).   
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 Acides hydroxybenzoïques : Sont des dérivés d’acide benzoïque, caractérisé par un 

squelette de C6-C1, leur diversité structurale est due aux hydroxylations et/ou méthoxylations 

du noyau aromatique en diverses positions (2, 3 et 4) donnant ainsi les acides 4-

hydroxybenzoïques, 3-hydroxybenzoïques, acide p-hydroxybenzoïque, acide protocatechique, 

acide vanillique, acide gallique, acide syringique, acide salicylique et acide gentisique 

(Tomas-Barberan et al., 2000). 

Les dérivés de l'acide benzoïque sont moins fréquents dans les végétaux et l’alimentation 

courante. Ils sont généralement présents dans les plantes aromatiques et les épices (23 à 27 

mg/kg dans l’écorce de cannelle) et plus fréquemment dans les légumes et les fruits sous 

forme de conjugués (esters ou glycosides). Cependant l’acide gallique peut être retrouvé sous 

forme libre dans certains fruits comme le kaki. La réaction d’estérification d’un de ces acides 

avec une molécule de glucose donnera des structures plus complexes appelées tanins 

hydrolysables (Clifford et al., 2000) comme les gallotanins retrouvés dans la mangue, ou les 

ellagitanins dans certains fruits rouges comme les fraises.  

 

Figure 2 : Structure de l’acide para-hydroxybenzoïque (Bruneton, 1999). 

 Acides hydroxycinnamiques : Cette sous classe est très répondue dans le règne 

végétal, sont des dérives d’acide cinnamique, distingué par un squelette de C6-C3. Leur 

diversité est également due à la variabilité des hydroxylations du noyau aromatique qui 

regroupe l'acide caféique, l'acide férulique, p-coumarique, et l'acide sinapique qui sont 

rarement présents sous forme libre et sont retrouvés essentiellement sous formes conjuguées. 

Il s’agit de dérivés glycosylés ou d’esters avec les acides quinique, tartrique ou shikimique 

(Manach et al., 2004 ; Macheix et al., 2006).  

Le composé le plus courant est l’acide caféique qui représente à lui seul 75 à 100 % des 

acides hydroxycinnamiques totaux dans la plupart des fruits (D'Archivio et al., 2007). Ainsi 

que l’acide férulique, sinapique et para-coumarique (Clifford, 2000b).  
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Figure 3 : Structure de l’acide para-coumarique (Bruneton, 1999). 

I.1.1.3. Flavonoïdes  

Sont une classe de large gamme de composés naturels, considérés comme les pigments 

quasiment universels des végétaux. Plus de 6500 molécules existent sous forme d’aglycones 

(génines) ou sous forme de glycosides basés sur un squelette C6-C3-C6 constitué de deux 

cycles aromatiques liés par une chaine de C3 formant un hétérocycle oxygéné (Corradini et al., 

2011). 

 

Figure 4 : Squelette de base des flavonoïdes (Corradini et al., 2011). 

Différentes catégories ont été distinguées dont les plus importantes sont les flavones, les 

isoflavones, les flavonols, les flavanones, les flavanols, les chalcones, les aurones et les 

anthocyanidines. Ces composés sont largement répandus dans tous les tissus des plantes 

supérieures, où ils contribuent à la pigmentation des fruits, légumes et fleurs, ainsi qu'aux 

variations de couleur des feuilles en nuances de rouge, violet ou bleu en fonction du pH 

(Corradini et al., 2011). 

Les flavonoïdes sont principalement engagés dans la protection des plantes contre les 

radiations UV, ils sont également impliqués dans les processus de défense de la plante contre 

les infections bactériennes et virales.  

Les flavonoïdes hétérosidiques sont hydrosolubles et solubles dans les alcools tandis que 

les flavonoïdes lipophiliques des tissus superficiels des feuilles sont solubles dans les solvants 
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polaires et moyennement polaires (comme par exemple le dichlorométhane) (Bruneton, 

1999). Ces composés possèdent de nombreuses vertus thérapeutiques, sont également de 

puissants anti-inflammatoires, antiallergique, hépatoprotecteur, anti-thrombotique, antiviral et 

possèdent des activités anticancéreuses (Corradini et al., 2011). 

 

Figure 5 : Quelques composés phénoliques de la classe des flavonoïdes (Corradini et al., 

2011). 

 Flavonols 

Ce type de flavonoïde sont largement répandus dans les plantes qui présentent des 

substances de teinture jaune et forment un grand nombre de différentes sortes de glycosides. 

Leur structure est similaire à celle des flavones mais ne possèdent pas d’insaturation au 

niveau de l’hétérocycle. La myricétine, le kaempférol et la quercétine sont les plus abondants, 

ils sont présents dans les poireaux, le brocoli, le chou frisé et les oignons avec des 

concentrations allant jusqu'à 1,2 g/kg de poids frais (Herrero et al., 2012). De plus, les 
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flavonols sont abondants dans le thé et le vin rouge sous leur forme glycosylée liée à des 

sucres simples comme le glucose ou le rhamnose. La partie externe de certains fruits contient 

environ 5 à 10 glycosides de flavonol différents (Kumar et Pandey, 2013). José et ses 

collaborateurs (2015) ont observé que les légumes à feuilles, ainsi que la partie externe verte 

des feuilles, renferment une concentration plus élevée de flavonols que la partie interne de 

teinte plus claire. De plus, les boissons à base de pommes et de canneberges sont répertoriées 

parmi les sources abondantes en flavonols (Boyer et Liu, 2004).  

 Flavones 

Les flavones sont des substances de couleur jaunâtre caractérisée par une structure de 

base C6-C3-C6 avec un hétérocycle porteur d‘un groupement carbonyle et d’une insaturation 

en position C3. Ils sont présentés sous forme de glycosides d'apigénine et de lutéoline dont les 

sources sont peu signalées, notamment le poivron doux, le céleri et le persil. Ils existent sous 

forme de glycosides de flavones dans les céréales comme le blé et le mil tandis que dans la 

peau des agrumes, ils existent sous forme de flavones polyméthoxylées, notamment la 

nobiletine, la sinensétine et la tangerétine (Stuetz et al., 2010).  

 Isoflavones 

Cette sous-classe de flavonoïdes existe sous forme de phytoestrogènes en raison de leur 

affinité pour les récepteurs d'œstrogènes même s'ils ne sont pas des stéroïdes, ils contiennent 

un OH- en positions 7 et 4' dans une configuration comme l'estradiol. La différence 

fondamentale entre les isoflavones et les autres flavonoïdes réside dans la position du cycle 

benzénique B en C3. Les légumineuses telles que le soja transformé sont les sources 

essentielles d’isoflavone dans l’alimentation. Ces composés provenant du soja contiennent 

trois molécules importantes : la glycitéine, la daidzéine et la génistéine qui existent 

principalement sous forme de glycosides de malonyle ou d'acétyle (Wang et al., 2013). La 

teneur en isoflavonoïdes est affectée principalement par la méthode de traitement. 

  Flavanones 

Ce type de classe sont des substances cristallines sans couleur caractérisées par l’absence 

de double liaison en 2, 3 et par la présence d’un centre d‘asymétrie en position 2 dans le cycle 

C3. Ils se trouvent dans plusieurs matrices végétales et particulièrement dans les fruits et 

d’agrumes sous forme d'hespérine dans les oranges, d'ériodictyol dans les citrons et 

d'aglycones naringénine dans le pamplemousse (Portet, 2007). Ils sont majoritairement 
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glycosylés en position 7 par un disaccharide, expliquant le goût amer de certaines peaux 

d'agrumes. Entre 40 et 140 mg de glycosides de flavanone peuvent être trouvés dans un verre 

de jus d'orange (Kaur et Kaur, 2014).  

 Anthocyanes 

Ce sont les flavonoïdes les plus étudiés qui existent sous forme de pigments dans 

plusieurs feuilles, fruit et aliments, expliquant la couleur violette, rouge, rose ou cyan de ces 

aliments. Structurellement, les anthocyanines sont caractérisés par un noyau " flavylium " 

généralement glucosylé en position C3 porteurs d’une charge positive sur l‘oxygène de 

l‘hétérocycle C. En se basant sur la nature des radicaux R1 et R2 et R3 plusieurs composés 

comme les hétérosides d’une unité aglycone ont été caractérisés. Les différents anthocyanes 

varient principalement en fonction de la position de ces liaisons, la nature et le nombre de 

sucres liés, les carboxylates aliphatiques ou aromatiques attachés au sucre dans les molécules 

ainsi que le nombre de groupes hydroxylés dans l'aglycone (Khoo et al., 2017). 

Les anthocyanes peuvent exister sous différentes formes, comme les aglycones estérifiés 

avec différents acides organiques, glycosylés avec le glucose en position 3 et les acides 

phénoliques. Ils se stabilisent en se complexant avec d'autres flavonoïdes (Khoo et al., 2017). 

Les anthocyanes sont abondants dans les céréales, le vin rouge et certains légumes-racines 

comme les oignons, le chou, les haricots et autres. Cependant, ils sont généralement trouvés 

dans certains fruits comme les cerises, les fruits rouges et les grenades (Martín et al., 2017).  

 Flavanols  

Flavan-3-ols (Catéchines) sont les composés les plus réducteurs parmi les composés 

flavonoïdiques, ils se présentent dans les aliments sous forme non glycolyses (Katz et al., 

2011). Ils existent sous forme de catéchines dont trois isoméres ont été identifiés par 

l’existence de deux atomes de carbone asymétriques (Souquet et al., 1996) ou d’oligomère de 

catéchine (proanthocyanidines). Le cycle A du monomère subit plusieurs niveaux 

d'hydroxylation en positions 5 et 7 tandis que le cycle B subit la même modification en aux 

positions 3', 4' et 5'. Par ailleurs la position 3 du cycle C contient un groupement OH- ou bien 

estérifiée avec de l'acide gallique.  

Les catéchines, sont des substances cristallines sans couleur, qui s‘oxydent facilement et 

se polymérisent. Ces composés sont largement présents dans les plantes, ils ont été trouvés 

dans les fruits, comme les pommes, les poires, les coings, les fraises sauvages, le raisin de 
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l‘ours, le chuingum, les abricots, les pêches et les boissons comme le vin rouge, les jus de 

fruits, le chocolat et le thé vert etc… Les principales catéchines présentes dans l‘alimentation 

sont la catéchine, l‘épicatechine, la gallocatéchine et les catéchines galloylées (par exemple 

l’épigallocatéchine gallate principale catéchine du thé vert). Les catéchines ont exhibé une 

activité vitaminique P qui augmentent l‘élasticité des vaisseaux capillaires en rétablissant leur 

infiltration détruite. 

I.1.1.4. Tanins     

Sont des composés phénoliques polymériques ayant une masse moléculaire qui varie 

entre 500 à 3000 et présentent, à côté des réactions classiques des phénols, la propriété de 

précipiter les alcaloïdes, la gélatine et d’autres protéines. Ces composés sont répandus dans 

tout le règne végétal, ils se trouvent dans presque toutes les parties de la plante : écorce, bois, 

feuilles, fruits et racines (Cowan, 1999).  

Ce groupe de composés a reçu une attention particulière ces dernières années, car il a été 

suggéré que la consommation de boissons contenant des tanins, en particulier les thés verts et 

les vins rouges peuvent guérir ou prévenir une variété de maux. En outre, les tanins sont 

caractérisés par une saveur astringente, à un degré plus au moins élevé, les tanins donnent un 

gout amer à l’écorce et aux feuilles et les rends impropres à la consommation par les insectes 

ou le bétail (Eberhard et al., 2005). 

Plusieurs travaux ont mis en évidence divers effets bénéfiques des tanins, notamment 

l’activité antioxydante (Zargham et Zargham, 2008), l’activité antimicrobienne (Doughari et 

al., 2008) et la capacité d’agir autant que tensio-actif naturel pour réduire le ballonnement 

(Tanner et al., 1995). De plus, de nombreuses activités physiologiques, telles que la 

stimulation des cellules phagocytaires, l'activité tumorale induite par l'hôte et une large action 

anti-infectieuse, insectistatique ont été attribuées aux tanins (Cowan, 1999). 

En outre, l’application locale des tanins favorise la régénération des tissus en cas de 

blessure superficielle ou de brulure à travers leurs effets antiseptiques, antibactériens et 

antifongiques (bruneton, 2009).  

Les tanins représentent également un axe de recherche contre le cancer, en particulier les 

ellagitanins qui sont activement étudiés pour leurs effets contre le cancer de la prostate 

(Heber, 2008). Les gallotanins ont montré des effets bénéfiques contre des xénogreffes de 

cellules HCT 116 issues de cancer colorectal humain chez la souris (Al-Halabi et al., 2011). 
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Par ailleurs, des dimères de procyanidines étaient capables d’inhiber la biosynthèse 

d’œstrogènes in vitro et in vivo (Eng et al., 2003), ce qui suggère des effets protecteurs contre 

le cancer du sein. Les proanthocyanidines, associées à des fibres, pourraient aussi permettre 

de réduire les risques de cancer du côlon (Lizarraga et al., 2011). En revanche, d’autres études 

n’ont pas montré des effets significatifs de mélanges riches en proanthocyanidines sur 

l’apparition de cryptes aberrantes chez le rat (Caderni et al., 1999). 

 Tanins hydrolysables : Ce sont des oligo ou des polyesters de glucose et d’acide 

phénolique susceptibles d’être dégradés par l’hydrolyse chimique ou enzymatique, libérant 

ainsi une partie non phénolique (souvent du glucose) et une partie phénolique qui peut être 

soit de l’acide gallique dans le cas des gallotanins, soit l’acide éllagique dans le cas des 

ellagitanins.  

 

Figure 6 : Structure de base des tanins hydrolysables (Macáková et al., 2014). 

 Tanins condensés ou tanins catéchiques ou proanthocyanidols : Ce sont des 

polymères de flavanols qui sont constitués d'unités de flavan-3-ols liées entre elles par des 

liaisons carbone-carbone de type CC en 4-6 ou 4-8. Ils sont présents dans le thé, le cacao, les 

fruits, notamment les pommes, les raisins, les poires et les kiwis, sont les principales sources 

de flavanols condensés. Les flavanols condensés sont responsables du goût amer des 

chocolats, de l'astringence des boissons et des fruits en raison de leur capacité à produire des 

complexes avec les protéines salivaires (Katz et al., 2011). 

Ils ont une affinité aux protéines et des propriétés tannantes, seules les attaques chimiques 

fortes permettant leurs dégradations telles qu’un traitement acide à chaud produit un pigment 



Chapitre I : Synthèse bibliographique 

12 
 

rouge, d’où le nom proanthocyanidine est attribué pour les formes dimères et oligomères 

(Bruneton, 2009). 

 

Figure 7 : Structure chimique d’une unité monomérique (flavan-3-ol) (Corradini et al., 2011). 

I.1.1.5. Coumarines    

Sont des composés dérivés d’un squelette de C6-C3 comporte comme structure de base le 

benzo-2-pyrone qui sont toutes substituées en C7 par un hydroxyle. Ils sont présents soit à 

l’état libre ou bien à l’état hétéroside dans plusieurs plantes en quantités plus faibles comme 

le mélilot, la sauge sclarée et la lavande.  

Les coumarines sont connues pour leurs activités cytotoxiques, antivirales, 

immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, veinotonique, vasculoprotecteur 

anticoagulantes (au niveau du cœur), hypotensives et sont également bénéfiques en cas 

d’affections cutanées. Le skimmine, l’esculoside, la visnadine, la cichoriine, la scopoline et le 

fraxoside sont les représentants de cette classe (Bruneton, 2009). A côté de ces molécules, la 

warfarine est recommandée pour ses activités anti-thrombotiques, anti-inflammatoires, 

vasodilatatrices et principalement comme anticoagulant oral Cependant, sa toxicité élevée 

chez les rongeurs en fait également un agent rodenticide (Cowan, 1999).   
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Figure 8 : Quelques structures de coumarines (Di Stasi, L.C., 2021). 

I.1.1.6. Quinones   

Sont des substances aromatiques colorées et brillantes, généralement de couleur rouge, 

jaune ou orange identifiées chez les végétaux, les champignons et les bactéries avec une 

structure de base caractérisée par deux fonctions cétoniques dans le noyau benzène tel que 

l’ubiquinone, anthraquinone, l'hypericine et la naphtaquinone (antihémoragique). Cette 

catégorie est hautement réactive, capable de fournir une source de radicaux libres stables, 

responsable du phénomène de brunissement des fruits et des légumes. En outre, les quinones 

peuvent interagir par la complexation d’une manière irréversible avec les acides aminés 

nucléophiles présents dans les protéines, les adhésines exposées à la surface, les polypeptides 

de la paroi cellulaire et les enzymes liées à la membrane conduisant souvent à l'inactivation et 

l’altération de telle fonction (Cowan, 1999). 

I.1.1.7. Stilbènes  

Sont une famille de molécules dérivées de la voie des phénylpropanoïdes, possédant au 

minimum deux noyaux aromatiques reliés par une double liaison, dont la structure est C6-C2-

C6. Ils sont parfois des phytoalexines produites par les plantes en réponse à une attaque par les 

micro-organismes pathogènes (fongiques, bactériens et viraux). Ils sont présents dans la 

plante sous forme de monomères, dimères, trimères ou polymères a l’état libre ou 
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hétérosidique et sont principalement très abondants dans les raisins, les vins, le soja et les 

arachides, parmi les composés, on cite le pinosylvine, l’hydrangénol, l’acide lunularique, le 

combretastatine, le phénanthrène ainsi que le résvératrol qui a fait l’objet de nombreuses 

études notamment ses effets sur le cancer et les maladies cardiovasculaires (Bruneton, 2009 ; 

Ferrer, 2005). 

I.1.1.8. Lignanes   

Ils sont des composés phénoliques très abondants chez les plantes vasculaires, synthétisés 

à partir du métabolisme de phénylalanine et de précurseurs monolignols qui rentre dans la 

composition de la paroi des cellules végétales. Les lignanes présentent un squelette (C6-C2)2 

introduit par dimérisation de deux unités de phenylpropane liées par le carbone central (C8) de 

chaque chaîne propyle. 

Les lignanes sont rarement présents en concentration élevée, ils sont retrouvés dans les 

tiges, les rhizomes, l’écorces, les racines et les graines possèdent des propriétés cytotoxiques, 

antiprolifératives, pro-apoptiques, antimitotiques. Le dérivé de podophyllotoxine hemi-

synthetique, impliqué dans le protocole de chimiothérapie anticancéreuse et aussi des 

sécoisolaricirésinol, matairésinol présent dans les grains de lin oléagineux qui sont considérés 

comme des phyto-œstrogènes utilisées également dans le traitement de pathologies 

cardiovasculaires et certains cancers hormono-dépendants (sein, prostate). 

En effet, le sécoisolaricirésinol et le matairésinol sont métabolisés par les bactéries de la 

flore intestinale des mammifères en entérolignanes, respectivement l’entérodiol et 

l’entérolactone qui présentent une ressemblance structurelle proche à celle de l’œstradiol (en 

particulier au niveau des noyaux aromatiques), qui agissent comme modulateurs sélectifs des 

récepteurs nucléaires des œstrogènes. Selon la nature du PE, et en fonction du rapport des 

concentrations PE/œstrogènes, les entérolignanes peuvent agir comme agonistes, en simulant 

la fixation d’œstrogènes, mais avec des effets différents en fonction de l’interaction ultérieure 

avec des activateurs ou des inhibiteurs de transcription de certains gènes ou bien comme 

antagonistes, en empêchant la fixation de l’œstrogène et en inhibant ainsi son action médiée 

par la fixation au récepteur (Lamblin, 2008). 

I.2. Extraction des composés phénoliques  

L’extraction des composés phénoliques est un procédé qui dépend principalement de leur 

solubilité, régie essentiellement par la nature chimique de l’échantillon de plante ainsi que la 
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polarité des solvants utilisés. En général des solvants tels que le méthanol, l'éthanol, l'acétone, 

l'acétate d'éthyle et leurs combinaisons souvent avec différentes proportions d'eau ont été 

utilisés pour l'extraction de composés phénoliques à partir de matières végétales (Xu et al., 

2007). En particulier le méthanol est généralement avéré plus efficace dans l'extraction des 

polyphénols de faible poids moléculaire tandis que les flavanols de poids moléculaire élevé 

sont mieux extraits avec l'acétone (Dai et Mumper, 2010). Les études antérieures ont 

également démontré l’efficacité de l’éthanol dans l’extraction des composés phénoliques (Shi 

et al., 2005).  

Autre le solvant utilisé, la technique d’extraction peut affecter significativement le 

rendement d’extraction. Les méthodes d'extraction conventionnelles des composés 

phénoliques telles que la macération et l'extraction par soxhlet ont montré une faible efficacité 

et une pollution environnementale potentielle en raison de grands volumes de solvant 

organique et une durée d’extraction plus élevée requis dans ces méthodes (Dai et al., 2010). 

Cependant des technologies plus récentes ont été exploitées telle que l’extraction par : liquide 

sous pression, fluide sous-critique et supercritique, ultrasons et micro-ondes (Lavilla et 

Bendicho, 2017).  

I.2.1. Extraction assistée par les micro-ondes  

Le traitement par des micro-ondes pour l'extraction de composés biologiques a été 

introduit pour la première fois en 1986. Depuis ce temps, ce procédé a été utilisé avec succès 

pour l'extraction des huiles essentielles, d'arômes, de pigments, antioxydants, colorants, 

phénols et autres matières premières ou métabolites secondaires. 

L'extraction assistée par micro-ondes (MAE) implique l'utilisation de l'énergie du 

rayonnement micro-ondes pour réchauffer le mélange soluté-solvant (Alara et Abdurahman, 

2019). D’une autre manière, la chaleur générée avec une haute pression facilite la diffusion du 

solvant à travers l'échantillon induisant ainsi une augmentation de la rupture des liaisons 

hydrogène retenant l'échantillon, permettant ainsi aux composés cibles de se dissoudre dans le 

fluide d'extraction (Shams et al., 2015).  
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Figure 9 : Représentation de la technique d’extraction assistée par micro-ondes (Alara et al., 

2021).  

Les avantages de l'extraction assistée par micro-ondes incluent la réduction du temps 

nécessaire pour extraire les composés, l'utilisation de petites quantités de solvant et un taux 

d’extraction élevé avec un meilleur produit à moindre cout (Song et al., 2011). L'extraction 

assistée par micro-ondes représente une méthode efficace pour extraire les polyphénols à 

chaîne courte, tels que les acides phénoliques et les flavonoïdes. Cependant, son utilisation est 

limitée dans l’extraction des polyphénols polymères comme les anthocyanes et les tanins en 

raison de la sensibilité à la chaleur et au rayonnement des micro-ondes qui engendre une 

destruction des substituants de type hydroxyle des polyphénols. 

Le système MAE a été utilisé dans l'extraction de plusieurs produits phytochimiques, y 

compris les polyphénols. Néanmoins, les problèmes à prendre en compte lors de l'utilisation 

de cette technique pour l'extraction des polyphénols incluent le type de matériau, le type et la 

pureté du solvant, la puissance et la durée d'application des micro-ondes, la surface disponible 

de l'échantillon, ainsi que la température de fonctionnement. Le facteur le plus critique est le 

type de solvant, car ses effets s'étendent à l'ensemble du processus, allant de la solubilité des 

composants cibles à l'efficacité du processus. Par conséquent, le solvant doit être sélectionné 

avec soin en tenant compte à la fois de son affinité pour les composés cibles et de sa capacité 

d'absorption de l'énergie des micro-ondes (Zhang et al., 2011). Les solvants transparents tels 

que l'hexane ou le dichlorométhane peuvent ne pas être applicables en MAE en raison de leur 

incapacité à chauffer sous le rayonnement des micro-ondes. D'autres solvants tels que le 

méthanol, l'éthanol ou l'eau, ayant une bonne capacité d'absorption des micro-ondes, peuvent 
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facilement chauffer, réduisant ainsi la durée d'application de la puissance des micro-ondes et 

peuvent donc être utilisés dans ces processus (Dudley et al., 2015). En outre, ces solvants 

n'ont aucune influence sérieuse sur les composés thermolabiles. 

I.2.2. Extraction assistée par les ultrasons   

Ces dernières années, l’extraction assistée par ultrasons (EAU) a suscité un grand intérêt 

dans l'extraction de substances bioactives à partir de plantes, de fruits, d'algues et de 

champignons, tant à l'échelle du laboratoire qu'à l'échelle industrielle. En effet les ultrasons 

sont définis comme une source d'énergie associée au son à des fréquences supérieures à celles 

détectées par l'oreille humaine. Cette énergie est appliquée dans divers domaine tel que la 

médecine ou l’industrie pour de nombreuses applications, comme l'homogénéisation, 

l'émulsification, l’extraction, la cristallisation, le dégazage, le démoussage et le nettoyage. Ces 

avantages font de cette méthode une technologie écologique, simple, rapide, polyvalente et 

efficace dite verte ou durable. 

Ce type de méthode est une technique d'extraction simple dont le principe repose sur le 

phénomène de cavitation impliquant l’explosion des microbulles générées sous irradiations 

ultrasonores (20 et 2 000 kHz) provoquent ainsi la rupture et une désorganisation rapide des 

tissus qui facilite la diffusion des composés phytochimiques dans le solvant, améliorant ainsi 

l'extraction de composants bioactifs (Vinatoru, 2001). Cette méthode d’extraction est simple 

et peu coûteuse qui peut être utilisée aussi bien dans des contextes à petite qu'à grande échelle 

(Shirzad et al., 2017).  

 

Figure 10 : Représentation de la technique d’extraction assistée par ultrasons (Alara et al., 2021). 
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Lors de l’extraction assistée aux ultrasons des effets physiques sont exercés sur les 

matières végétales définies comme une fragmentation (réduction de la taille des particules), 

érosion (des structures végétales), effet sonocapillaire (augmentation de la pénétration du 

solvant dans les canaux et les pores de la cellule végétale), sonoporation (pores de la 

membrane cellulaire libérant du contenu cellulaire pour l'agent d'extraction), la contrainte de 

cisaillement locale (effets d'écoulement et de micro-écoulement), et détexturation (destruction 

des structures végétales).  

Outre les effets physiques, il existe également des effets chimiques qui se manifestent. En 

raison de la vapeur de solvant, des pressions et des températures élevées à l'intérieur, la bulle 

génère des radicaux primaires qui peuvent se recombiner pour former d'autres radicaux et des 

espèces réactives qui favorisent des réactions d'oxydoréduction (c'est-à-dire la sonochimie). 

Lorsque des composés bioactifs sont extraits, les espèces radicalaires doivent être contrôlées 

car des réactions indésirables telles que les réactions d’oxydation peuvent avoir lieu. En 

général, les concentrations de radicaux générés augmentent lorsque la température à l'intérieur 

de la bulle augmente. Ce qui est important de contrôler les paramètres affectant la génération 

de radicaux, tels que la puissance, la température extérieure…etc. 

En outre, la température et le temps ultrasonique sont des paramètres prépondérants car 

un temps court peut signifier une extraction incomplète et des temps longs peuvent générer 

des réactions indésirables et des extractions moins sélectives. Bien qu'une augmentation de la 

température soit positive en termes de solubilité mais un contrôle exhaustif de la température 

est nécessaire pour éviter les problèmes de thermolabilité, des réactions indésirables et de 

contrôle de la cavitation. Généralement, des températures inférieures à 60°C sont utilisées 

cependant dans certains cas des températures plus élevées ont été appliquées À savoir85°C. 

Pour maintenir une température constante, des bains thermostatés ou des bains d'eau et/ou de 

glace avec sondes sont utilisés, pour cela les processus d’optimisation doivent être pris en 

compte pour chaque extraction (Lavilla et Bendicho, 2017). 

Les principaux avantages de cette technique par rapport aux techniques d'extraction 

peuvent être résumés dans l’amélioration du rendement d'extraction, plus pratiquant pour les 

composés thermolabiles car ils nécessitent moins d'énergie et d'extractant. Selon divers 

rapports, l’extraction assistée par ultrasons garantit une extraction plus rapide et meilleure des 

polyphénols avec une dégradation minime des composés par rapport à d'autres techniques 

d'extraction (Vinatoru, 2001). 
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Zu et al. (2012) ont rapporté que l’extraction assistée par les ultrasons s’est révélée plus 

efficace pour extraire l'acide rosmarinique et carnosique que celle des techniques d'extraction 

conventionnelles. De plus, Ghitescu et al. (2015) ont obtenu avec la même méthode 

d’extraction un rendement maximal du taux d’extraction des polyphénols (13,20 mg/g du 

poids sec) à partir de l’écorce d’épicéa. Il a été trouvé que l’utilisation des ultrasons lors de 

l’extraction des anthocyanes de la patate douce violette a augmenté le taux d’extraction (Cai 

et al., 2016). L’utilisation de l’extraction assistée par les ultrasons augmente la solubilité des 

composés dans le solvant et réduit le volume du solvant. Il a été aussi suggéré qu’un temps de 

sonication court et une température basse amélioraient l’extraction des polyphénols et 

préservent les composés thermolabiles. Parallèlement, certains rapports ont souligné que de 

longues périodes de sonication supérieures à 40 minutes à un niveau d'énergie supérieur à 20 

kHz pourraient affecter les composés phytochimiques extraits en raison de la diminution du 

taux de surface/taux de diffusion et de l'augmentation de la distance de diffusion (Wang et al., 

2008 ; Annegowda et al., 2010). 

I.2.3. Extraction par les liquides sous pression  

La méthode d'extraction par liquide sous pression (ELP) désignée sous le nom 

d'extraction accélérée par solvant est l’une des techniques actuellement développée pour 

extraire les composés phytochimiques. Cette méthode exige l'application de températures et 

de pressions élevées, notamment des pressions échelonnées de 3,3 à 20,3 MPa, conjuguées à 

des températures élevées allant de 40 à 200°C. Ces conditions permettent de faciliter la 

désorption et la solubilité des molécules dans les solvants (Zhang et al., 2018).  

 

Figure 11 : Représentation de la technique d’extraction par les liquides sous pression (Alara et al., 

2021). 

De plus, cette méthode d'extraction implique un processus d'extraction rapide utilisant 

quelques volumes de solvants par rapport aux méthodes d'extraction conventionnelles (Nieto 
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et al., 2010). En outre, cela encourage une meilleure utilisation de l'eau comme solvant 

d'extraction (Teo et al., 2010). Lorsque la température atteint environ 200°C, l'eau subira une 

modification de ses propriétés diélectriques, la transformant en un solvant organique standard, 

améliorant ainsi la capacité d'extraction (Plaza et Turner, 2015). Ainsi, obtenir des extraits 

purs par rapport à ceux obtenus par des méthodes traditionnelles. Cette amélioration supprime 

la nécessité d'effectuer des étapes de purification supplémentaires, notamment l'analyse par 

spectrométrie de masse couplée à la chromatographie liquide (Sosa-Ferrera et al., 2013). 

Cependant, les principales limites de cette technique sont la faible sélectivité des analytes lors 

de l'extraction, la présence d'interférents pendant le processus d'extraction, le niveau élevé de 

dilution des extraits en particulier lors de l'utilisation de plusieurs cycles et la nécessité d'une 

instrumentation avancée qui est un processus coûteux. Malgré ces limitations, l'extraction par 

liquide sous pression est une méthode d'extraction courante qui a été utilisée pour extraire les 

polyphénols à partir de diverses sources (Erdogan et al., 2011 ; Liazid et al., 2014).  

Afin d'améliorer l'efficacité du processus, certains paramètres doivent être optimisés et le 

plus important de ces paramètres est la sélection du solvant. Même si les propriétés de 

n'importe quel solvant peuvent être modifiées sous la température élevée utilisée dans cette 

méthode, le succès du procédé dépend toujours du solvant utilisé. Plusieurs solvants et leurs 

mélanges ont été utilisés pour extraire les composants phénoliques à travers plusieurs sources, 

mais les solvants les plus fréquemment utilisés sont le méthanol, l'éthanol et leur combinaison 

avec de l'eau dans divers rapports. Il a été prouvé qu'une sélection adéquate de solvant peut 

affecter le niveau d'extraction de plusieurs composés phénoliques à partir du même 

échantillon en raison de la grande différence dans la composition chimique de ces 

composants. 

De même, les autres paramètres, notamment le temps, la température, le conditionnement 

de l'échantillon à l'intérieur de la cellule d'extraction et le débit du solvant, doivent être 

optimisés car ils pourraient influencer le processus. Bien que l’on pense que la pression en 

tant que paramètre facilite la rupture de la matrice de l’échantillon et permet une meilleure 

expérience d’extraction. Néanmoins, des études ont prouvé que la pression n'a pas d'influence 

significative sur le résultat de l'extraction si sa valeur est largement suffisante pour maintenir 

le solvant en phase liquide tout au long du processus d'extraction. 

L'extraction liquide sous pression est généralement combinée à une extraction en phase 

solide en mode hors ligne ou en ligne pour obtenir une meilleure isolation des composés 
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phénoliques cibles. Concernant le couplage en ligne, il implique le positionnement de la phase 

solide au sein des cellules d'extraction avec l'échantillon extrait ciblé mais délimité par un 

agent dispersant. Cette étape garantit une meilleure pureté de l’échantillon avant l’analyse 

chimique. Plusieurs études ont utilisé la technique PLE-SPE hors ligne et en ligne pour 

extraire des composés phénoliques (Plaza et Turner, 2015). D'autres plateformes 

commerciales en ligne auraient été utilisées pour la quantification (Pritor et Liwei, 2005). 

Dans cette situation, l'emploi d'un appareil automatisé est requis pour assurer le transfert des 

extraits du flacon de collecte ELP vers le dispositif SPE. 

I.2.4. Extraction par les fluides supercritiques    

Les fluides supercritiques sont considérés comme alternative aux solvants organiques. En 

effet lorsqu’un fluide supercritique est chauffé au-dessus de la température critique et 

pressurisée au-dessus de sa pression critique présente une densité proche des liquides, ce qui 

lui confère un pouvoir solvatant proche des liquides et une viscosité proche des gaz qui 

conduit à une augmentation du transfert de masse entre les solutés à extraire et le fluide. Ces 

propriétés physiques qui peuvent être modulées par une augmentation de pression et/ou 

température, au-delà de leurs valeurs critiques permettent d'ajuster la sélectivité de fluide 

supercritique lorsque l'extraction d’un composé ciblé est souhaitée. 

 

Figure 12 : Représentation de la technique SC-CO2 (Alara et al., 2021). 

Cette méthode nécessite principalement l'utilisation du CO2 comme fluide supercritique 

en raison de sa non-toxicité, de son ininflammabilité, de sa rentabilité et de sa haute 

disponibilité avec un degré de pureté élevé (Alara et al., 2021). De plus, différentes 

combinaisons pression-température peuvent être appliquées, faisant de cette technique la 

méthode de choix pour créer plusieurs produits finaux ainsi, le SC-CO2 est considéré comme 
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une méthode courante dans les installations à l'échelle du laboratoire. Par ailleurs, la 

combinaison de basses températures et de pressions assure la préservation des composés 

phytochimiques thermolabiles. D'autres avantages du SC-CO2 incluent une plus grande 

capacité d'extraction en raison du transfert de masse plus élevé entre les phases occasionnées 

par une diminution de la viscosité et un coefficient de diffusion accru du CO2 par rapport aux 

solvants. Une pénétration plus élevée du solvant dans les échantillons, possibilité de 

différentes combinaisons pression-température pour une meilleure adaptabilité des conditions 

d'extraction et la recyclabilité du CO2 à la fin du processus d'extraction pour garantir l'absence 

d'effet nocif sur l'environnement (De Zordi et al., 2014 ; Alara et al., 2021). 

Cependant, Il existe des limites de cette technique, notamment celles liées à la faible 

polarité du CO2 qui est plus adapté à l'extraction des composés apolaires. En revanche, son 

application peut être étendue aux autres groupes de composés en introduisant un faible 

pourcentage de solvants organiques polaires dans le processus d'extraction pour permettre 

l'extraction des composés polaires tels que les polyphénols. Parmi les solvants organiques 

pouvant être utilisés comme co-solvants avec le CO2 figurent l'éthanol et le lactate d'éthyle 

(Kooi-Yeong et al., 2017). 

Par exemple, l'extraction maximale des composés phénoliques des graines de goyave a 

été obtenue en utilisant du CO2 supercritique avec de l'éthanol à une température de 60°C et 

une pression de 100 bar (Tyśkiewicz et al., 2018). Le pourcentage typique d'éthanol lorsqu'il 

est utilisé comme co-solvant avec le CO2 varie généralement de 5 à 15 %. Il est donc 

important d’optimiser soigneusement ce paramètre pour obtenir le meilleur taux d’extraction. 

Des preuves statistiques ont montré que le pourcentage et le type de co-solvant constituent le 

deuxième paramètre le plus vital lors de l'extraction des polyphénols de l'huile de graines de 

grenade (Zam et al., 2012). L'étude a également utilisée de l'eau, de l'éthanol et de l'hexane 

comme modificateurs, mais la comparaison a prouvé que la polarité du co-solvant doit être 

raisonnablement augmentée pour garantir une extraction adéquate des polyphénols. Par 

conséquent, la sélection d’un co-solvant approprié dépend principalement de la concentration 

et du type de composants phénoliques contenus dans l’échantillon. 

I.2.5. Extraction avec un champ pulsé  

Le traitement par champ électrique pulsé, est également appelé électroperméabilisation 

ou électroporation, dont le principe réside sur l’application d’un champ électrique externe sur 

une cellule vivante pour une durée très courte (de quelques nanosecondes à plusieurs 
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millisecondes). Le mécanisme de perméabilisation membranaire n'est pas encore bien élucidé, 

mais il est suggéré que l'électroporation se manifeste par l’augmentation du potentiel 

transmembranaire de la membrane cytoplasmique dû à la charge de la membrane cellulaire 

par un champ électrique externe de (0,2 - 1,0 V), ce qui conduit à la création de petits pores 

hydrophiles avec évolution du nombre et la taille de ces dernier pendant le traitement au 

champs électrique pulsé qui engendre ainsi la fuite de composés intracellulaires.    

En effet, l'efficacité de l'électroperméabilisation des membranes cellulaires dépend de 

plusieurs paramètres tel que l’intensité du champ électrique, temps de traitement, énergie 

spécifique, forme d'impulsion, largeur d'impulsion, la fréquence, la température, le mode de 

traitement (batch, continu), la configuration de la chambre de traitement (colinéaire, coaxiale 

et parallèle), les caractéristiques physico-chimiques de la matrice traitée (pH et conductivité), 

les caractéristiques des cellules traitées (taille, forme, membrane et structure de l'enveloppe) 

et l’état (suspension, solide, semi-solide) (Chemat et al., 2017). 

I.2.6. Extraction assistée par les enzymes (EAE) 

Il s'agit d'une technique actuelle qui exploite la capacité des enzymes à décomposer le 

compartiment de la paroi cellulaire pour assurer le mouvement du contenu cytoplasmique 

dans le fluide d'extraction tel que l'eau (Puri et al., 2012). Les enzymes utilisées au cours du 

processus d’extraction sont capables de briser et d'affaiblir les parois cellulaires pour exposer 

leur contenu cellulaire à l'extraction (Gómez-García et al., 2012 ; Swer et al., 2016). Cela 

permet d’extraire les polyphénols de ces échantillons. En fait, la plupart des composés 

phytochimiques végétaux sont liés à la lignine qui est un composant résistant de la paroi 

cellulaire végétale, via des liaisons hydrogène ou hydrophobes, ce qui les rend classiquement 

inaccessibles (Gómez-García et al., 2012). Par conséquent, le processus de prétraitement 

enzymatique permet de faciliter la libération efficace de ces composés phytochimiques liés.  

Une partie de ces enzymes est utilisée pour faciliter l’extraction de composants 

phytochimiques à partir de matières végétales, notamment les cellulases, les hémicellulases, 

les pectinases et autres. Ils peuvent être utilisés pour hydrolyser la lignine de la paroi 

cellulaire afin de favoriser l’efficacité de l’extraction. L’influence positive de cette technique 

sur l’extraction des polyphénols a été rapportée à plusieurs reprises. Un rapport sur 

l'extraction des polyphénols des déchets de raisin a montré une forte performance en termes 

de rendement en polyphénols lorsque les enzymes celluclast®, pectinex® et novoferm® 

étaient utilisées comme enzymes de prétraitement (Gómez-García et al., 2012). D'autres 
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études ont signalé une tendance similaire en suggérant que l’extraction assisté par enzyme 

devrait être considérée comme une technique alternative pour une meilleure extraction des 

composés phénoliques liés aux glucides à partir des déchets de vinification (De Camargo et 

al., 2016). Ces études ont confirmé également l'activité des enzymes dans la dégradation des 

composants de la paroi cellulaire afin d'améliorer l'efficacité de l'extraction des composés 

bioactifs. De plus, cette méthode a été identifiée comme une méthode respectueuse de 

l’environnement en raison de son utilisation de l’eau comme solvant plutôt que des solvants 

organiques. En outre, c'est l'une des techniques d'extraction récentes qui suscitent beaucoup 

d'intérêt en raison de la récente campagne pour l'adoption de techniques de laboratoire 

respectueuses de l'environnement. 

I.2.7. Extraction assistée par les bio-solvants  

Les bio-solvants comme son nom indique, c’est une catégorie de solvants issue d’une 

source d’agriculture renouvelable sans production d’effet de serre. Ils sont considérés comme 

une alternative aux solvants pétrochimiques qui présentent des avantages indéniables. 

Plusieurs paramètres et conditions préalables sont nécessaires pour qu'un solvant qualifié 

comme solvant vert. On peut citer le fait que le solvant est renouvelable et recyclable grâce à 

des méthodes respectueuses de l'environnement, doit avoir un point d'ébullition élevé, une 

faible pression de vapeur et une biodégradabilité améliorée dans des conditions 

environnementales normales (Chemat et al., 2017).  

Les solvants d'origine biologique proviennent de ressources renouvelables, 

principalement de cultures agricoles riches en glucides telles que le maïs, le blé et les 

betteraves, ou de matières organiques résiduelles qui ont longtemps été considérées comme 

des déchets, bien que d'autres sources de solvants d'origine biologique existent, peuvent être 

classées en trois catégories en fonction du secteur agroalimentaire à partir duquel elles sont 

produites : céréales/sucre, oléoprotéagineuses et le bois. Les biosolvants obtenus à partir de 

sources céréalières ou sucrées sont principalement obtenus par fermentation de jus sucrés 

présent dans les plantes saccharifère (la betterave, canné) les plantes amylacées (blé, maïs) et 

des ressources lignocellulosiques issus des déchets de production céréalière. Dans cette 

catégorie, on peut retrouver par exemple l'éthanol (Ravi et al., 2018), l'acétate 

d'éthyle (Farooque et al., 2018), les esters de l'acide lactique (D’Archivio et al., 2018), les 

dérivés de l'acide succinique , le sorbitol, ou encore le furfural et ses dérivés comme le 2-

https://doi.org/10.3390/molecules24163007
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/ethyl-acetate
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/ethyl-acetate
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/succinic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/furfural
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méthyl-tétrahydrofurane également appelé 2-méthyloxolane (Chaabani et al., 2019) ou éther 

cyclopentylméthylique (Zhuang et al., 2018). 

Les solvants oléo-protéagineux biosourcés sont produits à partir de graines oléagineuses 

(tournesol, soja, colza). C'est typiquement le cas des esters d'acides gras et des dérivés du 

glycérol. La filière bois offre la possibilité de produire des hydrocarbures terpéniques tels que 

le d -limonène, le p-cymène ou l'α- et β-pinène à partir de conifères ou d'écorces de fruits, ils 

peuvent être aussi obtenu par distillation d’oléorésines contenues dans le pin ou encore à 

partir des essences de térébenthine après distillation des résines de bois ou des liqueurs noires 

de papeteries. Globalement, une large gamme de solvants biosourcés est actuellement 

disponible. La sélection d'un solvant particulier permet de cibler des molécules spécifiques à 

extraire et à analyser telles que les polyphénols, les caroténoïdes, les arômes ou encore les 

lipides (Claux et al., 2021). 

I.3. Encapsulation  

L'oxygène et la lumière sont les principaux facteurs de dégradation des composés actifs. 

Afin de préserver leur activité et de faciliter leur utilisation dans des environnements hostiles, 

des techniques de formulation telles que l'encapsulation sont employées. Ceci permet de 

maintenir leur intégrité jusqu'à leur assimilation dans les organes humains appropriés, là où 

leur action est nécessaire (Gadkari et al., 2015). 

L’encapsulation est un processus pour lequel une substance sous formes solide, liquide 

ou gazeuse est emprisonnée au sein d’une matrice polymère qui est une macromolecule 

composée de repetition de petite unité appelés monomeres. Les polymeres sont couramment 

utilisées dans l’encapsulation en raison de leur capacité à former des matrices solides et 

stables, ainsi que de leur compatibilité avec une grande varieté de substances encapsulées 

(Akash et al., 2015). Une fois que la molécule est renfermée a l’interieur du polymere, elle 

peut donner naissance a deux types de structures pricipales notamment les capsules et les 

particules. 

Plusieurs polymères ont été utilisés dans le processus d'encapsulation, chacun offrant des 

caractéristiques uniques et des avantages spécifiques. Parmi ces polymères, on peut citer les 

polysaccharides tels que l'alginate, la gomme arabique et le chitosane, qui sont largement 

utilisés en raison de leur biocompatibilité, de leur biodégradabilité et de leur capacité à former 

des gels lorsqu'ils entrent en contact avec des ions divalents. De plus, les polymères 

synthétiques comme le polyacide lactique-co-glycolique (PLGA) et le polyéthylène glycol 
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(PEG) sont également fréquemment utilisés en raison de leur stabilité, de leur facilité de 

manipulation et de leur capacité à contrôler la libération. D'autres polymères naturels tels que 

les protéines et les lipides peuvent également être utilisés pour l'encapsulation en raison de 

leurs propriétés spécifiques, offrant ainsi une large gamme d'options pour répondre aux 

besoins spécifiques des applications d'encapsulation (Akash et al., 2015). 

Dans cette recherche, notre intérêt s’est porte sur la polyvinylpyrrolidone (PVP) en tant 

que support hydrophile et biodégradable, un matériau approuvé par la Food and Drug 

Administration des États-Unis, est l'un des polymères les plus utiles dans les applications 

technologiques et pharmaceutiques (Sengwa et al., 2014).  

La polyvinylpyrrolidone (PVP), également appelée Povidone, est un polymère 

synthétique obtenu par polymérisation radicalaire du monomère N –vinylpyrrolidon (Haaf et 

al., 1985). La PVP est non toxique, non ionique, inerte, résistante à la température, stable au 

pH, biocompatible et présente une affinité complexe pour les médicaments hydrophiles et 

hydrophobes. Le PVP est un polymère soluble dans l'eau disponible en différentes qualités 

avec un poids moléculaire et une viscosité variables (Koczkur et al., 2015 ; Bühler, 2005 ; 

Kurakula et al., 2020). 

Des études antérieures ont montré que le PVP est capable d'inhiber la cristallisation en 

diminuant la mobilité moléculaire des médicaments (Sethia et al., (2004). Les propriétés de 

dissolution des médicaments sont donc améliorées (Doherty et al., 1987). De plus, la PVP 

peut augmenter la stabilité des médicaments en les intégrant dans une matrice PVP (Yen et 

al., 2010). De plus, la PVP contient un groupe accepteur de protons et est donc capable de 

former des liaisons hydrogènes avec un groupe donneur de protons ainsi que la liaison 

hydrogène améliore l'étendue de l'interaction entre le médicament et le PVP (Kazarian et al., 

2002) 

De plus, le PVP occupe une grande surface dans les produits transdermiques comme les 

pommades, les crèmes et les gels, il est utilisée pour développer des hydrogels (qui agissent 

comme matrice de diffusion) et comme inhibiteur de croissance cristalline dans certains 

systèmes de matrice médicamenteuse-adhésive. En raison de l'excellente propriété adhésive 

démontrée par le PVP en plus de sa sécurité physiologique et de son inertie, il est utilisé 

comme adhésif dans plusieurs systèmes d'administration de médicaments mucoadhésifs 

(Chun et al., 2013 ;  Sizílio et al., 2018) et systèmes transdermiques (Suksaeree et al., 2017) 

en raison de ses propriétés telles que l'adhésivité, l'inhibition des cristaux, la solubilisation,.. 
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etc. Les produits transdermiques comprennent les gels, les patchs, les comprimés buccaux, 

destinés à adhérer à la peau ou aux muqueuses (Kurakula et al., 2020). Des exemples de 

médicaments utilisés avec la PVP dans les produits transdermiques comprennent le captopril, 

la chlorhexidine, la bromhexine, le dinitrate d'isosorbide. 
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I.4. Aperçu sur les plantes étudiées 

I.4.1. Pistacia lentiscus  

I.4.1.1. Généralité 

Pistacia lentiscus est un arbrisseau de la famille des Anacardiaceae de 1 à 3 mètres de 

hauteur qui atteint parfois 5 - 6 mètre, dégageant une odeur résineuse pénétrante (Botineau, 

2015), cette espèce est caractérisée par : 

Branches : tortueuses et pressées, forment une masse serrée. 

Feuille : persistantes, composées, possédant un nombre pair de folioles (jusqu’à 12) d'un vert 

Sombre, coriaces, étroites et pointues, dont le pétiole est bordé d'une aile verte. 

Fleurs : Comme tous les autres pistachiers, l’arbre de lentisque est dioïque, ses fleurs sont 

petite apétale se rassemblent sous forme de grappes. Les mâles ont 5 petits sépales dont 

émergent 5 étamines rougeâtres. Les femelles, à 3 ou 4 sépales entourant l’ovaire. La 

floraison de lentisque s‘étend du mois de Mars jusqu‘au mois de Mai. 

Fruit : est une grappe de petites drupes globuleuse environ 5 mm de diamètre, d’abord rouge 

et il devient noire à sa maturité en mois d’octobre à novembre. 

 

Figure 13 : Une photographie de Pistacia lentiscus (Botineau, 2015). 

I.4.1.2. Classification Pistacia lentiscus  

La position des lentisques dans la systématique du règne végétal est donnée par l‘arbre 

phylogénique représenté ci-dessous (Nahida et Siddiqui, 2012). 
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Règne : Plantae 

Embranchement : Spermaphytes 

Sous embranchement : Angiospermes 

Classe : Dicotylédone 

Sous classe : Dialpétales 

Série : Diacifores 

Ordre : Sapindale 

Famille : Anacardiacées 

Genre : Pistacia 

Espèce : Lentiscus 

I.4.1.3. Répartition géographique de Pistacia lentiscus  

Le lentisque est naturellement répandu dans les zones qui entourent les régions côtières 

de la Méditerranée, du Portugal et de l'Afrique tropicale et pousse sur toutes sortes de sols, où 

il pousse à l'état sauvage en Algérie, Tunisie, Maroc, Turquie, France, Espagne, Italie et la 

Grèce (Morkhade, 2007 ; Khiari et al., 2018). En Algérie, le lentisque se rencontre aussi bien 

dans la région tellienne que dans les zones forestières (Cheurfa et Alem, 2015). 

I.4.1.4. Utilisation traditionnelle de Pistacia lentiscus 

Depuis l'antiquité lentisque pistachier est connu pour ses propriétés médicinales, elle est 

largement utilisée en phytothérapie pour ses propriétés sédatives dans le traitement de la toux, 

les maux de gorge, les maux d'estomac, les calculs rénaux et la jaunisse. Leur huile est utilisée 

par voie interne dans le traitement des ulcères et par voie externe pour guérir le psoriasis 

(Mehenni et al., 2016).  

En médecine traditionnelle, les parties aériennes ont été utilisées dans le traitement de 

l'hypertension et possèdent des propriétés stimulantes et diurétiques, les feuilles sont 

largement utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement de l'eczéma, la diarrhée, les 

infections de la gorge et en tant qu'agent antiulcéreux puissant. En effet plusieurs études ont 

également rapporté que l'huile essentielle de parties aériennes possède des propriétés 

biologiques appréciables telles qu'antioxydant, anti-inflammatoire, antimicrobienne, 

antifongique et antiathérogène (Khiari et al., 2018). 

La résine est aussi appliquée depuis longue date dans les pays arabes pour la mastication, 

où elle adoucit l'haleine et aide à préserver les dents et les gencives. En tant qu'agent curatif 
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dans le traitement de la gastrite, des reflux gastro-œsophagiens et des infections intestinales. 

Elle a également été évaluée en tant que médicament brut pour l’activité antiulcéreuse 

gastrique et duodénale avec une activité antibactérienne spécifique contre Helicobacter pylori 

(Morkhade, 2007). 

I.4.1.5. Données pharmacologiques de Pistacia lentiscus 

Plusieurs extraits préparés à partir des feuilles de Pistacia lentiscus ont montré des 

propriétés pharmacologiques significatives antioxydantes, antibactérienne, antifongique, 

anticancéreuses, anti-inflammatoires, antidiabétique, et des activités hépatoprotectrice,  

hypocholestérolémie et antiulcéreuse (Sehaki et al., 2023), Il a été prouvé que diverses 

préparations d'extraits de feuilles présentent un potentiel antioxydant exceptionnel, évalué au 

moyen de déférents test anti-radicalaire (Ghenima et al., 2015 ; Salhi et al., 2019). D'après 

l'étude menée par Bakli et al. (2020), il a été observé que l'extrait de feuille présente des 

propriétés antibactériennes contre Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Bacillus cereus, 

Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, Proteus 

mirabilis, Vibrio cholerae et Enterococcus faecalis. De plus une activité contre vibrio 

cholerae (MBC = 0,3 mg/ml). Par ailleurs, l’extrait de feuilles a également montré une 

activité antifongique contre les souches Candida pelliculosa, fusarium oxysporum albidinis, 

richophyton mentagrophyte et Microsporum canis (Mansour-Djaalab et al., 2012 ; Salhi et al., 

2019). 

En outre, des recherches antérieures ont révélé une activité cytotoxique modérée à 

l'encontre de divers types de cancer, notamment le cancer du poumon A549, le cancer du sein 

MCF7, le cancer de la prostate PC3 et le cancer du foie HepG2 (Kirollos et al., 2019). De 

plus, un potentiel anticancéreux a été démontré contre les lignées cellulaires de mélanome 

B16F10 ainsi que des effets clairs dépendants de la dose sur la croissance de la lignée 

cellulaire HT-29 dérivée de l'adénocarcinome colorectal humain (Remila et al., 2015 ; Siano 

et al., 2020). 

Un potentiel anti-inflammatoire sur des lignées cellulaires monocytaires THP-1 a mis en 

évidence la capacité d’extrait a inhiber la sécrétion d’interleukine IL1 par les macrophages 

ainsi qu’une activité anti-inflammatoire importante in vivo par le test d’œdème de l'oreille 

induit par l'huile de croton chez la souris, la pleurésie induite par le carraghénane chez le rat et 

la perméabilité vasculaire induite par l'acide acétique chez la souris (Bouriche et al., 2016 ; 

Salhi et al., 2019). 



Chapitre I : Synthèse bibliographique 

  

29 
 

Les travaux antérieurs de Mehenni et al. (2016), ont rapporté un effet antidiabétique des 

extraits du P.lentiscus via le mécanisme d’inhibition de α-amylase et α-glucosidase. Une 

étude in vivo a également attribuée aux feuilles et au fruit de P.lentiscus, une activité 

antidiabétique prometteuse. L’effet de l’extrait était comparable à celui de la molécule de 

référence (Glibenclamide 0,91 g/l). Les mêmes auteurs ont également montré un effet hépato-

protecteur significatif contre des lésions induites par des concentrations élevées du 

paracétamol. 

L'effet hypocholestérolémiant des feuilles de Pistacia lentiscus a fait l'objet d'une étude 

menée par Cheurfa et al. (2015). Leurs recherches ont révélé qu’une dose de 200 mg/kg 

d’extrait ethanolique a diminué significativement le cholestérol total, des triacylglycérides et 

du cholestérol des lipoprotéines de basse densité (154,6 ± 18,10 ; 71,2 ± 4,38 et 99,36 ± 18,77 

mg/dl, respectivement) tandis que l'extrait aqueux a significativement diminué le cholestérol 

total et des triacylglycérides (respectivement 203,6 ± 9,18 ; 97,6 ± 3,57 et 38,2 ± 1,48 mg/dl).  

I.4.1.6. Composition chimique de Pistacia lentiscus 

L’analyse phytochimique de P.lentiscus a démontré la richesse et la diversité des 

composés d’extraits en lipide, polyphénol et les terpénoïdes.  

P.lentiscus est une plante riche en lipide principalement en acide gras tell que l’acide 

oléique (50 - 72 %), l’acide palmitique (23,2 %) et l’acide linoléique (21,7 %), l’acide 

palmitoléique (1,3 %), stéarique (1,1 %), linolénique (0,8 %), gadoléique (0,2 %) et 

arachidique. Ainsi qu’en phytostérol on cite, le β-sitostérol (90 %), le campestérol, le 

cholestérol et le stigmastérol (Trabelsi et al., 2012). 

Le profil phénolique de l’extrait de feuille de P.lentiscus est caractérisé principalement 

par la présence d’acide gallique, acide protocatéchique, acide chlorogénique, acide caféique, 

acide salicylique, acide p-coumarique, rutine, hespéridine, isoquercitrine, rhoifoline, 

apigétrine, la catéchine, l'acide ellagique, la lutéoline, l'acide 3,4-dihydroxyhydro-

cinnamique, l'acide benzoïque, kaempférol, myricétine, quercétine, acide syringique, acide 

carnosique, tyrosol, β-glucogalline, naphtorésorcinol, génistéine, taxifoline ainsi que les 

anthocyanines composés principalement par cyanidine-3-O-glucoside, delphinidine-3-O-

glucoside et cyanidine-3-O-arabinoside (Mehenni et al., 2016 ; Souilah et al., 2023 ; Sehaki et 

al., 2023).   

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/catechin
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/luteolin
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/benzoic-acid
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Les terpénoïdes sont les métabolites majoritaires de P.lentiscus qui renferme dans leur 

composition des monoterpènes et des tri-terpènes. Selon les études réalisées par Amhamdi et 

al. (2009) et Souilah et al. (2023), les feuilles sont caractérisées par la présence des mono-

terpène a noter : le myrcène, limonène, le -gurjunène, le germacrène, le α-pinène, le 

muurolene, α-humulène, l'épibicyclosesquiphellandrène, le β-pinène, le p-cymène, l'α-

phellandrène, le terpinène-4-ol, α-thujene, camphene, sabinene, α-terpinene, (E)-β-Oocimene, 

γ-terpinene, α-terpinolene,  α-terpineol, 2-undecanone, α-copaene, β-Eelemene, β-

caryophyllene, α-muurolene, δ-cadinene, δ-cadinol, α-muurolol, l'oxyde de caryophyllène, 

l'acétate de bornyle. Tandis que La résine est constituée d’environ 2 % d'huile volatile 

principalement l’acides α- et β-masticiniques, acide masticolique, acides α- et β -

masticoniques, masticosène, β-masticosène (également appelé masticine). Tandis que L'huile 

volatile de la gomme mastic contient principalement le d-pinène (Morkhade, 2007).  

I.4.2. Populus nigra  

I.4.2.1. Généralité 

Populus nigra L. est une espèce arborescente de la famille des Salicaceae qui peut 

atteindre 25 à 30 m de hauteur avec une longévité de 200 ans, dioïques, héliophiles et 

majoritairement pionniers, ces caractéristiques morphologiques sont définies ci-dessous 

(Dupérat, 2008 ; Rameau, 2008) : 

Houppier : ample irrégulier avec de grosses branches. 

Feuilles : sont triangulaire en forme losangique mesurant de 4 à 7 cm de long glabre 

denticulée verte assez foncé sur les deux faces, limbe fine dentée et vert, le pétiole est 

comprimé. 

Fleurs : La floraison en mars avril fait intervenir des chatons males de 5 cm rouge violacé 

puis pourprés et des chatons femelles plus longue verte pale puis devenant vert jaunâtre et 

cotonneux en juin au moment de la libération des grains munies d'aigrettes soyeuse.   

Fruits : Capsule ovoïdes en chapelet à grain cotonneuse. 

Rameaux : Rameau glabre ronds, légèrement anguleux et luisant portent de petit bourgeon 

pointu orangé et un peux visqueux. 

Bourgeons : Sont de forme conique et allongé glabre visqueux.  
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Ecorce : jeune lisse mince grisâtre devient rugueuse noirâtre et entaillée de profondes 

gerçures verticale. 

Graine : Les graines sont petites et duveteuses et sont disséminées entre mai et juin. 

 

Figure 14 : Différentes parties du peuplier noir : (A) arbre entier, (B) feuilles et bourgeons, (C) fleurs, 

(D) males fleurs femelles (Siler et al., 2014). 

I.4.2.2. Classification Populus nigra  

Selon Siler et al. (2014), la classification du peuplier noir (Populus nigra L.) est comme 

suit : 

Embranchement : Spermaphytes  

Division : Phanerogameae  

Sous Division : Angiospermae  

Classe : Dicotyledonae  

Ordre : Salicales  

Famille : Salicaceae  

Genre : Populus  

Espèce : Populus nigra L. 

I.4.2.3. Répartition géographique de Populus nigra  

Le peuplier noir occupe un vaste territoire, s'étendant des couloirs fluviaux des zones de 

plaine, de piémont et de montagne de l'hémisphère nord depuis l'Afrique du Nord et l'Irlande 

à l'ouest jusqu'à la Russie et la Chine en l'est (Siler et al., 2014). 
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En Algérie, Il se trouve dans la région d’Elkala, Kabylie et Tlemcen, il est réparti surtout 

dans les plaines alluviales et les vallées. C’est une espèce méditerranéenne, qui peut s’étend 

jusqu'à aux régions sèches ou la pluviométrie dépasse 400 m (Letreuch-Belarouci, 1991 ; 

Belouad, 2001). 

I.4.2.4. Utilisation traditionnelle de Populus nigra 

Dans la phytothérapie traditionnelle, l'importance était également accordée à l'écorce de 

peuplier, à laquelle on attribuait des propriétés astringentes, anti-inflammatoires, 

antirhumatismales et antiseptiques utilisés en topique dans les lésions cutanées superficielles, 

les coups de soleil, les piqûres d'insectes ou les contusions en outre les feuilles de cet arbre 

sont aussi utilisées comme tonique et antiseptique.   

Les bourgeons de peuplier étaient utilisés comme teinture, infusion, poudre ou pommade. 

La teinture a été recommandée comme remède contre l'asthme et d'autres affections 

respiratoires, telles que la bronchite, la toux, la trachée, la laryngite, le mal de gorge, la 

grippe, la goutte et l'hémorragie pulmonaire. La pommade elle est utilisée pour traiter les 

infections cutanées, les fissures, les ulcérations, les hémorroïdes, les douleurs anales, la goutte 

inflammatoire et le rhumatisme. De plus la pommade possède un effet anti-âge. 

Les bourgeons de peuplier noir sont employés comme antipyrétiques, antiallergiques, 

antimicrobiennes, antidiabétiques, anti-tumorales et pour leurs propriétés anti-inflammatoires 

d’ailleurs il existe une formulation ancienne à base de bourgeons de peuplier commercialisé 

sous le nom Unguentum populeum utilisée encore comme anti-inflammatoire et anti 

hémorroïdes (kuś et al., 2018). 

I.4.2.5. Données pharmacologiques de Populus nigra 

Les recherches ont révélé un potentiel antioxydant des bourgeons de P.nigra, les 

bourgeons ont été également étudiés pour leurs propriétés anti-inflammatoires dans le modèle 

de l’œdème plantaire chez la souris (Debbache et al., 2014), les résultats ont démontré un 

potentiel antiinflammatoire de l’extrait éthanolique à une dose de 200mg/Kg comparable à 

celui du diclofénac à 50mg/Kg. De plus, Wang et al. (2014) ont montré que l'extrait à 

différentes concentrations (25 et 100 mg/kg) a exhibé des effets anti-inflammatoires 

significatifs en inhibant la production de cytokines inflammatoires (IL-6, IL-10 et TNF-α) et 

en bloquant l’expression des gènes pro-inflammatoire. 
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Populus nigra a également révélé des propriétés antimicrobiennes avec une sensibilité 

accrue des bactéries à Gram positif telles que Staphylococcus aureus, Streptococcus 

pyogenes, Enterococcus faecalis et Listeria monocytogenes (Vardar-Unlu et al., 2007 ; 

Benedec et al., 2014). De plus, une action antifongique a été également constatée contre 

Candida albicans (CMI = 45,16 µg/ml) (Merghache et al., 2018). Selon Debbache et al. 

(2013), tous les extraits examinés (éthanol, acétate d'éthyle aqueux, chloroforme et 

chloroforme aqueux) de bourgeons de peuplier ont montré une activité modérée contre les 

souches fongiques telles qu'Aspergillus niger et Fusarium polyferatum. 

Au cours d'une analyse approfondie portant sur les propriétés antidiabétiques, l'étude 

menée par Peng et al. (2018) a révélé que l'extrait éthanolique de bourgeons de peuplier 

provenant de Chine avait la capacité d'améliorer la sensibilité à l'insuline et diminué 

l'hémoglobine glyquée et les protéines sériques glycosylées in vivo sur un modèle 

expérimental animal de souris diabétiques. De plus, ils ont révélé que les bourgeons de 

peuplier (50 ou 100 mg/kg/jour pendant 4 semaines) provoquaient une diminution de plus de 

25 % du taux d'insuline sérique des souris modèles (DT2) induits par HFD et STZ ainsi que 

l’extrait a exhibé un effet plus significatif que celui exhibé par la metformine (100 

mg/kg/jour). 

L'équipe de Debbache-Benaida et al. (2013) ont mené une étude in vivo sur des souris 

albinos pour évaluer les propriétés hépato-protectrices de l'extrait éthanolique de Populus 

nigra (200 mg/kg) contre la toxicité hépatique induite par l'aluminium et l'analyse 

histopathologies des coupes hépatiques traitées a révélé une architecture hépatique normale. 

De plus, l’extrait protégeait le foie contre les lésions hépatiques et la nécrose induites par 

l’AlCl3. En outre, l’étude abordée par Debbache et al. (2013) sur une préparation vasculaire 

d'aorte porcine pré-contractée avec U46619 ont montré des propriétés vasorelaxantes traduit 

par une augmentation du pourcentage de relaxation, qui était comparable à la fois pour 

l'endothélium intact (67,74 % ; IC 50 = 0,04 mg/ml) et pour l'endothélium dénudé (72,72 % ; 

IC 50 = 0,075 mg/ml). Le mécanisme de vasodilatation des artères coronaires était 

indépendant du NO·, ce qui suggère que l'extrait agit directement sur le muscle lisse, 

empêchant probablement le calcium à l'intérieur de la cellule. 

Debbache et al. (2018) ont rapporté l’effet hypouricémiant de l’extrait ethanolique de P. 

nigra testé (100 - 400 mg/Kg) chez la souris. 
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I.4.2.6. Composition chimique de Populus nigra 

A travers les études phytochimiques, Il a également été souligné que les dérivés de 

flavonoïdes ont été identifiés comme l'un des principaux composés phytochimiques des 

bourgeons de P.nigra. Ils sont représentés par des flavones (chrysine, tectochrysine, 

apigénol), des flavonols (galangine, kaempférol, quercétol), des flavanones (pinocembrine, 

pinostrobine et pinobanksine). Aussi, les acides phénoliques et leurs esters, tels que l'acide 

caféique, p-coumarique, acide férulique, isoférulique, la catéchine, acide cinnamique, acide 

ellagique, acide rosmarinique sont décrits parmi les principaux composés phytochimiques 

détectés dans différents extraits de bourgeons de peuplier noir. Outre ces composés, 

Différentes études phytochimiques menées sur différents extrait de P.nigra ont rapporté la 

présence des hétérosides phénoliques à savoir le populoside et le salicoside (Lee et al., 2010 ; 

kuś et al., 2018 ; Kis et al., 2020 ; Kis et al., 2022) et compris des tanins, des cires, des 

résines, du glucose, du fructose, des oligosaccharides, des dérivés triterpéniques (α et β 

amirenol) (Isidorov et al., 2003 ; Ristivojević et al., 2015). Ainsi que les huiles essentielles 

principalement riches en cadinène, cinéol, bisabolol, humuline, farnésol, bisabolène, β-

eudesmol et α-eudesmol, γ-sélinène, le δ- l'α-élémène et le γ-cadinène et des hémiterpènes 

ainsi que les monoterpènes présents dans les bourgeons de peuplier noir. Parmi les composés 

volatils non terpénique on distingue des alcools aliphatiques et aromatiques, des composés 

carbonylés, des acides aliphatiques et huile essentielle séché (Jerković et Mastelić, 2003).  
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II. Matériel et méthodes  

II.1. Matériel 

II.1.1. Matériel végétal 

Les plantes sélectionnées pour cette étude sont des plantes médicinales utilisées dans la 

pharmacopée algérienne. Les feuilles de P.lentiscus et les bourgeons du P.nigra ont été 

récoltés début septembre 2021 dans la forêt de tizi neftah, une zone humide, loin de la 

pollution, ce qui limite les risques de modification de la composition biochimique. Les parties 

de plantes ont été récoltées par le Professeur Atmani et identifiées dans le laboratoire de 

Botanique de l’université de Bejaia. 

II.1.2. Animaux de laboratoire 

Des femelles NMRI (Naval Medical Research Institute) (âgées de 6 - 7 semaines, 30 - 35 

g), provenant de l'Institut Pasteur d'Alger, Algérie, ont été utilisées pour cette étude. Avant les 

tests, les animaux ont été acclimatés pour s’adapter à leur nouvel environnement et réduire 

leur stress. Ils ont été logés dans des conditions standard (25 ± 1°C ; 50 % d'humidité, cycle 

lumière/obscurité de 12 h/12 h) avec accès libre à l’aliment et l’eau. Les animaux ont été 

manipulés conformément aux recommandations du Comité international d'éthique (directive 

2010/63/UE relative à l'expérimentation animale). 

II.1.3. Matériels et réactifs  

Instruments de mesure 

Broyeur électrique (IKA WERKE), agitateur magnétique (AM4), centrifugeuse réfrigérée 

(sigma) 2-16 PK, balance (AS 220/CI2), vortex (V-1 plus) BOECO, ultrason LT-100 PRO 

(100 W/ 40 Khz), bain-marie (Memmert), spectrophotomètre UV-Vis (Shimadzu UV-1800), 

lecteur de microplaques (BioTek Synergy HTX), incubateur de microplaques (Boeco), 

(Shimadzu FTRI-8400s), LC-MS (Shimadzu LCMS 8040), GC-MS (Shimadzu QP2010 type 

EI 70ev).  

Produit et réactif chimique 

Tous les réactifs et produits chimiques utilisés étaient de qualité analytique : L'hydroxyde 

d'ammonium, le magnésium, ont été achetés à Biochem Chemopharma (USA), l'éthanol, le 

glycérol, l'acide L-lactique, le diméthylsulfoxyde, 2,2-diphényl 1-picrylhydrazyl (DPPH), 

acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS), cyclooxygénase (COX), 
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N,N,N'N'-tétraméthyl-1,4-phényl enedi- amine, acide arachidonique, hème, myéloperoxydase, 

l'o-anisidine, persulfate de potassium (99 %), salicylate de sodium. ont été obtenus auprès de 

Sigma Aldrich (Allemagne), Na2HPO4, NaH2PO4, K2HPO4, KH2PO4, acide chlorhydrique 

(HCl), NaOH, AlCl3, albumine de sérum bovin (BSA), peroxyde d'hydrogène (H2O2) (95 %), 

tris-HCl (C4H12ClNO3), (Hydroxyméthyl)aminométhane proviennent d'Alpha Chemical 

(Inde), acide gallique, quercétine, catéchine, diosgénine, acide ascorbique, trolox, Folin 

Ciocalteu ont été obtenu auprès de Chim-oza (France), l'acide sulfurique, Na2CO3, le bleu 

brillant G-250 de Coomassie, l'acide phosphorique, l'acide trichloracétique (TCA), 

polyvinylpyrrolidone, nitroprussiate de sodium, l'anaphtyléthylènediamine, acide sulfanilique 

ont été obtenus auprès de Prolab (France). FeSO4, anhydride acétique, ferrocyanure de 

potassium, chlorure ferrique FeCl3 proviennent de Panreac (Espagne). 

II.2. Procédure d’extraction   

II.2.1. Échantillonnage, broyage et tamisage 

Les échantillons prélevés ont été soigneusement lavés à l'eau courante, puis séchés dans 

l'étuve à 40°C pendant 2 jours. L'échantillon séché est réduit en poudre puis tamisé pour 

obtenir une poudre homogène d'un diamètre inférieur à 63 µm, cette dernière est stockée à 

l'abri de la lumière à -20°C jusqu'à son utilisation. 

II.2.2. Extraction 

Dans la présente étude, la technique d'extraction assistée par ultrasons a été choisie. 

Brièvement, la poudre de plante (1 g) a été macérée dans l’acide lactique (10 ml), le mélange 

a été émergé dans un bain-marie à ultrasons (40 KHz), le mélange obtenu a été centrifugé à 

8000 g pendant 20 minutes pour assurer une séparation complète du matériel végétal, la 

solution résultante a été transférée dans des tubes de 15 ml et stockée à -20°C. 

II.2.3. Optimisation et validation du modèle 

Sur la base d'une étude préliminaire à facteur unique, les principaux facteurs influençant 

le processus d'extraction des composés phénoliques ont été sélectionnés et introduits dans le 

plan de Box-Behnken (BBD) en utilisant la méthodologie de la surface de réponse (RSM) 

avec l'application de trois facteurs à trois niveaux (-1, 0 et +1) pour optimiser le pourcentage 

d'acide lactique X1 (45 - 90 %), la température X2 (35 - 45°C) et le temps d'extraction X3 (20 

- 40 min). Pour chaque expérience, trois tests ont été réalisés et les résultats ont été traités par 
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le logiciel JMP (version 14). La formule de prédiction générale pour le modèle linéaire 

quadratique est décrite par l'équation suivante (Eq. (1)) :  

𝑦 = 𝑎0 + ∑ 𝑎𝑖𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1 + ∑ 𝑎𝑖𝑖𝑥𝑖

2𝑛
𝑖=1 + ∑ ∑ 𝑎𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗

𝑛
𝑗=1

𝑛
𝑖=1 (𝑖 ≠ 𝑗)                   (1) 

II.3. Screening phytochimique 

Afin de mettre en évidence la présence de certains composés appartenant aux familles 

chimiques des métabolites secondaires, une étude phytochimique a été réalisée en se basant 

sur des réactions de révélation. À cet effet, des tests impliquant des réactions de coloration, de 

turbidité ou de précipitation ont été choisis en s'inspirant de la littérature pertinente (Gangwar 

et al., 2014 ; Khan et al., 2011 ; Daira et al., 2016 ; Haddouchi et al., 2016 ; Souley Kallo et 

al., 2018). 

II.3.1. Détection des alcaloïdes 

La formation d'un précipité brun-rougeâtre après l’addition de 1 ml de réactif de 

Dragendorffs à l'extrait indique la présence des alcaloïdes.  

II.3.2. Détection des polyphénols 

La présence de flavonoïdes a été mise en évidence par traitement de l’extrait (0,5 ml) 

avec 10 gouttes d'acide chlorhydrique concentré et 2 mg de tournures de magnésium. La 

coloration rose-rouge ou jaune se développe après 3 min d'incubation à température ambiante. 

L'existence des tanins a été vérifiée par l’ajout de 8 gouttes d'une solution de chlorure 

ferrique (1 %) à 1 ml d'extrait. Le développement d'une coloration verdâtre indique la 

présence de tanins catéchiques et le bleu-noirâtre révèle les tanins galliques. 

Les anthocyanes ont été révélés par le mélange de 5 ml d’extrait avec 5 ml d'acide 

sulfurique (H2SO4) et 5 ml d'hydroxyde d'ammonium (NH4OH). Le changement de la couleur 

rouge vers le bleu violacé indique la présence des anthocyanes. 

Pour tester la présence de leucoanthocyanes, 5 ml d'extrait et 4 ml d'alcool chlorhydrique 

(Ethanol/Pure HCl 3/1 v/v) ont été introduits dans un tube à essai puis chauffés au bain-marie 

à 50°C pendant 2 min. L'apparition d'une couleur rouge cerise indique la présence des 

leucoanthocyanes.  

Pour tester la présence des coumarines, un volume de 0,5 ml d'hydroxyde de sodium 

(NaOH) à 10 % a été ajouté à 2 ml d'extrait. Après chauffage (50°C/ 5 min) suivi d’un 
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refroidissement. 4 ml d'eau distillée ont été ajoutés et la solution devient transparente 

comparativement au contrôle. La présence des coumarines est confirmée par l’apparition d’un 

trouble et un précipité après ajout du HCl. 

La présence des quinones a été détectée par l'ajout de quelques gouttes d'hydroxyde de 

sodium (NaOH) à 10 % à l'extrait, La coloration jaune, rouge ou violette indique un résultat 

positif.  

II.3.3. Détection des glycosides  

Pour détecter les saponines glycosides, 2 ml d'extrait ont été ajoutés à 8 ml d’eau avec 

agitation vigoureuse, la formation d'une mousse stable révèle leur présence. La présence de 

glycosides cardiaques dans l'extrait a été vérifiée par la pyridine avec une solution sodique 

alcaline de nitroprussiate qui a montré une couleur rouge vif.  

II.3.4. Détection des stéroïdes et des terpénoïdes 

Les stéroïdes ont été détectés par un mélange avec un mélange de 5 ml d'anhydride 

acétique, 5 ml d'extrait et 0,5 ml d'acide sulfurique concentré (H2SO4). L’apparition de 

coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction positive.  

Les terpénoïdes ont été révélés par un mélange de 5 ml d'extrait avec 2 ml de chloroforme 

et 3 ml d'acide sulfurique concentré. L'apparition d'un anneau rouge-brun à l'interface indique 

leur présence. 

II.3.5. Détection des protéines 

La coagulation des solutions d’extraits chauffés dans de l’eau bouillante indique la 

présence des protéines. 

II.4. Dosage des substances actives 

Dans cette étude, le dosage des composés phénoliques, des flavonoïdes, des tanins, des 

saponines et des protéines de feuilles de P.lentiscus et des bougeons de P.nigra a été réalisé. 

II.4.1. Polyphénols totaux  

La teneur des composés phénoliques a été déterminée selon la méthode de Folin 

Ciocalteu, basée sur la réduction en milieux alcalin du réactif follin ciocalteu qui est un 

mélange d’acide de phosphotungestène (H3PW12O40) et phosphomolybdène (H3PMo12O4) par 

les groupements oxydables des composés phénoliques. Cette réaction se traduit par une 
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coloration bleue avec une absorbance maximale à 765 nm dont l’intensité de la couleur est 

proportionnelle à la quantité des composés phénoliques oxydés de l’extraits (Singleton et al., 

1999).   

L’évaluation du contenu phénolique total a été déterminée par la méthode de Moldovan et 

al. 2021. Brièvement, 20 µl de l'extrait ont été mélangés à 100 µl de la solution de réactif de 

Folin-Ciocalteau (1/10). Les solutions ont été mélangées et incubées à température ambiante 

pendant 2 à 3 minutes. Après incubation, 80 µl de solution de carbonate de sodium à 7,5 % 

(Na2CO3) ont été ajoutés et incubés pendant 30 minutes. L'absorbance des mélanges 

réactionnels a été mesurée à 760 nm.   

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en utilisant une gamme de concentrations d’acide 

gallique et la teneur des extraits en phénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalent 

d’acide gallique par gramme de poudre sèche (mg EAG/g PS) en se référant à une courbe 

d’étalonnage (Annexe I).  

II.4.2. Flavonoïdes   

L’estimation de la teneur en flavonoïdes dans les extraits a été réalisée par la méthode de 

trichlorure d’aluminium, ces derniers interagissent avec les flavonoïdes en formant un 

complexe de coloration jaunâtre dont l’intensité optique est mesurée à 430 nm (Djeridane et 

al., 2006).  

Dans un tube a essai, un volume de 1 ml d'extrait a été additionné à 1 ml de solution 

d'AlCl3 (2 % dans le méthanol). Après 15 min d'incubation, l'absorbance est enregistrée à 430 

nm.  

Une courbe d’étalonnage a été obtenue en utilisant la quercétine comme standard et la 

teneur des extraits en flavonoïdes est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par 

gramme de poudre sèche (mg EQ/g PS) en se référant à une courbe d’étalonnage (Annexe I).  

II.4.3. Tanins condensés  

En présence d‘acide chlorhydrique concentré, les tanins condensés se dépolymérisent en 

catéchine, le carbone en position 6 du cycle A interagit avec le groupement aldéhydique de la 

vanilline en formant un complexe chromophore de couleur rouge qui donne une absorbance à 

500 nm (Enneb et al., 2015). 
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Selon le protocole de Kaouamé et al. (2021), un volume de 50 µl d’extrait ont été 

mélangés avec 1,5 ml de la solution méthanolique de la vanilline (4 %) dans laquelle 750 µl 

de HCl concentré ont été ajoutés. Après une incubation de 20 min, les absorbances ont été 

mesurées à 550 nm. 

Une courbe d’étalonnage a été obtenue en utilisant une gamme de concentrations de la 

catéchine et les résultats de dosage sont exprimés en milligramme d’équivalent de catéchine 

par gramme de poudre sec (mg EC/g PS) en se référant à une courbe d’étalonnage (Annexe 

I).  

II.4.4. Tanins hydrolysables  

Le dosage colorimétrique des tanins hydrolysable est basé sur l’interaction des tanins de 

l’extrait avec le réactif du trichlorure de fer qui induit la formation d’un complexe rouge 

violette dont la densité optique est mesurée à 660 nm (Dif et al., 2015).  

La détermination des tanins hydrolysables a été réalisée selon le protocole de Mole et al. 

(1987). L’extrait (1 ml) a été ajouté à 3,5 ml de solution de FeCl3 (0,01 M dans 1 mM d'acide 

chlorhydrique) puis incubé pendant 5 min suivi d'une lecture a une longueur d’onde de 660 

nm. 

Une courbe d’étalonnage a été préparée en utilisant une gamme de concentrations de 

l’acide tannique et les teneurs des extraits en tanins hydrolysables ont été exprimés en 

milligramme d’équivalent d’acide tannique par gramme de poudre sèche (mg EAT/g PS) en 

se référant à une courbe d’étalonnage (Annexe I).  

II.4.5. Saponines 

La quantification des saponines est basée sur la formation d’un chromophore obtenu par 

l’interaction de la vanilline sulfurique avec la partie aglycane des saponines, détecté par 

spectrophotomètre (Hiai et al., 1975). 

La quantification des saponines a été réalisée selon le protocole de Ncube et al. (2011). 

Un mélange réactionnel contenant 250 µl d'extrait, 250 µl de vanilline 8 % et 2,5 ml d'acide 

sulfurique (72%) ont été incubés à 60°C pendant 10 min, après refroidissement les 

absorbances ont été enregistrées à 544 nm. 

Une courbe d’étalonnage a été obtenue en utilisant une gamme de concentrations de la 

diosgénine. Le contenu des extraits en saponine a été exprimé en milligramme d’équivalent de 



 Chapitre II : Matériels et méthodes 

41 
 

diosgénine par gramme de poudre sèche (mg ED/g PS) en se référant à une courbe 

d’étalonnage (Annexe I).  

II.4.6. Protéines totaux 

Il est basé sur la réaction entre les acides aminés basiques et les résidus hydrophobes des 

acides aminés présents dans la ou les protéines avec le bleu de Coomassie G-250 dans un 

milieu acide qui se manifeste par un changement de couleur bleu mesurée à 595nm. 

Le mécanisme réactionnel du test réside dans la liaison du colorant bleu brillant de 

coomassie G-250 dans un milieu acide aux résidus d'acides aminés basiques tels que 

l'arginine, l'histidine, la phénylalanine, le tryptophane, les résidus de tyrosine et les 

interactions hydrophobes dans les protéines, ce qui entraîne un changement de couleur en bleu 

(Valipoor et al., 2015). 

La teneur en protéines des extraits a été estimée par la méthode Bradford décrite par 

Valipoor et al. (2015). Brièvement, 50 µl de l'extrait ont été ajoutés à 200 µl du réactif de 

Bradford, après une incubation de 5 min, la densité optique a été mesurée à 595 nm. 

Une courbe d’étalonnage a été préparée en utilisant l’albumine et Les résultats ont été 

exprimés en milligramme d’équivalente de sérum-albumine bovine par gramme de poudre 

sèche (mg EBSA/g PS) en se référant à une courbe d’étalonnage (Annexe I).  

II.5. Détermination de l’activité antioxydante  

De nombreuses méthodes ont été sélectionnées pour l'évaluation de l'activité antioxydante 

des molécules pures ou des extraits. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration 

ou la décoloration d'un réactif dans le milieu réactionnel. 

II.5.1. Activité scavenging du radical DPPH•  

En présence des antioxydants, le DPPH (2-2-diphényle-1-picrylhydrazyl) qui est un 

radical libre et stable ayant une couleur violette est réduit en composé jaune qui est la forme 

d’hydrazine (non radical). L’absorbance de la solution est mesurée à 517 nm (Molyneux, 

2004).   

Le potentiel antioxydant contre le radical synthétique DPPH• a été mesuré selon la 

méthode de Ambarwati et al. (2021). Brièvement, 180 µl d’une solution éthanolique de 
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DPPH• (0,1 mM) ont été ajoutés à 20 µl d'extrait puis incubé à 37°C pendant 30 min, les 

absorbances ont été enregistrées à 515 nm.   

Le potentiel scavenging des extraits a été exprimé en millimole d’équivalent de trolox par 

100 grammes de poudre sèche (mmol ET/100 g PS) en se référant à une courbe d’étalonnage 

de trolox (Annexe I). 

II.5.2. Activité scavenging du radical ABTS•+ 

Dans ce test, le radical monocation ABTS•+ de coloration vert bleu est généré par 

l’oxydation du sel d'ABTS (sel d’ammonium de l‘acide 2, 2’azino bis-(3-

éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) avec du persulfate de potassium, en présence des 

antioxydants donneurs d'hydrogène, cette réduction est traduite par une décoloration 

d’ABTS•+ qui peut être suivie par la mesure de la densité optique à une longueur d’onde de 

734 nm (Re et al., 1999).  

L'évaluation de l'activité anti-radicalaire d’ABTS•+ a été mesurée suivant la méthode de 

Re et al. (1999). Un cation radicalaire ABTS•+ a été préparé par l'addition d'une solution mère 

d'ABTS de 7 mM avec 2,45 mM de K2S2O8 (1/1 ; V/V) conservée à l'obscurité pendant 12-

16h. Une dilution dans du PBS (4 mM ; pH 7,4) a été effectuée pour obtenir une absorbance 

de 0,700 ± 0,02 de l'ABTS•+ enregistrée à 734 nm. Après la dilution, 20 µl d'extrait ont été 

ajoutés à 180 µl d'une solution de radicaux libres d’ABTS•+. Après une incubation de 5 

minutes, les absorbances ont été mesurées à 734 nm.  

Le potentiel scavenging des extraits a été exprimé en millimole d’équivalent de trolox par 

100 grammes de poudre sèche (mmol ET/100 g PS) en se référant à une courbe d’étalonnage 

de trolox (Annexe I). 

II.5.3. Activité scavenging du radical hydroxyle   

Ce test est basé sur la formation d’un complexe salicylate hydroxylé qui absorbe à 562 

nm leur absorbance est proportionnelle à la quantité du radical hydroxyle dans le milieu 

(Rajamanikandan et al., 2011). 

La capacité des extraits à piéger le radical hydroxyle (OH•) a été évaluée selon le 

protocole de Rajamanikandan et al. (2011). Un mélange réactionnel (3 ml) contenant : 1 ml de 

FeSO4 (1,5 mM), 0,7 ml de peroxyde d'hydrogène (6 mM), 0,3 ml de salicylate de sodium (20 
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mM) et 1 ml d'extrait est incubé pendant 1 h à 37°C. Les absorbances du complexe salicylate 

hydroxylé a été mesurée à 562 nm. 

Le potentiel scavenging des extraits a été exprimé en milligramme d’équivalent d'acide 

ascorbique par gramme de poudre sèche (mg EAA/g PS) en se référant à une courbe 

d’étalonnage (Annexe I). 

II.5.4. Pouvoir réducteur de fer  

Le pouvoir réducteur a été évalué pour déterminer la capacité des antioxydants à réduire 

le fer ferrique « Fe3+ » dans le complexe ferricyanure de potassium de couleur jaune en fer 

ferreux « Fe2+ » pour former le ferrocyanure de potassium, qui réagit à son tour avec le 

chlorure ferrique pour donner lieu à un complexe qui absorbe à 700 nm (Bougandoura et 

Bendimerad, 2013). 

Le pouvoir réducteur a été déterminé selon la méthode recommandée par Menakh et al. 

(2020). L’extrait (10 µl) a été incubé avec 40 µl de tampon phosphate et 50 µl de K3Fe(CN)6 

(1%) à 50°C pendant 20 min,  50 µl de TCA (10%), 40 µl de H2O et 10 µl de FeCl3 (0,1%) 

ont été additionnés et les absorbances ont été mesurées à 700 nm.  

Le potentiel antioxydant lié au pouvoir réducteur des extraits a été exprimé en 

milligramme d'équivalent d'acide ascorbique par gramme de poudre sèche (mg EAA/g PS) en 

se référant à une courbe d’étalonnage (Annexe I). 

II.5.5. Pouvoir réducteur de molybdate 

Ce test est évalué par la méthode de phosphomolybdène. Il est basé sur la réduction de 

Molybdène Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4
2- en molybdène Mo (V) 

sous la forme réduite MoO2+, en présence de l’extrait pour former un complexe vert de 

phosphate/Mo(V) à pH acide (Prieto et al., 1999). 

L'activité antioxydante totale a été évaluée selon le protocole de Prieto et al. (1999). Un 

volume (3 ml) du réactif (acide sulfurique 0,6 M ; phosphate de sodium 28 mM ; molybdate 

d'ammonium 4 mM) ont été ajoutés à 0,3 ml d'extrait puis incubé à 95°C pendant 90 min suivi 

d'une lecture à 695 nm. 

L’activité antioxydante totale des extraits a été exprimée en milligramme équivalent acide 

gallique par gramme de poudre sèche (mg EAG/g PS) en se référant à une courbe 

d’étalonnage (Annexe I). 
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II.5.6. Pouvoir chélateur des ions ferreux 

La mesure de la formation d’un complexe de Ferrozine-Fe+2 se caractérise par une 

couleur violet mesurable à 562 nm. En présence d’agents chélateurs, la formation de ces 

complexes est diminuée, entrainant ainsi une réduction de la couleur (Gülçin, 2011). 

 La capacité de chélation des ions ferreux a été déterminée selon la méthode de Wang et 

al. (2009). Dans une microplaque à 96 puits, 100 µl d'extrait ont été mélangés avec 135 µl 

d'eau distillée et 5 µl de Fecl2 (2 mM). La réaction a été initiée par l'ajout de 10 µl de 

ferrozine (5 mM). Les solutions ont été bien mélangées et laissées au repos pendant 10 

minutes à température ambiante. Après incubation, les absorbances ont été enregistrées à 562 

nm. 

Le pouvoir chélateur des extraits a été exprimé en milligramme d’équivalent acide 

éthylène diamine tétra-acétique par gramme de poudre sèche (mg EDTAE/g PS) en se référant 

à une courbe d’étalonnage (Annexe I). 

II.6. Détermination de l’activité anti-inflammatoire 

II.6.1. Activité scavenging du radical d’oxyde nitrique  

Dans cette étude le sodium nitroprusside a été utilisé comme source de production 

d’oxyde nitrique (NO·). En présence des composés anti radicalaires, ces derniers entrent en 

compétition avec le mono-oxyde d’azote qui interagi avec l'oxygène de l’eau et empêche la 

formation du nitrate et du nitrite. Ces derniers sont des produits stables révélés par le réactif 

de Greiss en formant un complexe qui absorbe à 542 nm (Marcocci et al., 1994). 

L’activité anti radicalaire des extraits contre le radical oxyde nitrique a été mesurée par la 

réaction de Griess décrite par Marcocci et al. (1994). Brièvement, 50 µl de nitroprussiate de 

sodium (10 mM) solubilisés dans du PBS (pH 7,4) ont été ajoutés à 50 µl de l'échantillon à 

différentes concentrations suivie d’une incubation à 25°C pendant 150 minutes en présence la 

lumiére. La quantité de NO· produite par le nitroprussiate de sodium a été déterminée par le 

réactif de Griess (0,1 a-napthyl-éthylènediamine % et 1 % d'acide sulfanilique dans H3PO 5 

%) est mesurée à 564 nm. 

L’activité anti oxyde nitrique des extraits a été exprimée en pourcentage d’inhibition 

selon l’équation suivante (Eq. (2)) :  

% inhibition = 
(𝐴𝑐−𝐴𝑆) 

𝐴𝑐
× 100                                             (2) 
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Ac : l’absorbance du contrôle 

As : l’absorbance d’extrait 

II.6.2. Activité anti-cyclooxygénase 

Le principe de ce test consiste à mesurer la capacité de l’extrait à inhiber la dégradation 

de l’acide arachidonique par la cyclooxygénase en présence de Tétraméthyl-

paraphénylènediamine (TMPD) comme révélateur caractérisé par une coloration bleue lors de 

la dégradation d’acide arachidonique.  

L'activité inhibitrice de la COX-1 par les extraits a été évaluée selon la méthode de 

Reddy et al. (2009). Le milieu réactionnel composé de 130 µl de tampon Tri-HCl (100 mM), 

10 µl d'hème (15 µM dans le DMSO), 10 µl d'enzyme COX-1 (5 UI dans le tampon Tris-HCl) 

et 20 µl d'extrait ont été transférés dans une microplaque à 96 puits.  Après, agitation pendant 

20 secondes, la microplaque a été incubée à 25°C pendant 10mn. Un volume de 20 µl d’acide 

arachidonique (2,2 mM dans l'éthanol/DMSO v/v) et 20 µl de TMPD (3 mg/ml dans le 

DMSO) ont été ajoutés sous agitation vigoureuse pour initier la réaction. Après incubation à 

25°C pendant 10 minutes, l'absorbance de chaque puits a été mesurée à 603 nm.  

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition selon l’equation (Eq. (2)). 

II.6.3. Activité anti myéloperoxydase  

Ce test repose sur la capacité d'un extrait à inhiber la formation d'un chromophore orange 

induit par la dégradation du substrat, dont la densité optique est ensuite mesurée au 

spectrophotomètre.  

La capacité de l'extrait à inhiber l'activité enzymatique de la myéloperoxydase a été 

étudiée selon le protocole de Momić et al. (2008). Un volume (10 µl) d’enzyme (0,3 UI/ml) 

préparée dans un tampon phosphate de potassium (100 mM ; pH 6,4) ont été ajoutés à 40 µl 

d'extrait suivie d’une incubation pendant 5 min à 25°C ensuite 200 µl d'un substrat (0,04 

mg/ml) préparé dans un tampon (10 mM) contenant 0,0008 % de H202 ont été ajoutés, après 

incubation pendant 20 min, la réaction enzymatique a été enregistrée à 450 nm et exprimée en 

pourcentage d'inhibition (Eq. (2)). 

II.7. Analyse infrarouge 

L'analyse infrarouge est une méthode appliquée dans la détermination d'un composé en 

caractérisant leurs groupes fonctionnels (liaisons chimiques) dans un mélange d'extraits. 
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Les extraits de plantes ont été déposés entre deux plaques de KBr et les spectres ont été 

enregistrés dans la plage de 4000 à 400 cm-1 par un spectromètre infrarouge à transformée de 

Fourier (FTIR) de type Agilent Cary 640. 

II.8. Analyse par GC-MS 

L'extrait a été analysé à l'aide d'un système de chromatographie (Shimadzu QP2010 type 

EI 70 ev) couplé à un spectromètre de masse quadripolaire utilisant une source d'ionisation 

électronique (EI). Un volume (2 µl) de l'échantillon a été injecté dans le GC-MS équipée d'un 

injecteur split et d'une colonne analytique de type SE 30 (25 m ; 0,25 µm) connectée au 

système réglé à 93,9 kPa initié à 50°C pendant 1 minute, puis chauffé à 125°C et 250°C à 

5°C/min et maintenu pendant 10 minutes en utilisant de l'hélium comme gaz vecteur (1 

ml/min). La MS est utilisée en mode ACQ avec un balayage de m/z 40 à 550,0 et en mode de 

balayage complet, les spectres de masse enregistrés dans la plage de 40 à 550 (m/z) ont été 

identifiés en comparant avec la base de données de la bibliothèque GC-MS version NIST 08-

S construit à partir des standards. 

II.9. Analyse par LC-MS  

La chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse a été utilisée pour la 

caractérisation. Le chromatographe utilisé est le Shimadzu LC-MS 8040 couplé au 

spectromètre de masse Q-3 scan, utilisant la source d'ionisation Electrospray (ESI). Un 

volume de 10 μl de chaque échantillon est injecté. La colonne utilisée est une phénomènex 

C18 à phase inversée. La température du four HPLC a été maintenue à 40°C avec un débit de 

0,25 ml/min. La phase mobile est constituée d'un mélange d'eau acidifiée (0,1 % HCOOH) 

(éluant A) et d'acétonitrile (éluant B) évoluant selon le gradient suivant : 0-3 min 10 % B ; 3-6 

min 30 % B ; 6-10 min 50 % B ; 10-15 min 75 % B ; 15-20 min 100 % B ; 20-24 min 50 % B 

; 24-28 min 30 % B ; 28-40 min 10 % B. 

II.10. Encapsulation et formulation à base de particules chargées d'extrait 

Dans cette étude, la formulation préparée a été élaborée conformément aux normes et 

recommandations de la Directive européenne 67/548/CEE ainsi qu'aux lignes directrices 

établies par le SCCNFP (Comité scientifique pour les produits cosmétiques et les produits non 

alimentaires). 

Le principe de cette formulation est de disperser un volume de la solution mère de 

l'extrait brut avec un volume d'une solution de polyvinylpyrrolidone (PVP) à 5 % sous 
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agitation pendant 30 min. La préparation obtenue est ensuite mélangée à 60 ml de glycérol et 

conservée dans un flacon opaque. Les paramètres physicochimiques tels que l'aspect, la 

couleur, le pH, la viscosité, la densité et l'aptitude à l'étalement ont été déterminés. 

Tableau I : Compositions des formulations préparées.  

Les composés P.lentiscus P.nigra 

L’extrait 2,5 ml 5ml 

Polyvinylpyrrolidone 5 % 37,5 ml 35 ml 

Glycérol 60 ml 60 ml 

Total 100 ml 

 

II.10.1. Activité protectrice contre les rayons UVB  

Pour évaluer l'activité protectrice de l'extrait contre le rayonnement UVB, la méthode de 

Mansur et al. (1986) a été adoptée. Brièvement, un volume de chaque formulation préparée a 

été mesuré par un spectrophotomètre à des longueurs d'onde comprises entre 290 et 320 nm 

avec des intervalles de 5 nm et les absorbances enregistrées ont été utilisées pour calculer la 

valeur du facteur de protection solaire selon l'équation suivante (Eq. (3)) : 

SPF: CF× ∑
320
290

 EE(λ) × (λ) × Abs (λ)                                       (3) 

EE : effet érythémogène (Annexe 1).  

λ : intensité du rayonnement (Annexe 1). 

Abs : absorbance de l'extrait 

CF : facteur de correction (=10) 

II.10.2. Toxicité cutanée 

L’innocuité de formulations réalisées a été évaluée sur des souris de race albinos (n=6) 

par un test d'irritation primaire cutanée qui consiste à appliquer une dose unique de produit 

sur la peau et d’observer toutes manifestations pouvant survenir. Dans un premier temps, le 

dos et les flancs des souris ont été rasés à l’aide d’une tondeuse électrique, Vingt-quatre 

heures plus tard, un volume de 0,1 ml a été appliqué sur chacun des flancs des animaux sous 

pansement semi-occlusif. 

L'indice d'irritation cutanée a été évalué sur les sites d'application selon l’échelle du test 

d'irritation cutanée de Draize permettant de coter les érythèmes et la formation d'œdème après 

24h, 48h et 72h d’application, exprimée selon l'équation suivante (Eq. (4)) (Merdana et al., 

2020).        
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I.P = ∑I.Cmoy / n                                             (4) 

I.P : indice d’irritation primaire 

∑I.C : somme des indices moyens d'irritation cutanée obtenus à chaque période  

n : nombre de périodes de lecture 

Tableau II : Echelle du test de tolérance cutanée (l’échelle de draize).  

Échelle numérique de lecture des irritations et 

des œdèmes 

Classification des préparations cutanées en 

fonction de l’indice d’irritation cutanée primaire 

Érythème Œdème Classification Indice d’irritation primaire 

Pas d'érythème 0 Pas d'œdème 0 Non irritant IP < 0,5 

Léger l’érythème 1 Très léger l'œdème 1 Léger irritant 0,5 < IP < 2 

Érythème bien visible 2 Léger l'œdème 2 Irritant 2 < IP < 5 

Érythème important 3 Œdème moyen 3 
Très irritant 5 < IP < 8 

Érythème grave 4 Œdème grave 4 

II.11. Analyse statistique 

Toutes les données expérimentales ont été rapportées en tant que moyennes de trois 

répétitions ± écart-type. Le logiciel GraphPad Prism 5 a été utilisé pour calculer les IC50, 

comparé les résultats et les différences entre les moyennes à l'aide du test de la plus petite 

différence significative (LSD), en prenant la signification à p ≤ 0,05.  Les moyennes des 

traitements ont été comparées par le test t de student, et la différence la moins significative a 

été calculée pour α = 0,05.  

Pour l'optimisation par la méthodologie de la surface de réponse, la signification des 

modèles a été vérifiée à l'aide d'une analyse de la variance (ANOVA). La signification 

statistique des coefficients de régression a été vérifiée en effectuant une analyse par le test t de 

Student. La valeur p de 0,05 a été fixée comme niveau de signification statistique.  

Pour calculer plus précisément les conditions d'extraction et donner les réponses 

optimisées, le profileur de prédiction JMP a été utilisé. 
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Résultat et discussion  

L'objectif de cette étude était d'optimiser l'extraction des composés phénoliques de deux 

plantes médicinales, Pistacia lentiscus et Populus nigra, et d'évaluer les activités biologiques 

des extraits obtenus, notamment leur activité antioxydante, anti-inflammatoire et leur effet 

photoprotecteur. De plus, une analyse phytochimique a été réalisée pour identifier les 

composés présents dans les extraits. 

La récolte a été réalisée en mois de mars et juin pour les bourgeons et les feuilles 

respectueusement, la période durant laquelle la teneur en composés phénoliques est maximale 

au niveau des feuilles de P.lentiscus et des bourgeons de P.nigra. Le site choisi est loin de 

toute pollution et perturbations pouvant changer la composition des échantillons. 

III.1. Optimisation des variables par le plan de Box-Behnken  

L’extraction des composés phénoliques à partir du matériel végétal est une étape cruciale 

pour la valorisation de ces substances bioactives, cette étape dépend principalement du type 

de solvant ainsi que d’autre paramètre d’extraction à savoir la température et le temps 

d’extraction. En outre, pour mieux évaluer l'effet des paramètres d'extraction et l'influence des 

interactions entre ces paramètre sur le rendement d'extraction en composés phénoliques 

totaux, la méthodologie de surface de réponse générée par le plan de Box-Behnken a été 

introduit. 

Les teneurs en polyphénols totaux (PPT) mesurées selon les essais expérimentaux ont été 

présentées dans le tableau III. Les taux obtenus varient 100 ± 1,87 à 117,73 ± 1,12 mg EAG/g 

PS dans les feuilles de P.lentiscus et 30,58 ± 2,48 à 37,51 ± 1,89 mg EAG/g PS dans les 

bourgeons de P.nigra. Autrement, ces données confirment que les différentes combinaisons 

des facteurs étudiés (concentration du solvant, température et temps) ont une influence sur 

l'extraction des composés phénoliques. 
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Tableau III : Matrice du plan de Box-Behnken et valeurs de réponse pour le rendement d'extraction 

des composés phénoliques totaux. 

 

III.1.1. Modélisation et ajustement du modèle  

Le coefficient de détermination R2 et le R2 ajusté sont largement utilisés dans l'analyse 

des données scientifiques pour estimer le pourcentage de réponse expliqué par le plan 

expérimental.  

Figure 15 : Courbes graphiques des valeurs observées par rapport aux valeurs attendues, (1) 

P.lentiscus et (2) P.nigra. 

 

Pistacia lentiscus Populus nigra 

Exp 
X1 

Solvant 

X2 

Température 

X3 

Temps  

Y   

PPT  

X1 

Solvant 

X2 

Température 

X3 

Temps  

Y   

PPT  

1 90 45 20 100,15 ± 0,28 45 45 30 32,8 ± 0,54 

2 45 50 30 104,16 ± 3,68 45 35 30 31,68 ± 1,8 

3 67.5 45 30 115,84 ± 2,67 90 40 20 31,38 ± 0,39 

4 67.5 45 30 115,95 ± 0,86 67.5 35 40 32,78 ± 1,58 

5 67.5 40 40 108,7 ± 1,65 90 40 40 30,58 ± 2,48 

6 90 45 40 103,14 ± 0,5 67.5 40 30 37,51 ± 1,89 

7 45 45 40 103,32 ± 0,5 45 40 20 31,65 ± 0,4 

8 45 45 20 110,43 ± 1,58 67.5 40 30 36,55 ± 1,34 

9 90 50 30 100 ± 1,87 45 40 40 31,06 ± 0,57 

10 90 40 30 102,51 ± 0,33 67.5 45 40 37,34 ± 2,069 

11 67.5 45 30 117,73 ± 1,12 67.5 35 20 37,23 ± 2,79 

12 67.5 50 20 103,68 ± 0,57 67.5 45 20 35,2 ± 0,1 

13 67.5 40 20 104,33 ± 0,57 90 45 30 33,92 ± 0,69 

14 67.5 50 40 103,11 ± 0,43 90 35 30 31,65 ± 0,86 

15 45 40 30 106,8 ± 0,86 67.5 40 30 35,6 ± 0,82 
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Dans la présente étude, le coefficient de détermination R2 du modèle construit à partir des 

données de l’extrait de P.lentiscus est égal à 0,98 (Figure 15), ce qui signifie que seulement 2 

% des variables ne sont pas expliquées et que le modèle est hautement significatif (p ≤ 0,01). 

En parallèle, le modèle généré par les résultats d’extrait de P.nigra est hautement significatif 

(p ≤ 0,01) avec un R2 égal à 0,97 qui exclut 3 % des variables.  

De plus, une valeur du coefficient de détermination ajustée d'ordre R2 =0,93 et 0,92 est 

exprimée dans le modèle construit à partir des réponses des extraits de P.lentiscus et P.nigra 

respectivement, ce qui est suffisamment élevé pour confirmer la forte significativité du 

modèle. Sachant que le R2 ajusté représente la valeur du coefficient de détermination R2 après 

élimination des termes inutiles (coefficient) du modèle. Cela suggère que le modèle était 

approprié pour décrire le comportement de ces réponses par rapport aux variables 

indépendantes.  

En outre, le RMSE qui est une bonne mesure de précision qui indique l'ajustement absolu 

du modèle aux données, c'est-à-dire dans quelle mesure les points de données observés 

correspondent aux valeurs prédites du modèle. Dans cette étude, le RMSE est d'ordre 1,46 et 

0,69 dans l’extrait de P.lentiscus et P.nigra respectivement. Ceci signifie une autre fois que le 

modèle obtenu est mieux adopté pour évaluer les données observées car des valeurs 

inférieures du RMSE indiquent un meilleur ajustement.  

D’autre part, pour définir l'influence des variables sur le rendement en polyphénols, la 

méthode des moindres carrés a été appliquée pour calculer les coefficients de régression des 

paramètres quadratiques et leur interaction. Les effets de tous les facteurs examinés, ainsi que 

les résultats statistiques du test t de Student et de la probabilité observée (valeur p) servant à 

établir la signification des coefficients de chaque paramètre, sont synthétisés dans les tableaux 

IV et V. 

Dans l’évaluation de l’influence des paramètres d’extraction sur la teneur en composés 

phénolique de P.lentiscus, Il a été démontré que l’effet linéaire du solvant (X1) était 

hautement significatif et influençait positivement la réponse. Cela suggère que l'augmentation 

du pourcentage de solvant produit une augmentation de l’extraction des composés 

phénoliques. De plus, les termes quadratiques pour le solvant (X1-X1), la température (X2-

X2) et le temps (X3-X3) ont montré des effets très significatifs (p ≤ 0,0001). En outre, un 

effet significatif (p ≤ 0,05) a été observé dans l'effet interactif entre le solvant et le temps.  
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L’étude de l’optimisation de l’extraction des composés phénoliques à partir des 

bourgeons de P.nigra a révélé que les effets linéaires de la concentration de l’acide lactique 

(X1) et de la température (X2) présentaient un effet significatif à p ≤ 0,05 et p ≤ 0,001 

respectivement. Cela indique que la concentration du solvant et la température sont des 

facteurs Influençant l’extraction des composés phénoliques des bourgeons de P.nigra. Il est à 

noter des effets significatifs dans les termes quadratiques du solvant (X1-X1) et le temps (X3-

X3) pour une probabilité de p ≤ 0,0001 et p ≤ 0,05 respectivement. De plus, un effet 

significatif (p ≤ 0,05) a été rapporté pour l'effet interactif entre la température et le temps (X2-

X3).  

Il ressort des résultats obtenus que le solvant est un paramètre clé dans l’extraction des 

composés phénoliques, qui peut être influencé positivement par l’effet de la température et du 

temps d’extraction. 

Selon les analyses de variance (ANOVA), les deux modèles développés étaient 

hautement significatifs (p ≤ 0,01) tandis que le manque d'ajustement n'était pas significatif 

attestant que les erreurs dans l'estimation des valeurs prédites par le modèle mathématique 

étaient insignifiantes. Cela indique la validation du modèle quadratique pour expliquer les 

résultats expérimentaux et confirme son utilisation dans l'optimisation des variables 

d'extraction. 

Tableau IV : Estimation des coefficients de régression pour le modèle quadratique et analyses de 

variance (ANOVA) pour les résultats expérimentaux P.lentiscus.  

Source 
Dégrée 

de liberté 

Somme des 

carrés 

Moyenne 

carrés 
Rapport f Prob. > f 

Model 9 461,43614 51,27068 23,85750 0,0014* 

X1 1 198,28214 198,2821 92,26552 0,0002* 

X2 1 13,06691 13,0669 6,08035 0,0568 

X3 1 4,20656 4,2066 1,95742 0,2207 

X1 * X2 1 0,00422 0,0042 0,00197 0,9664 

X1 * X3 1 25,5025 25,5025 11,86694 0,0183* 

X2 * X3 1 6,1009 6,1009 2,8389 0,1528 

X1 * X1 1 176,66231 176,6623 82,20528 0,0003* 

X2 * X2 1 142,94519 142,9452 66,51588 0,0005* 

X3 * X3 1 104,878 104,878 48,80229 0,0009* 

Défaut d’ajustement 3 8,49433 2,83144 

2,51587 0,2971 Erreur pure 2 2,25087 1,12543 

Erreur total  5 10,74519 
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Tableau V : Estimation des coefficients de régression pour le modèle quadratique et analyses de 

variance (ANOVA) pour les résultats expérimentaux P.nigra. 

Source 
Dégrée de 

liberté 

Somme des 

carrés 

Moyenne 

carrés 
Rapport f Prob. > f 

Model 9 87,903857 9,76710 19,9694 0,0021 

X1 1 31,825031 31,825031 65,0681 0,0005* 

X2 1 4,572768 4,572768 9,3493 0,0282* 

X3 1 1,508073 1,508073 3,0833 0,1395 

X1 * X2 1 0,330625 0,330625 0,6760 0,4484 

X1 * X3 1 0,011025 0,011025 0,0225 0,8865 

X2 * X3 1 10,857025 10,857025 22,1978 0,0053* 

X1 * X1 1 66,862416 66,862416 136,7041 <,0001* 

X2 * X2 1 0,170016 0,170016 0,3476 0,5811 

X3 * X3 1 4,718185 4,718185 9,6466 0,0267* 

Défaut d’ajustement 3 0,6214500 0,207150 

0,2271 0,8719 Erreur pure 2 1,8240667 0,912033 

Erreur total  5 2,4455167  
 

III.1.2. Analyse de surface de réponse  

Pour étudier les effets interactifs des variables indépendantes et leur interaction sur le 

taux d’extraction, des profils de surface de réponse tridimensionnelle avec des modèles de 

régression non linéaire multiple ont été tracés à l'aide de l'équation suivante (Eq. (5 et 6)) :  

PL= -0,01366x1
2 - 0,24888x2

2 - 0,05329x3
2 + 0,000288x1x2 + 0,01122x1x3 - 0,0247x2x3 + 

1,3898x1 + 22,83625x2 + 3,54775x3 - 487,4195                                      (5) 

PN= -0,0084x1
2 + 0,00853x2

2 - 0,0113x3
2 + 0,00255x1x2 - 0,00023x1x3 + 0,03295x2x3 + 

1.0414x1 - 1.6996x2 - 0,6705x3 + 43,1216                                               (6) 
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Figure 16 : Surfaces des réponses des effets interactifs sur le taux d’extraction des composés 

phénoliques des feuilles de P.lentiscus solvant - température (a), solvant - temps (b) et température - 

temps (c). 

 

Figure 17 : Surfaces des réponses des effets interactifs sur le taux d’extraction des composés 

phénoliques des bourgeons de P.nigra, solvant - température (a), solvant - temps (b) et température - 

temps (c). 
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Selon le profil de la surface de réponses généré, il ressort qu'une augmentation de la 

concentration de l'acide lactique de 45 % à 90 % (v/v), un temps d'extraction de 20 à 40 min 

avec une température de 40°C à 50°C ont amélioré la teneur en polyphénols dans l’extrait de 

P.lentiscus avec un maximum de 117,73 ± 1,12 mg EAG/g PS récupéré a une concentration 

d'acide lactique de 67,5 % (v/v) avec une température de 45°C pendant 30 min. 

Concernant P.nigra, l'analyse des surfaces de réponses montre que dans un intervalle de 

45 % - 90 % d'acide lactique pour un temps de 20 - 40 min avec une température de 35°C à 

45°C le rendement d'extraction est parfait avec un ordre maximum 37,34 ± 2,06 mg EAG/g 

PS obtenu avec  un pourcentage d'acide lactique 67,5 % pour une température de 45°C 

pendant 40 min. 

Les extractions par solvant sont les procédures les plus utilisées pour préparer des extraits 

de matières végétales en raison de leur facilité d'utilisation, de leur efficacité et de leur large 

applicabilité. Dans la présente étude, l’évaluation de l'influence de la concentration du solvant 

sur la teneur en composés phénoliques a été estimée dans une gamme de 45 % à 90 % d'acide 

lactique dans laquelle une teneur maximale est obtenue à 67,5 % d'acide lactique pour les 

deux extraits. Ceci indique que le mélange acide lactique/eau à 67,5 % (v/v) présente une 

polarité adéquate qui a permis une solubilisation maximale des polyphénols avec une forte 

signification (p ≤ 0,001). En général, l'efficacité de l'extraction des composés phénoliques 

dépend principalement de leur solubilité ainsi que de la nature chimique de l'échantillon 

végétal et de la polarité des solvants utilisés (Dai et Mumper, 2010). 

Par ailleurs, l'influence du temps d'extraction sur le contenu des composés phénoliques a 

été clairement été rapportée dans les figures 16 et 17. Les teneurs ont augmenté 

progressivement jusqu’à l’obtention d’un optimum à 30 min pour les deux extraits, puis une 

phase de déclin a été enregistrée au-delà de cette durée, ce qui indique qu’une extraction 

incomplète a été obtenue à un temps court, alors qu’un temps d’extraction plus long peut 

générer des réactions indésirables et une extraction moins sélective. En effet, des études 

antérieures ont montré qu'un temps trop long augmente Augmentait l’oxydation des 

polyphénols. Ceci aurait pour conséquence une diminution du rendement d'extraction (Lavilla 

et Bendicho, 2017). 

D'autre part, le rendement des composés phénoliques de P.lentiscus est significativement 

(p ≤ 0,05) augmenté de 40 à 50°C dont le meilleur rendement est obtenu à une température de 

45°C, En revanche, la teneur en composés phénoliques de P.nigra a augmenté de 35°C à 
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45°C et le meilleur rendement a été observé à une température de 40°C. cela indique une forte 

solubilité du composé phénolique dans le solvant sous l'effet de la chaleur qui pourrait 

s'expliquer par la plus grande solubilité des polyphénols dans le solvant, la diffusivité élevée a 

permis un meilleur transfert de masse à une température de 40°C et 45°C. Il a été rapporté 

qu’une une augmentation de la température d'extraction provoquait une rupture des liaisons 

matricielles de la structure membranaire des cellules végétales et ainsi faciliter le processus 

d'extraction. (Lavilla et Bendicho, 2017).  En outre, la viscosité et la tension superficielle du 

solvant ont diminué à une température plus élevée, permettant au solvant d’atteindre les 

matrices d'échantillons (Dai et Mumper, 2010). 

Bien qu'une augmentation de la température soit positive en termes de solubilité, un 

contrôle complet est nécessaire pour éviter tout problème de thermolabilité et de réactions 

indésirables et de contrôle de la cavitation. Généralement, des températures inférieures à 60°C 

sont utilisées cependant, dans certains cas, des températures plus élevées ont été appliquées, 

par exemple 85°C (Lavilla et Bendicho, 2017). 

Ces résultats ont montré que le couple température-temps est un paramètre à une forte 

influence significative qui peut influencer la teneur en composés phénoliques dans le cas 

d'une extraction assistée par ultrasons. 

III.1.3. Validation et vérification du modèle prédictif   

Selon les résultats de la surface de réponse et de la prédiction par les modèles construits, 

les conditions optimales obtenues sont : acide lactique 63,51 % (v/v), temps d'extraction 29,67 

min, température 44,44°C avec une valeur prédite de 116,79 mg EAG/g PS pour l’extrait de 

P.lentiscus tandis que pour l’extrait de P.nigra une teneur prédite 37 mg EAG/g PS est 

obtenue dans les conditions suivantes acide lactique 66,54 % (v/v), temps d'extraction 20 min 

a température 35°C.  

Pour s'assurer que le résultat prédit était cohérent avec la valeur pratique, une nouvelle 

vérification expérimentale a été effectuée en utilisant les conditions optimales déduites et le 

rendement d'extraction expérimental des composés phénoliques obtenu est de 130,17 ± 4,8 

mg EAG/g PS et 42,64 ± 0,16 mg EAG/g PS chez P.lentiscus et P.nigra respectivement. Les 

valeurs réelles sont supérieures aux valeurs prédites, ce qui indique que la réponse du modèle 

de régression était adéquate pour refléter l'optimisation attendue. 
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III.2. Criblage phytochimique 

Le criblage phytochimique des extraits bruts optimisés a révélé la présence de certains 

composés bioactifs ayant un effet antioxydants et anti-inflammatoires tels que des 

flavonoïdes, des tanins galliques, des terpénoïdes, des saponines, des coumarines, des 

glycosides cardiotoniques, des quinones et des protéines. En outre ces résultats démontrent 

également que P.lentiscus se différencie de P.nigra par la présence des tanins catéchiques. 

D’après les résultats représentés dans le tableau VI, l'utilisation de l'acide lactique comme 

solvant a montré une meilleure extraction des différentes familles chimiques comparativement 

aux résultats obtenus par Arab et al. (2015) et Merghache et al. (2018) respectivement dans 

les extraits de P.lentiscus et P.nigra. Cette étude phytochimique montre que les familles de 

molécules extraites varient en fonction des solvants utilisés. 

Tableau VI : Analyse phytochimique qualitative des extraits de P.lentiscus et P.nigra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.3. Détermination des teneurs en composés bioactifs 

Les composés phénoliques (acides phénoliques, tanins et flavonoïdes) sont les éléments 

phytochimiques qui présentent les effets pharmacologiques les plus importants, ils sont 

largement utilisés en médecine traditionnelles pour leurs propriétés anti-inflammatoires et 

protectrices contre les effets délétères de l'irradiation solaire. Leur capacité à contrer les 

symptômes du vieillissement et à améliorer l'activité antioxydante de l'épiderme les rendent 

intéressants pour des applications en cosmétologie (Soto et al., 2015). 

 

Constituants végétales P.lentiscus P.nigra 

Alcaloïde - - 

Flavonoïde + + 

Tanins galliques + - 

Tanins catéchiques + + 

Anthocyane - - 

Leuco Anthocyanine - - 

Terpénoïdes + + 

Saponines + + 

Protéines + + 

Coumarines + + 

Glycosides Cardiotoniques + + 

Quinones + + 
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III.3.1. Composés phénoliques  

Dans la présente étude, les résultats des dosages des composés phénoliques par la 

méthode de Folin Ciocaltu sont représentés dans la figure 18. Les valeurs obtenues montrent 

que l’extrait de P.lentiscus possède la plus haute teneur en polyphénols d’ordre de 130,17 ± 

4,8 mg EAG/g PS par rapport à P.nigra ayant montré une teneur de 42,64 ± 0,16 mg EAG/g 

PS. Cette variation de la teneur en polyphénol varie en fonction de l’espèce. 

 

Figure 18 : Teneur en polyphénol totaux des extraits. 

La teneur enregistrée par l’extrait de P.lentiscus est légèrement inférieure à celle obtenue 

par Dahmoune et al. (2015) d’ordre 142,76 ± 19,98 mg EAG/g PS. Cette différence peut être 

expliquée par la variation du solvant utilisé (éthanol 30,99%) comme solvant d'extraction. 

Une autre étude menée par Detti et al. (2020) en utilisant la combinaison éthanol-ultrasons a 

révélé une faible teneur d'ordre 51,3 ± 1,8 mg EAG/g PS.  

Les teneurs obtenues dans cette étude sont meilleures que celles obtenues par macération 

dans de l’éthanol des feuilles de P.lentiscus  (95,89 ± 1,88 mg EAG/g ps) (Azib et al., 2019). 

De même, ils sont supérieurs à ceux de Elez et al. (2020) qui ont rapporté des taux de 

polyphénols de 108,14 ± 2,12 mg EAG/g PS et 42,71 ± 0,93 mg EAG/g PS) à partir des 

feuilles et fruits de P.lentiscus en utilisant la méthode d’extraction assistée par les micro-

ondes. 

En parallèle, la méthode adoptée pour l’extraction des composés phénoliques de P.nigra 

s’est révélée plus efficace comparativement aux méthodes conventionnelles (10,43 ± 0,20 mg 

EAG/g PS et les méthodes classiques (31,09 mg EAG/g PS) (Pietrzak et al., 2017 ; Kus et al., 

2018). 
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De plus, la teneur en composés phénoliques obtenue significativement plus élevée que 

celle enregistrée dans le bois et l'écorce obtenues par la méthode d'extraction au CO2 

supercritique (scCO2) d’ordre 17,30 ± 0,94 mg EAG/g PS et 7,00 ± 0,11 mg EAG/g PS 

respectivement. Aussi, le taux obtenu est meilleur que celui obtenu par macération dans les 

racines et les feuilles à 17,5 ± 1,2 mg EAG/g PS et 12,1 ± 0,8 mg EAG/g PS respectivement 

(Hachani et al., 2019 ; Ostolski et al., 2021). 

Les résultats trouvés dans la bibliographie sur d’autres espèces de Populus ont révélé 

l’efficacité de la méthode d’extraction utilisée. Golubkina et al. (2022) et Popovic et al. 

(2016) ont obtenu des taux d’extraction inférieurs à celui obtenu dans cette étude. Des teneurs 

de 35,7 mg EAG/g PS ont été rapportées pour l'extrait hydroalcoolique de P.tremula cortex, 

20,93 mg EAG/g PS et 5,18 mg EAG/g PS pour l'extrait hydroalcoolique des feuilles et des 

racines de Populus spp respectivement et 33,1 mg EAG/g PS pour Salix alba.  

En effet, cette variation du contenu phénolique chez la même espèce peut s'expliquer par 

plusieurs facteurs, tels que le type du solvant utilisé qui est l’un des facteurs influençant le 

rendement d’extraction. Bien que les polyphénols sont très solubles dans l'alcool, l'utilisation 

de l'acide lactique a permis d'exprimer des teneurs plus significative, suggérant l'efficacité de 

l'application d'acide lactique comme alternative aux solvants organiques. De plus, l'acide 

lactique est un solvant polaire qui possède de nombreux sites pour établir des liaisons 

hydrogène avec les composés phénoliques, ce qui permet d’augmenter leur solubilité. En 

outre la solubilité des phénols augmente avec l'augmentation de la force acide de la solution. 

Ce qui permet ainsi à la solution d’acide lactique de dissoudre sélectivement les composés 

phénoliques. Selon Atayoglu et al. (2023) l’utilisation de l’acide lactique a permis une 

meilleure extraction des composés phénolique par rapport à l’éthanol dans un échantillon de 

propolis. 

En outre, le contenu obtenu est étroitement lié aussi à la méthode d’extraction. Il a été 

démontré que l’augmentation du rendement du produit en composés phénolique est due à 

l'effet des ultrasons. Cet effet est lié aux ondes ultrasonores traversant un milieu liquide 

induisant une cavitation qui génère une rupture de la paroi végétale et une libération de 

composés bioactifs permettant ainsi d'enrichir l'extrait (Chemat et al., 2017). 

De même, d’autres facteurs peuvent influencer la variabilité du rendement d’extraction 

tel que la qualité de l’extrait avec la pureté des principes actifs (Tabart et al., 2007), l’origine 

géographique de la plante (climat et sol), la saison de la récolte, la structure chimique, la taille 
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des particules ainsi que la présence d'interférants (Naczk et Shahidi, 2004). Ainsi qu’il a été 

rapporté que la durée et les conditions de conservation des extraits influencent la quantité des 

polyphénols (Özgüven et Tansi, 1998). Pour une meilleure conservation des principes actifs, 

l’extrait a été conservés à -4°C jusqu’à utilisation. 

III.3.2. Flavonoides   

Les flavonoïdes sont de puissants antioxydants, anti-inflammatoire et 

immunosuppresseurs, leur application topique est efficace pour inhiber l'érythème, ils ont été 

utilisés comme composants de formulations cosmétique pour prévenir ou traiter des 

érythèmes liés aux UV (Soto et al., 2015).  

Les résultats de quantification des flavonoïdes illustré dans la figure 19 ont montré que 

l’extrait de P.lentiscus présente une teneur légèrement supérieur par rapport à l’extrait de 

P.nigra d’ordre 13,24 ± 1,59 mg EQ/g PS et 10,07 ± 0,71 mg EQ/g PS respectivement. 

 

Figure 19 : Teneur en flavonoïde des extraits. 

La teneur obtenue dans l’extrait de P.lentiscus est plus élevée que celle rapportée par 

Dahmoune et al. (2015) obtenue par une extraction assistée par microonde, ultrasons et 

accélérée par le solvant (5,16 ± 0,22 mg EQ/g PS ; 4,61 ± 0,02 mg EQ/g PS et 4,79 ± 0,03 mg 

EQ/g PS). De plus cette méthode d’extraction en utilisant l’acide lactique est plus efficace 

comparativement aux méthodes d’extraction conventionnelles rapportée par Azib et al. (2019) 

; Hajji-Hedfi et al. (2019) ; Cheurfa et Allem, (2015) ; Djebari et al. (2021) d’ordre 5,18 ± 

0,05 mg EQ/g PS ; 18,743 ± 11,87 μg EQ/g PS ; 3,107 ± 0,014 ; 8,218 ± 0,009 mg EQ/g PS et 

12,6 ± 4,1 mg EQ/g PS respectivement. 

Les valeurs enregistrées par Yemmen et al. (2017) pour les fruits et la tige d’ordre 1,53 ± 

0,40 à 9,2 ± 1,19 mg EQ/g PS respectivement sont inférieurs à ceux obtenus dans notre étude. 
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Par ailleurs, le contenu en flavonoïdes dans l’extrait de P.nigra est meilleure que celui 

exprimée dans l’extraits aqueux d'ordre 5,54 ± 0,002 mg EQ/g PS et 1,52 mg EQ/g PS 

rapportés par Pasca et al. (2016) et Olba-Ziety et al. (2022) respectivement. De plus, nos 

résultats obtenus par la méthode d'extraction assistée par ultrasons sont meilleurs que ceux 

rapportés par Olba-Ziety et al. (2022) avec la méthode d'extraction supercritique (1.33 EQ/g 

PS) et ceux rapportés par Ostolski et al. (2021) à partir du bois et l'écorce de P.nigra obtenus 

par scCO2 0,88 ± 0,04 ; 10,28 ± 0,13 mg EQ/g PS, scCO2-eau 1,85 ± 0,03 ; 0,95 ± 0,01 mg 

EQ/g PS et eau 0,49 ± 0,02 ; 1,12 ± 0,01 mg EQ/g PS respectivement.  

Ces résultats indiquent l'efficacité des ultrasons pour extraire cette classe de métabolites 

secondaires, la richesse observée peut s’expliquer par la méthode d’extraction, les conditions 

de conservation et principalement par l'influence du solvant d'extraction, Il a également été 

démontré que l'efficacité d'extraction de cette classe de métabolite peut être influencée par le 

degré de polarité du solvant ainsi que la diversité structurale et la nature chimique des 

composants de la matrice végétale (Dai et Mumper, 2010). En outre, de nombreux 

flavonoïdes présentent une solubilité et une stabilité dépendantes du pH, ce qui peut être l'une 

des raisons pour lesquelles nous avons obtenu une meilleure extraction dans la solution acide 

lactique comparativement aux méthodes d’extraction par l’éthanol citées précédemment. 

Selon une étude récente menée par Atayoglu et al. (2023) l’analyse LC-MS/MS de l’extrait 

obtenu avec l’acide lactique a révélé des teneurs significativement plus élevées en flavonoïdes 

par rapport à celle obtenu par l’éthanol  

Les valeurs de différentes parties renouvelables (bourgeons de P.nigra et feuilles de 

P.lentiscus) ont montré que ces dernières sont une source précieuse de flavonoïdes. 

III.3.3. Tanins  

Les tanins sont l'un des polymères les plus étudiés et suscitent un intérêt croissant de la 

part des chercheurs en raison de leurs diverses activités connus comme inhibiteurs de la 

pigmentation et du stress oxydatif déclenché par les UVB (Sun et al., 2021).  

L’étude phytochimique, a révélé la présence des tanins hydrolysables et les tanins 

catéchiques (129,09 ± 3,23 mg EAT/g PS ; 52,25 ± 0,78 mg EC/g PS) dans les feuilles de 

P.lentiscus. Alors que l’extrait de Populus nigra contient des tanins hydrolysables (6,75 ± 

0,77 mg EAT/g PS).  
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Tableau VII : Teneur en tanins des extraits. 

Espèces Tanins hydrolysables (mg EAT/g PS) Tanins condensés (mg EC/g PS) 

P.lentiscus 129,09 ± 3,23 52,25 ± 0,78 

P.nigra 6,75 ± 0,77 - 

La teneur des tanins hydrolysables de P.lentiscus obtenue est significativement 

différentes à celles exhibées par les méthodes conventionnelles pour les différentes parties 

(feuilles, fruits, tige) utilisant des solvants méthanol, éthanol et eau qui varie de 0,88 ± 0,70 à 

10,10 ± 1,53 mg EAT/g PS (Yemmen et al., 2017). Ces résultats confirmant d’une part 

l'efficacité de la méthode d'extraction et montrent l’intérêt d’une exploitation des feuilles 

comme sources de tanins en cosmétologie. 

Cependant, l’extrait de P.nigra a révélé un contenu en tanins hydrolysable inférieure à 

celui exprimée par Hachani et al. (2019) dans les extraits aqueux de différentes parties de 

P.nigra, les feuilles (10,9 ± 0,6 mg EAT/g PS), l'extrait de racine (11,7 ± 0,8 mg EAT/g PS) 

et l'extrait de litière (15,9 ± 1,1 mg EAT/g PS). 

La variation du contenu en tanins peut être attribuée à plusieurs facteurs, on cite, le 

solvant d’extraction, les conditions d’extraction, la nature chimiques des composés, la 

sensibilité des tanins à l’oxydation et à la lumière, le cultivar, les conditions culturales, les 

caractéristiques de site de croissance (climatiques, pédologiques ou le stress de prédation) 

ainsi que le stade de maturité (Mahmoudi et al., 2013). 

En effet, il a été démontré que les teneurs en tanins diminuent progressivement avec la 

maturation, cette diminution peut être expliquée par les changements des composés 

phénoliques entre les étapes de maturité (Alarcão-E-Silva et al., 2001). 

III.3.4. Saponines  

Outre les composés phénoliques, le dosage en saponine est exprimée dans la figure 20 en 

milligramme d’équivalent de diosgénine par gramme de poudre sèche avec un rendement 

élevé dans l’extrait de P.lentiscus d'environ 145,53 ± 2,18 mg ED/g PS par rapport à l’extrait 

de P.nigra ( 66,15 ± 6,65 mg ED/g PS).  
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Figure 20 : Teneur en saponine totaux des extraits. 

L'importance biologique de cette classe de composés naturels réside dans l'activité anti-

inflammatoire. Il a été démontré que les saponines accélèrent la néovascularisation dans les 

brûlures de la peau de souris et augmentent le facteur de croissance de l'endothélium 

vasculaire avec l'activation de l'interleukine (IL)-1β, qui est l'une des cytokines 

inflammatoires connues pour induire l'accumulation des macrophages dans les plaies 

cutanées, impliquant une cicatrisation rapide (Kim et al., 2011). Dans ce contexte, la richesse 

de l’extrait en saponine favorise ses applications dermo-cosmétiques, voir contre les brulures 

induites par les UV. Les résultats obtenus sont supérieurs à ceux trouvés dans la bibliographie 

par Mebirouk-Boudechiche et al. (2014) et Bettaieb et al. (2012) dans l’extrait de P.lentiscus 

(16,38 mg ED/g PS) et P.nigra (19,5 mg ED/g PS) respectivement. 

III.3.5. Proteines totaux    

L'hydrolysat de protéines est un autre métabolite utilisé depuis longtemps dans les 

produits de soins personnels pour la peau et les cheveux, et il a été démontré que l'application 

topique peut améliorer l'hydratation, l'élasticité et l'apparence de la peau (Barba et al., 2008).  

Les résultats de dosage des protéines par la méthode Bradford représentés dans la figure 

21 et exprimés en milligramme d’équivalent de sérum bovine albumine par gramme de 

poudre sèche ont montré que les bourgeons de P.nigra et les feuilles de P.lentiscus sont riches 

en protéines (70,50 ± 4,56 mg EBSA/g PS et 63,60 ± 4,25 mg de EBSA/g PS respectivement). 

Ce qui plaide en faveur d’une valorisation en cosmétologie. 

De plus, les échantillons récoltés peuvent être considérés comme un déchet de biomasse 

riche en protéines par rapport aux déchets alimentaires comme les pelures de Cucumis sativus 

(63,59 ± 0,13 mg EBSA/g PS), pelures de Solanum tuberosum (46,50 ± 0,20 mg EBSA/g PS), 

pelure d'oignon (38,07 ± 0,86 mg EBSA/g PS) et le zeste d'ail (33,17 ± 0,33 mg EBSA/g PS) 

(Biswas et al., 2021 ; Saha et al., 2022). 
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Figure 21 : Teneur en protéine des extraits. 

III.4. Activité antioxydante 

La recherche de la capacité antioxydante représente un enjeu scientifique important, pour 

lutter contre les effets du stress oxydant, pour cela beaucoup de tests standardisés qui sont 

simples, peu coûteux et rapides permettant l’évaluation de l’activité antioxydant ont été mis 

en œuvre. Dans le cadre de cette étude, plusieurs tests in vitro ont été sélectionnés pour 

évaluer l’activité antioxydant des extraits. 

III.4.1. Activité scavenging du radical DPPH• et ABTS•+ 

DPPH• et ABTS•+ sont des radicaux largement utilisés pour évaluer l'activité 

antioxydante. La capacité à éliminer ces radicaux libres est proportionnelle à la concentration 

de la substance antioxydante contenue dans l’extrait brut. Dans ce test en présence de tels 

antioxydants donneurs d'hydrogène ou d’électron, la réduction de ces radicaux se traduit par 

une décoloration détectée par un spectrophotomètre et les potentiels des extraits contre ces 

radicaux sont représentés dans la figure 22 en milligramme d’équivalent de trolox par 100 

grammess de poudre sèche. 

L’évaluation de l’activité anti radicalaire indique que les deux extraits possèdent une 

bonne capacité de neutralisation du radical libre DPPH• et ABTS•+ avec un potentiel 

d’inhibition plus importante exprimé dans l’extrait de P.lentiscus d’ordre 186,39 ± 5,37 mmol 

ET/100g PS et 176,72 ± 3,99 mmol ET/100g PS respectivement. Cependant les bourgeons de 

P.nigra ont montré un potentiel qui correspond à 72,20 ± 1,05 mmol ET/100 g PS et 24,19 ± 

1,01 mmol ET/100 g PS contre le radicale DPPH• et ABTS•+ respectivement. Bien que les 

extraits sont riches en composés phénoliques responsables du potentiel antioxydant. La 

variation du potentiel anti radicalaire dans les tests DPPH et ABTS est due à la variation de la 

teneur et la nature des composés phénoliques de chaque extrait. 
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Figure 22 : Activité anti radicalaire des extraits. 

Selon Dawidowicz et al. (2006), cette activité est étroitement liée aux substances 

antioxydantes, en particulier au nombre de groupes hydroxyles sur le cycle phénolique via un 

mécanisme de transfert d'atome d'hydrogène qui neutralise les radicaux libres. En outre, les 

données rapportées dans la littérature ont affirmé que le potentiel anti-radicalaire est lié à la 

structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confère la stabilité au 

radical flavonoxy et participe à la délocalisation des électrons, une double liaison C2-C3 en 

conjugaison avec la fonction 4-oxo et la présence du groupe 3-OH en combinaison avec la 

double liaison C2-C3 (Van Acker, 1996). 

La capacité anti radicalaire enregistré par l’extrait de P.lentiscus est meilleures que celle 

obtenue par Piluzza et al. (2011) avec un potentiel d'environ 164,37 ± 18,35 mmol ET/100g 

PS et 131,14 ± 2,22 mmol ET/100g PS mais restent inférieur à celle rapporté par Bullitta et al. 

(2013) avec un potentiel de 214,91 ± 15,85 mmol ET/100g PS et 201,44 ± 5,76 mmol 

ET/100g PS contre le radical DPPH• et ABTS•+ respectivement. 

Les bourgeons de P.nigra sont la source principale de la propolis, des échantillons de la 

propolis ont montré une faible activité antioxydante (4,92 ± 0,01 et 12,16 ± 0,20 (mmol 

ET/100g PS) contre le DPPH• et l'ABTS•+ respectivement  

Cette variabilité de l'activité anti-radicalaire au sein de la même espèce peut être associée 

à la méthode et à la nature du solvant d'extraction. Il a été démontré par Saifullah et al. (2020) 

que la nature du solvant dans l'extraction assistée par ultrasons peut influencer 

significativement la teneur en composés phénoliques et permet un enrichissement des extraits 

en polyphénols totaux et en flavonoïdes totaux contrairement à d’autre méthode d’extraction. 

De plus, l’activité de ces molécules est étroitement liée à leur structure. Ainsi, la capacité du 

phénol à céder un atome H dépend de la délocalisation électronique du radical phénol, 
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l’encombrement stérique des groupements substituant des atomes d’hydrogène du noyau 

aromatique et de l’énergie de dissociation homolytique, sachant que plus l’énergie de 

dissociation homolytique d’un phénol est faible, plus son caractère donneur d’hydrogène est 

élève (Dangles, 2006). 

Précédemment il a été rapporté que cette variabilité peut être liée à la différence de 

polarité du solvant utilisé. Ainsi, Pérez-Jiménez et Saura-Calixto, (2006), ont rapporté que le 

type et la polarité de solvant peuvent affecter le transfert des électrons et le transfert des 

atomes d'hydrogène impliqués dans les réactions d’oxydo-réductions qui présentent des 

aspects essentiels de la mesure de la capacité antioxydante des échantillons.  

Selon Boeing et al. (2014) les capacités antioxydantes des extraits sont fortement associé 

au solvant utilisé principalement et dépend de la polarité des composés. De plus, Wijekoon et 

al. (2011) ont montré également que la modification de la polarité du solvant, entraine une 

modification du type d’antioxydant dissout dans celui-ci. 

Ces résultats suggèrent que les extraits obtenus exhibent un potentiel antioxydant capable 

d’inhiber les espèces réactives de l’oxygène et à améliorer le système de défense contre le 

stress oxydatif causé par les photo-dommages. Dans cette étude, la méthode d’extraction 

adoptée est un processus alternatif pour préserver les propriétés antioxydantes de l’extrait. 

Ces composés doivent être explorés comme de nouveaux antioxydants naturels capables de 

prévenir le stress oxydant induit par les UVB. 

III.4.2. Activité scavenging du radical hydroxyle  

L’inhibition du radical hydroxyle par les extraits (Figure 26) a montré un potentiel 

antioxydant de l’extrait de P.lentiscus (171.11 ± 19 mg EAA/g PS) supérieur à celui exhibé 

par l’extrait P.nigra (72.73 ± 2.59 mg EAA/g PS). Des études antérieures ont déjà soulignées 

la capacité antioxydante des P.lentiscus (Gori et al., 2020) et P.nigra  (Debbache et al., 2014). 
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Figure 23 : Activité d’inhibition du radical hydroxyle. 

Selon les données rapportées dans la littérature, la capacité des composés phénolique à 

piéger les radicaux hydroxyles dépend de la mobilité de l’hydrogène phénolique. De ce fait, 

les antioxydants efficaces ont des liaisons à faible énergie au niveau du groupe donneur 

d’hydrogène. 

Les résultats obtenus ont révélé une activité chélatrice des extraits et un potentiel 

inhibiteur du radical hydroxyle. Ainsi les extraits sont capables d’inhiber ou interférer avec 

les réactions de peroxydation lipidique. 

III.4.3. Pouvoir réducteur de fer  

Le pouvoir réducteur de Fe (III) est un indicateur significatif du potentiel antioxydant 

d'une substance et l’un des mécanismes d'actions des antioxydants. Cette activité peut être 

mesurée par une réaction d'oxydoréduction provoquant la réduction de Fe3+ en Fe2+. La 

quantité du complexe de Fe2+ peut être surveillée en mesurant la formation de la coloration 

bleue à 700 nm. L’augmentation de l’absorbance indique une augmentation des capacités 

réductrices (Oyaizu, 1986). 

Le potentiel réducteur des extraits a été exprimé en milligramme d’équivalent acide 

ascorbique par gramme de poudre sèche (Figure 23) avec une meilleure efficacité enregistrée 

dans les feuilles de P.lentiscus (278,41 ± 5,88 mg EAA/g PS), cependant l’extrait de P.nigra a 

montré un potentiel qui correspond à 56,86 ± 0,53 mg EAA/g PS. 
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Figure 24 : Pouvoir réducteur des extraits. 

 Les valeurs obtenues sont meilleures comparées à celle rapportées par Yemmen et al. 

(2017) pour les extraits de feuilles, les fruits et les tiges de P.lentiscus (35,42 ± 1,61 ; 15,32 ± 

0,87 et 6,03 ± 0,68 EAA mg/g PS) respectivement. Aussi, les résultats de notre étude sont 

plus élevés que ceux obtenus par Popović et al. (2016) pour les feuilles et les racines de 

P.nigra hybridé qui varie de 7,64 à 10,51 mg EAA/g PS et 2,15 à 2,69 mg EAA/g PS 

respectivement. 

Ces différences d’activité pourraient être liées à la richesse des extraits obtenus dans cette 

étude en composés phénoliques et flavonoïdes doués d’un potentiel réducteur et antioxydant.  

De même, Yen et al. (1993) ont associé l’activité antioxydante à l’effet réducteur des 

extraits. Parallèlement, Siddhurajub et al. (2007) ont montré que les plantes riches en 

polyphénols totaux et en flavonoïdes ont exhibé un grand pouvoir réducteur. L’activité 

antioxydante est liée à la présence de groupements donneurs d’électrons comme OH qui 

réduisent le potentiel redox des composés phénoliques. Il a été rapporté que les composés 

riches en composés à noyaux aromatiques substitués par des groupements OH exhibaient un 

potentiel antioxydant très significatif. En outre, le potentiel d’ionisation est un caractère 

déterminant du pouvoir réducteur, sachant que plus le potentiel d’ionisation d’un 

phytochimique est faible, plus son caractère réducteur est élevé qui permet ainsi de subir une 

oxydation mono-électronique qui conduit au radical correspondant (Perron et al., 2008) 

III.4.4. Pouvoir réducteur de molybdate  

L’activité antioxydante totale des extraits testés est évaluée par la réduction de 

phosphate-Mo (VI) en phosphate Mo (V) traduit par la formation subséquente d'un complexe 

phosphate/Mo (V) coloré en vert bleuâtre à un pH acide (Yemmen et al., 2017). Les résultats 

exprimés dans la figure 24 en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de 
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poudre sèche indiquent que l'extrait de feuille a une capacité antioxydante significativement 

plus élevée (332,79 ± 0,51 mg EAG/g PS) comparé à l’extrait des bourgeons de P.nigra qui a 

montré une capacité antioxydante de 162,88 ± 6,52 mg EAG/g PS. Ces résultats sont plus 

importants comparés à ceux rapportés par Yemmen et al. (2017) dans les extraits de feuilles, 

les fruits et les tiges de P.lentiscus 113,23 ± 1,08 ; 39,81 ± 0,91 et 13,03 ± 0,77 mg EAG/g PS 

respectivement.  

 

Figure 25 : Activité antioxydante totale des extraits. 

En effet, cette variation est étroitement liée à la teneur en composés phénoliques, Selon 

Razali et al. (2008), les plantes avec des niveaux élevés en composés phénoliques ont exhibé 

un potentiel antioxydant élevé. Les résultats sont comparables aux résultats obtenus, l’extrait 

de P.lentiscus qui a révélé une capacité antioxydante significative contient une teneur élevée 

en composés phénoliques. Cette activité est étroitement liée à un mécanisme de transfert 

d’électrons vers le complexe oxydant (phosphomolybdate). En outre, ce transfert d’électron 

dépend principalement du potentiel redox, du pH du milieu et de la teneur et la structure des 

composés antioxydants, en particulier le degré et la position des groupements hydroxyles sur 

le noyaux aromatiques (Prieto et al., 1999). 

III.4.5. Pouvoir chélateur des ions ferreux  

Pour évaluer le potentiel antioxydant d’un extrait de plante ou molécule, plusieurs 

méthodes doivent être utilisées, on cite le pouvoir chélateur des ions métalliques pour 

prévenir les oxydations liées au radical hydroxyle autant un puissant inducteur de la 

peroxydation lipidique qui est un facteur de cause des pathologies humaines comme 

l’inflammation, athérosclérose et le vieillissement (Shahidi et al., 2015). 
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Dans cette étude, le pouvoir chélateur (Figure 25) de l’extrait de P.lentiscus (118,83 ± 

2,65 mg EEDTA/g PS) a montré un potentiel plus élevé comparativement à celui de l’extrait 

de P.nigra (104,45 ± 1,66 mg EEDTA/g PS). 

 

Figure 26 : Activité chélatrice du fer par les extraits. 

 Les résultats obtenus sont meilleurs à ceux rapportés par certaines plantes utilisées dans 

l'industrie cosmétique comme les noyaux d'olive (8,14 ± 0,41 mg EEDTA/g PS), cannelle 

(1,32 ± 0,05 mg EEDTA/g PS) ; clou de girofle (3,37 ± 0,08 mg EEDTA/g PS), anis étoilé 

(0,63 ± 0,15 mg EEDTA/g PS), curcuma (2,16 ± 0,08 mg EDTAE/g PS), (Djemaa -Landri et 

al., 2021 ; Ali et al., 2021). 

En effet, l'activité exprimée par nos extraits peut être attribuée à la présence des 

composés phénoliques principalement et les flavonoïdes. Selon la littérature, les composés 

phénoliques s’avèrent comme de bons chélateurs des ions métalliques médié par les 

groupements hydroxyle et carboxylate (Brown et al., 1998). Tandis que les flavonoïdes leur 

mode d’action est médié par la présence du noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3-

hydroxyle et 4-oxo du cycle C, et les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C 

(Van Acker, 1996). En outre, Il a été rapporté que les composés avec des structures a deux ou 

plusieurs des groupes fonctionnels : -OH,-SH,-COOH,-PO3H2,- C=O,-NR2,-S- et -O- dans 

une configuration favorable structure-fonction peut montrer une activité chélatrice de métal 

(Gülçin et al., 2010).  

L’analyse des résultats de l’activité antioxydante a révélé que les extraits ont exercé une 

activité réductrice du molybdate et du fer. Ils ont également présenté une importante activité 

antiradicalaire vis-à-vis de plusieurs radicaux libres à savoir : le radical DPPH, le radical 

ABTS, le radical hydroxyle. 
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III.5. Activité anti-inflammatoire 

L’inflammation est une réponse immunitaire de l’hôte liée à une surproduction des 

espèces réactives oxygénées entraînant ainsi des lésions cellulaires et tissulaires, cette 

dernière est initiée par des médiateur pro-inflammatoire tel l’oxyde nitrique et les enzymes 

inflammatoire (cyclooxygénase et myéloperoxydase). 

III.5.1. Activité scavenging du radical d’oxyde nitrique  

Le radical oxyde nitrique est un médiateur chimique pro-inflammatoire qui peut être 

impliqué dans le développement de dommages physiopathologiques. Selon Mowbray et al. 

(2008), il a été montré que l'expression de quantités significativement plus élevées et plus 

soutenues d'oxyde nitrique suite à une stimulation par des agents tels que des cytokines 

inflammatoires ou une exposition aux rayonnements UV pouvait être impliquée dans des 

inflammations cutanées telles que les dermatoses inflammatoires : psoriasis, dermatite 

atopique et lupus érythémateux.  

La figure 27 illustre l’activité scavenging du radical NO• par les extraits (0,0061 à 0,4%). 

Les résultats révèlent un potentiel d’inhibiteur du radical NO• (27,88 à 89,82 %) pour les 

feuilles de P.lentiscus (IC50 = 0,029 ± 0,005%) significativement plus élevée que l’activité 

obtenue par l’extrait de P.nigra (33,78 à 69,23%) relatif à une IC50 de 0,122 ± 0%.  

 

Figure 27 : Pourcentage d’inhibition du radical oxyde nitrique par les extraits. 

Les résultats sont supérieurs à ceux obtenus par Amessis-Ochemouk et al. (2014) pour 

l’extrait méthanolique de Pistacia lentiscus et l’extrait de Populus nigra (Debbache al., 2013)  



 Chapitre III : Résultats et discussions 

72 
 

Cette capacité des extraits à réduire la génération du radical NO• peut être partiellement 

attribuée à une action scavenging directe du NO• (Balakrishnan et al., 2009) ou liée à la 

présence de composés inhibant ainsi la formation du nitrite (Sumanont et al., 2004).  

En outre, la variation des résultats obtenus peut être expliquée par plusieurs facteurs à 

savoir la structure des composants chimiques, Selon l’étude rapporté par Cai et ses 

collaborateurs (2006), sur l’effet des différentes substitutions de structure de base des 

flavonoïdes sur l’activité scavenging du radical NO•, Il a été constaté que certaines 

modifications structurales, notamment la glycosylation et l’ométhylation de groupe hydroxyle 

des flavonoïdes, peuvent réduire leurs activités antioxydantes. De plus, l’absence des 

molécules spécifiques à grande capacité de piégeage du radical ou l’effet pro-oxydant de 

certaines molécules peuvent influencer d’une manière significative sur l’activité anti oxyde 

nitrique. 

III.5.2. Activité anti-myéloperoxydase 

La myéloperoxydase est une peroxydase héminique de mammifère exprimée 

principalement dans les granules azurophiles des neutrophiles où elle constitue 2 à 5 % du 

contenu total en protéines cellulaires (Duclos et al., 2017). Cette enzyme catalyse de manière 

unique l'oxydation du chlorure en acide hypochloreux en présence du peroxyde d'hydrogène 

et agit également comme une peroxydase classique à effet anti-microbien par la génération 

des espèces réactives de l’oxygène et contribue à des processus physiopathologiques comme 

le stress oxydatif et l’inflammation (Wurtz et al., 2018), qui favorisent le stress oxydatif et 

l'inflammation, contribuant ainsi à plusieurs processus pathophysiologiques (De Almeida et 

al., 2023). Par conséquent, la MPO est considérée comme une cible potentielle pour la 

recherche de nouveaux agents anti-inflammatoires. 

Le pourcentage d’inhibition de la myéloperoxydase des extraits de P.lentiscus et P.nigra 

testés (0,015 % à 0,125%) est représenté dans la figure 28. Il apparait clairement que nos 

extraits exercent une forte activité inhibitrice évalué d’une manière dose dépendante. Cette 

activité est traduite par un pourcentage d’inhibition de 20,64 à 93,13 % pour les feuilles de 

P.lentiscus (IC50 = 0,03459 ± 0,0002%) et 16,78 % à 81,29 % pour les bourgeons de P.nigra 

(IC50 = 0,084 ± 0,0013%).  
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Figure 28 : Inhibition de la myéloperoxydase par les extraits. 

Des études antérieures ont démontré que certains médicaments anti-inflammatoires 

peuvent inhiber l'activité de la MPO (Vieira et al., 2011). Par conséquent, la capacité 

inhibitrice de la MPO par les extraits montre que ces derniers peuvent être utilisés dans des 

formulations à potentiel anti-inflammatoire. 

Des composés phénoliques comme la quercétine, la curcumine, l’acide férulique, l’acide 

caféique et l’acide gallique caractérisés dans les extraits les feuilles de P.lentiscus et les 

bourgeons de P.nigra ont montré un puissant effet anti-inflammatoire sur plusieurs modèles 

in vitro et in vivo (Kato et al., 2003). Ces composés ont été déjà caractérisé dans les extraits 

de P.lentiscus et P.nigra ce qui permet d’attribue l’activité obtenue à la présence des 

composés phénoliques. 

III.5.3. Activité anti-cyclooxygenase 

Les cyclooxygénases (COX) sont des enzymes de la famille des myéloperoxydase qui 

représente une cible moléculaire de choix pour le traitement de l’inflammation. Cette enzyme 

est impliquée dans le métabolisme de l’AA qui est libéré de la membrane plasmique par les 

phospholipases et majoritairement par la PLA2 en produisant ainsi des endoperoxyde 

cyclique par leur fonction cyclooxygénase puis forment de la PGH2 grâce à la fonction 

peroxydase de l’enzyme. Également appelées prostanoïdes, sont des médiateurs lipidiques 

impliqués dans de nombreux phénomènes physiologiques et physiopathologiques qui jouent 

des rôles divers dans l’inflammation, la fièvre, la douleur ou l’angiogenèse (Chandrasekharan 

et Simmons, 2004 ; Gonzalez-Periz et al., 2007 ; Howe, 2007). 

Anti-COX des extraits évalués à des concentrations allant de 0,007 à 0,25 % est illustrée 

dans la figure 29. Un effet inhibiteur a été exprimée en pourcentage avec un constat de 22,62 
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% à 75,64 % pour l’extrait de P.lentiscus ((IC50 = 0,1575 ± 0,0024%) et 13,95% à 69,19 pour 

l’extrait de P.nigra (IC50 de 0,1788 ± 0,0004%). Encore une fois l’extrait de P.lentiscus a 

exhibé une activité anti-COX plus élevée que celle enregistrée par P.nigra. 

 

Figure 29 : Inhibition de la cyclooxygénase par les extraits. 

Les résultats obtenus sont soutenus par l’étude réalisée par Amessis et al. (2014) sur un 

extrait méthanolique de feuilles de P.lentsicus. De plus, L’effet de l’extrait de P.nigra 

s’accord avec les résultats obtenus par Poblocka-Olech et al. (2019) sur trois espèces de 

Populus (P.nigra L. P.berolinensis et P.lasiocarpa). 

La variation de l’effet anti-inflammatoire entre l’extrait testés et ceux rapportés dans la 

bibliographie peut s’expliquer par la méthode et/ou le solvant d’extraction. Des études de 

relation structure-activité anti-inflammatoire des flavonoïdes ont montré que la double liaison 

C-2/C-3 et la fonction carbonyle à la position 4 sont des éléments structuraux déterminant 

l’action inhibitrice de la COX-2 (Aziz et al., 2018). Aussi, des études de modélisation in silico 

ont rapporté que les flavonoïdes de type flavanones, flavones, flavonols ou isoflavones et dont 

la structure est pourvue de fonctions hydroxyles se lient aux sites actifs de la COX-2 via des 

interactions ioniques comparables aux interactions des inhibiteurs synthétiques (Kim et al., 

2004).  

De plus, les flavonoïdes avec un ortho di-hydroxyl (fragment catéchol) dans les cycles A 

et B sont de puissants inhibiteurs de la COX-2 comparativement aux flavonoïdes ayant un 

groupement 3-OH libre. La présence d’une double liaison C2-C3 semble être un déterminant 

majeur de l’inhibition de la COX (Jachak et al., 2006).  
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Les résultats obtenus valident l’utilisation traditionnelle des extraits de P.nigra comme 

onguents anti-inflammatoire liée à la présence de flavanones et acides phénoliques. De plus, il 

a été démontré que les propriété anti-inflammatoire de P.lentiscus pourrait être liée à la 

richesse des feuilles en polyphénols impliqués dans la cascade inflammatoire, principalement 

démontrée en relation avec les macrophages en inhibant plusieurs régulateurs clés de la 

réponse inflammatoire (Milia et al., 2021). 

III.6. Analyse infrarouge 

L'analyse infrarouge dans la plage de 400 à 4000 cm-1 a révélé de nombreux pics 

moléculaires correspondant aux bandes d'absorption et de transmission qui répondent à la 

fréquence des vibrations entre les atomes dans l'extrait (Figure 30 et 31). Les bandes 

enregistrées dans l'extrait de P.lentiscus et P.nigra sont représenté dans le tableau VIII et IX 

respectivement. 

Selon les fréquences enrégistrés, les composants des extraits de P.lentiscus et P.nigra 

présentent des bandes caractéristiques en commun correspondant à différents groupements 

fonctionnels : le groupement époxy, le groupement C=C, la fonction C = O, le carbonyl et 

l'alcool, le groupement CH-CH2, l'étirement du groupement C=C aromatique, le groupement 

ester C=O, l'étirement du groupement C=O avec une petite contribution du NH, la fonction 

C=O, l'étirement du groupe C-H des acides carboxyliques et l'étirement du NH3 du groupe 

d'acides aminés libres, et les vibrations liées à l'hydrogène et à l'étirement du groupe hydroxy  

A la base de cette analyse, les extraits issus dans cette recherche présente de nombreux 

pics d'absorption. La majorité des bandes FTIR ont montré des groupes fonctionnels 

caractérisés comme phénol, flavonoïdes, alcool, cétone et amine qui jouent un rôle important 

dans la bioreduction des radicaux libres.  

 

Figure 30 : Spectre infrarouge de l'extrait brut de P.lentiscus. 
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Table VIII : Résultat des spectres infrarouge d’extrait de P.lentiscus. 

Fréquences Transmittance (%) Groupements 

824.31 cm-1 34.54 824.3 cm-1 (C–O–C) 

923.81 cm-1 38.20 923.85 cm-1 (C=C) 

1044.38 cm-1 31.56 1044 cm-1 (C = O) 

1128.79 cm-1 25.45 1124.94 cm-1 carbonyl ou alcool 

1222.24 cm-1 28.71 1224.33 cm-1 (CH-CH2) 

1379 cm-1 34 1379 cm-1 (C=C) étirement des aromatiques 

1460.39 cm-1 35.08 1462 cm-1 (C=O) 

1636.24 cm-1 31.69 1636 cm-1 et 1639 cm-1 (C–O) ou (NH) 

1734.72 cm-1 27.62 1732.65 cm-1 C=O 

2991.12 cm-1 28.08 3000-2800 cm-1 (C–H) ou (NH3) 

3492.72 cm-1 24.77 3 500-3 300 cm-1 (O-H) 

 

 

Figure 31 : Spectre infrarouge de l'extrait brut de P.nigra. 

Table IX : Résultat des spectres infrarouge d’extrait de P.nigra. 

Les fréquences La transmittance (%) Les groupements 

824,31 25,14 824,3 cm–1 (C–O–C) 

920,78 28,08 920.39 cm–1   (C=C) 

1044,38 23,27 1044 cm–1 (C= O) 

1131,81 19,16 1124.94 cm–1 carbonyl ou alcool 

1231,29 21,27 1235 cm–1 (C‐O) 

1379 25,26 
1379 cm–1 (C=C) étirement des 

aromatiques 

1638,25 22,92 1636 cm–1 et 1639 cm–1 (C–O) ou (NH) 

1731,71 20,45 1731.9 cm–1 (C=O) 

2991,12 21,74 3000-2800 cm–1 (C–H) ou (NH3) 

3498,76 19,28 3 500-3 300 cm–1 (O-H) 

 

III.7. Analyse GC-MS 

Dans l'analyse GC-MS, le chromatogramme des composés identifiés est présenté dans les 

figures 31 et 32, tandis que les pics de masse, les temps de rétention et les composés identifiés 
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à partir de la base de données de la bibliothèque GC-MS ont été présentés dans les tableaux X 

et XI. 

L'analyse GC-MS de l'extrait des bourgeons de P.nigra a mis en évidence la présence de 

6 composés phytochimiques tandis que l’extrait de P.lentiscus a montré 10 composés avec 5 

composés en commun (Figure 31 et 32).   

Les principaux composés identifiés par P.nigra sont l'acide 1,2-benzènedicarboxylique, 

l'ester mono(2éthyl-hexyl) (60,82 %), l'ester méthylique de l'acide 9-octadécénoïque (z) 

(32,80 %), l'ester méthylique de l'acide hexadécanoïque (4,02 % ), ester méthylique de l'acide 

8,11-octadécénoïque (z) (1,12 %), ester méthylique de l'acide octadécénoïque (0,85 %), 

hexatriacontane (0,39 %). 

Concernant l’extrait de P.lentiscus, es principaux composés identifiés sont l'ester 

mono(2-éthylhexyl) de l'acide 1,2-benzènedicarboxylique (36,4 %), l'ester méthylique de 

l'acide 11-octadécénoïque (26,71 %), l'ester méthylique de l'acide (z)-9-octadécénoïque 

(22,95 %), ester méthylique de l'acide hexadécanoïque (5,18 %), acide 9-octadécénoïque, 

ester méthylique, (E)- (3,56 %), ester méthylique de l'acide octadécanoïque (1,98 %), acide 1-

(+)-ascorbique 2, 6-dihexadécanoate (1,49 %), 1,6,10,14,18,22-Tetracosahexaen-3-ol, 

2,6,10,15,19,23-hexaméthyl-, (all-E)- (0,77 %), Acide octadécanoïque (0,55 %), 

1,6,10,14,18,22-Tetracosahexaen-3-ol, 2,6,10,15,19,23-hexaméthyl-, (all-E)+ (0,23 %). 

Cette étude est le premier rapport caractérisant la présence d'acides organiques dans les 

bourgeons de P.nigra et les feuilles de P.lentiscus en utilisant l'acide lactique comme solvant 

d'extraction. Ceci suggère que l'acide lactique pourrait être un bon solvant vert pour extraire 

les acides organiques. En outre ces acides organiques identifiés ont déjà démontré de 

multiples propriétés thérapeutiques telles qu'antioxydantes, antimicrobiennes, antifongiques, 

nématiques, antivirales, activité anti-inflammatoire et antiproliférative qui mis en évidence la 

valeur biologique des extraits étudiés. 

                          

Figure 32 : Chromatogramme GC-MS de l'extrait brut de P.nigra. 
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Tableau X : Identification des composés de l’extrait de P.nigra par GC-MS. 

Pic m/z tR (min) Composés Bio-activité 

1 74 26,367 
Ester méthylique de l'acide 

hexadécanoïque 

Activité antifongique, 

antioxydante et antibactérienne 

(Ali et al., 2017). 

2 67 29,340 
Acide 8,11-octadécénoïque (z)- ester 

méthylique 
Non identifier 

3 55,05 29,537 
l'acide 9 - octadécénoïque ( Z )-, 

ester méthylique 

Antimicrobien et nématicide (Ali 

et al., 2017).  

4 74 30,105 
Ester méthylique de l'acide 

octadécénoïque 

Anti-viral, anti-microbien 

(Linton et al., 2013). 

5 148,95 36,517 
Acide 1,2-benzènedicarboxylique, 

ester mono(2éthyl-hexyle) 

Antimicrobien, antioxydant, anti-

inflammatoire et antiviral (Ali et 

al., 2017). 

6 57,05 39,461 Hexatriacontane 

Activité antimicrobienne, 

antioxydante, antiproliférative 

(Arun et al., 2017). 

 

 

Figure 33 : Chromatogramme GC-MS de l'extrait brut de P.lentiscus. 
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Tableau XI : Identification des composés de l’extrait de P.lentiscus par GC-MS. 

Pic m/z tR (min) Composés Bio-activité 

1 74 21,344 
Ester méthylique de l'acide 

hexadécanoïque 

Activité antifongique, antioxydante et 

antibactérienne (Ali et al., 2017). 

2 73 26,187 L-(+)-ascorbic acid 2,6-dihexadecanoate 

Traitement et prévention d'un grand 

nombre de troubles tels que le diabète, 

la cataracte, le glaucome, la 

dégénérescence maculaire, 

l'athérosclérose, les maladies 

cardiaques et le cancer. (Iqbal et al., 

2004). 

3 55,05 27,360 
Ester méthylique de l'acide (Z) -9-

octadécénoïque 

Antimicrobien et nématicide (Ali et 

al., 2017). 

4 55,05 28,621 
Ester méthylique de l'acide 11-

octadécénoïque 

Anti-inflammatoire, prévention du 

cancer, hépatoprotecteur, 

hypercholestérolémique, antiacnéique, 

insecticide, nématicide, 

antistaminique, antieczémique, 

antiandrogène, anticoronarien, 

antiarthritique. (Chinnasamy et al., 

2018). 

5 74 29,102 
Ester méthylique de l'acide 

octadécanoïque 
Anti viral (Linton et al., 2013). 

6 55,05 31,372 
Ester méthylique de l'acide (E)- 9-

octadécénoïque 

Activité anticancérigène (Asghar et 

al., 2011). 

7 55,05 32,781 Acide octadécanoïque 

Anti-inflammatoire, 

hypocholestérolémique, 

anticancéreux, hépatoprotecteur, 

nématicide, insectifuge, 

antihistaminique, antieczémique, 

antiacnéique, antiarthritique, 

anticoronarien, antipsychotique et 

insectifuge. (Dandekar et al., 2015). 

8 149 36,564 
Ester mono(2-éthylhexyle) de l'acide 1 

2-benzènedicarboxylique 

Antimicrobien, antioxydant, anti-

inflammatoire, antiviral (Ali et al., 

2017). 

9 69,05 38,597 
1,6,10,14,18,22-Tetracosahexaen-3-ol, 

2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)- 
Antimicrobien, antiarthritique, anti-

inflammatoire, cytotoxique, 

insecticide et chimio-préventif 

(Haider Khan et al., 2020). 10 69,05 39,895 
1,6,10,14,18,22-Tetracosahexaen-3-ol, 

2,6,10,15,19,23-hexamethyl-, (all-E)+ 
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III.8. Identifications structurales de composés bioactifs à l'aide de l'analyse LC-ESI-MS 

D'après le chromatogramme LC-MS des extraits analysés, un nombre de composants 

avec leurs pics principaux identifiés sont présentés dans les tableaux XII à XV. Les données 

MS ont été acquises en modes d'ionisation positive et négative (Fig. 33 et 34). Chaque 

attribution a été faite après comparaison des spectres UV et MS des composés détectés avec la 

base de données MS rapportée dans la littérature et les bases de données pertinentes basées 

sur les mesures de masse des ions pseudo moléculaires [M-H].  

L’extrait de P.lentiscus a montré la présence de 15 molécules, dont Les pics 1 et 2 

indiquaient la présence de l'ion [M+H]+ à m/z 331,5, ce qui suggère une structure de 

C17H14O7, ce qui pourrait être provisoirement associé à l'isomère de la 3,7-

Diméthylquercétine. 

Le pic 3 et 4 a révélé la présence d'un ion précurseur [M+H]+ à m/z 389 et d'un fragment 

à m/z 274, engendré par la suppression d'une unité méthyle (15 u). En conséquence, les pics 3 

et 4 ont été caractérisés comme des isomères de flavonoïdes polyméthoxylés qui peuvent être 

provisoirement des 6-hydroxy-5, 7,8,3′,4′-pentamethoxy-flavone, 4′-hydroxy-5,6,7,8,3′-

pentamethoxyflavone, ou monohydroxy- pentamethoxyflavone (Lei et al., 2017). 

Le pic 8 a montré un ion moléculaire [M+H]+ à m/z 299 relatif Acide ( Z)-N - 

Coumaroyl - 5 – hydroxyanthranilique en comparaison aux données MassBank.  

Le pic 9 et 10 présente un ion moléculaire à m/z 713 avec un pic de base caractéristique 

[M+H]+ à m/z 494 qui mis en évidence l’identification d’un dérivé du myricetin-O-

glucuronide (MassBank data). 

Le pic 11 a produit un ion précurseur à m/z 283 [M-H]- (C16H12O5) et sa fragmentation a 

donné lieu à l’ion produit à m/ z 268 en raison de la perte de groupement méthyl (15 Da). En 

référence aux informations fournies, cette molécule a été provisoirement identifiée comme 

flavonoide methyl (Wogonine ou Oroxyline A) (Islam et al., 2013).  

Le pic 13 avait un [M-H]- à m / z 977 et des ions fragments à m / z 801 (perte de 176 

amu pour l'acide férulique-H-H2O), 783 (perte de 194 amu pour l'acide férulique) et 345 de 

l'aglycone, la spinacétine (perte de 632 amu pour le feruloylglucosyl-apiosyl-glucoside). Par 

conséquent, le 11 a été attribués au spinacétine 3- O- (2″-feruloylglucosyl)-(1 → 6)-[apiosyl-

(1 → 2)]-glucoside (Yuk et al., 2019).   



 Chapitre III : Résultats et discussions 

81 
 

Les pics 14 et 15 ont montré un ion précurseur [M-H]- avec m/z 339 correspondant à des 

isomères de l’esculoside en comparaison avec les données de MassBank. 

Le pic 17 a été attribué au dérivé de résveratrol sur la base de la présence d'un ion 

précurseur [M-H]- à m/z 227, qui s'est fragmenté pour générer plusieurs ions produits 

distinctifs à m/z. 185 (Hashim et al., 2020).   

Les pic 18 et 19 montres un ion moléculaire [M-H]- a m/z 181 qui caractérise ainsi 

l’isomère d’acide dihydrocafeique selon les données de MassBank. 

Le pic 20 a été provisoirement identifié comme étant Trans acide caftarique en raison de 

l’ions précurseur à [M-H]- m/z 311 avec la présence d’un fragment à m/z 179 qui 

correspondant à l'acide caféique produit par la perte d'un acide tartrique (132 Da) (Khoza et 

al., 2016). 

Tableau XII : Identification des composés phénoliques dans l'extrait de feuilles de P.lentiscus en 

mode d'ionisation positive par LC-MS. 

Pic tR (min) [M+H]+ MS/MS+ Identification 

1 10,9 331 331 3,7-Dimethylquercetine 

2 11,3 331 331, 310, 165 Dérivé 3,7-Dimethylquercetine 

3 11,9 389 389, 374 pentmethoxyflavone 

4 12,3 389 389, 374, 244 Dérivé pentamethoxyflavone 

5 12,7 447 447 Non identifié 

6 13,2 448 448, 309, 232, 165 Non identifié 

7 13,5 249 249, 227, 181 Non identifié 

8 14,2 299 299, 277, 221, 181 
Acide ( Z)-N - Coumaroyl - 5 - 

hydroxyanthranilique 

9 16,1 626 625, 581, 450, 405 Quercetine di-glucoside 

10 16,5 626 
625, 581, 450, 

405, 361 
Dérivé Quercetine di-glucoside 
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Tableau XIII : Identification des composés phénoliques dans l'extrait de feuilles de P.lentiscus en 

mode d'ionisation négative par LC-MS. 

Pic tR (min) [M-H]- MS/MS- Identification 

11 16,15 283 268 Flavonoïde méthyle 

12 16,70 801  Non identifié 

13 17,21 977 
801, 632, 297, 249, 232, 

191 

Spinacetin 3-O-(2"-

feruloylglucosyl)(1->6)-

[apiosyl(1->2)]-glucoside 

14 17,53 339 339 Esculoside 

15 17,84 339 339, 297 Esculoside isomer 

16 18,24 297 239, 218, 159 Non identifié 

17 18,71 297 227, 181 Dérivé resveratrol 

18 18,93 297 249, 198, 181 Acide dihydrocaffeique 

19 19,30 297 181 Acide dihydrocaffeique 

20 19,69 311 311, 179 Acide Trans  caftarique 

 

 

Figure 34 : Chromatogramme des ions totaux (TIC) des composés phénoliques identifiés dans les 

extraits de P.lentiscus par la méthode LC-ESI-MS en mode négatif et positif. 

En parallèle, 10 composés ont été identifiés dans l’extrait de P.nigra, le pic 1 présentait 

l'ion [M+Na]+ à m/z 331, qui était l'ion d'adduction de sodium du résidu disaccharide (Glu-

RHA) ([308+Na]+) (Jia et al., 2017). 

Le pic 2 a montré que l'ion [M+H]+ à m/z 389 a subi une perte d'unité méthyle (15 u) qui 

a généré des ions produits à m/z 374. Le pic 3 présentait l'ion moléculaire [M+Na]+ à m/z 411 

et l'ion [M+H]+ à m/z 389, avec des ions fragments à m/z 374. Par conséquent, les pics 2 et 3 

ont été identifiés comme des flavonoïdes polyméthoxylés et des isomères de flavonoïdes 
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polyméthoxylés respectivement, qui peuvent être provisoirement des 6-hydroxy-5, 7,8,3′,4′-

pentamethoxy-flavone, 4′-hydroxy-5,6,7,8,3′-pentamethoxyflavone, ou monohydroxy- 

pentamethoxyflavone (Lei et al., 2017). 

Le pic 6 a montré un ion précurseur [M+CH3+Na]+ à m/z 521, 506 [M+Na]+ et m/z 484 

[M+H]+, l'ion précurseur à m/z 317 correspondant à la rhamnétine, le pic a donc été identifié 

comme un dérivé de la rhamnétine (base de données MassBank). 

Le composé 11 a présenté un ion [M-H] à m/z 377 avec des fragmentations à m/z 198 et 

161identifié comme un dérivé d'aglycone d'oleuropéine (Fu et al., 2009). 

Le pic 14 a montré un ion [M-H] m/z 479 avec un fragment à m/z 333 et, compte tenu de 

la différence de 146u, une perte de neutralité de la fraction rhamnoosyl a été supposée. 

L'aglycone a été provisoirement identifié comme étant de la myricétine et pourrait 

probablement être identifié comme étant du myricétine-galactoside ou du myricétine-

glucoside (base de données MassBank). 

Le pic 17 présentait l'ion [M-H]- à m/z 649 et subissait ensuite des pertes neutres de 146u 

(unité rhamnose) pour produire les ions fragments de l'ion [M-H- rhamnose]- à m/z 503, l'ion 

produit à m/z 325 indiquait une perte de 2 molécules de la partie glucosyle, l'ion fragment à 

m/z 301 correspondait au fragment caractéristique de la quercétine. Ainsi, le pic 17 a été 

suggéré comme étant de la rhamnosyl-hexosyl-acyl-quercetin (Ben Said et al., 2017). 

Les pics 18 et 19 ont montré un ion [M-H] avec m/z 339 correspondant à des isomères 

d'esculoside en comparaison avec les données de MassBank. 

Le pic 20 a présenté [M-H]- à m/z 791, ce composé pourrait être attribué à l'acide gluco-

glucuronique déshydraté de l'hédragénine, l'ion à m/z 498 produit après la perte de 2 résidus 

de rhamnoside (146X2), a ensuite subi la perte neutre de 165 u pour produire l'ion fragment à 

m/z 333 (Grati et al., 2022). 
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Tableau XIV : Identification des composés phénoliques dans l'extrait de bourgeons de P.nigra L. en 

mode d'ionisation positive par LC-MS. 

Tableau XV : Identification des composés phénoliques dans l'extrait de bourgeons de P.nigra en 

mode d'ionisation négative par LC-MS. 

 

Pic tR (min) [M+H]+ MS/MS+ Identification 

1 10,756 331 331, 309 Disaccharide (glu-rha) 

2 11,802 389 389, 374 Pentmethoxyflavone 

3 12,117 411 411, 389, 374 Pentmethoxyflavone 

4 12,690 447 447, 426 Non identifié 

5 13,088 447 447, 426 Non identifié 

6 13,464 506 
506, 484, 401, 317, 249, 

227, 165 
Rhamnétine 

7 14,917 561 
561, 455, 448, 365, 331, 

284, 255, 197, 165 
Non identifié 

8 16,100 670 
670, 626, 582, 538, 533, 

494,449, 405, 361 
Isomer 

9 16,414 670 
670, 626, 582, 538, 533, 

494,449, 405, 361 

10 18,343 684 
684, 459, 413, 406, 354, 

313, 199, 174 
Non identifié 

Pic tR (min) [M-H]- MS/MS- Identification 

11 0,981 377 377, 198, 161 Dérivé d'aglycone d'oleuropéine 

12 1,150 726 
726, 603, 453, 434, 377, 

303, 273, 198, 187 
Non identifié 

13 12,229 395 395, 289, 242, 221 Non identifié 

14 13,684 479 
479, 401, 333, 293, 270, 

194 

Myricetin-galactoside ou 

myricetin-glucoside 

15 15,061 634 634, 534, 269 Non identifié 

16 16,109 946 
946, 735, 691, 531, 463, 

419, 317, 269, 227, 191 
Non identifié 

17 17,178 649 
649, 589, 571, 503, 435, 

367, 325, 297 

Rhamnosyl-hexosyl-acyl-

quécetine 

18 17,485 339 339 Esculoside 

19 17,770 339 339 Esculoside isomer 

20 19,765 791 791, 498, 333, 311 
Hédragénine de l'acide gluco-

glucuronique déshydraté 
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Figure 35 : Chromatogramme des ions totaux (TIC) des composés phénoliques identifiés dans les 

extraits de P.nigra par la méthode LC-ESI-MS en mode négatif et positif. 

En résumé, les molécules identifiées sont principalement des flavonoïdes, à l'exception de 

l'acide gluco-glucuronique déshydraté hedragenin qui est une saponine. Les flavonoïdes sont 

des métabolites secondaires qui appartiennent à la classe des polyphénols. Dans la nature, ces 

composés se présentent principalement sous la forme de structures glycosidiques. Ils offrent 

une protection contre les UV et possèdent de puissantes propriétés antioxydantes, 

antimutagènes, anticancérigènes et anti-inflammatoires qui sont essentielles pour les 

applications pharmaceutiques et cosmétiques (Dai et Mumper, 2010).  

III.9. Formulations à base de plantes 

La formulation d'agents de protection solaire, visant à améliorer l'effet protecteur contre 

les UV est un sujet de grande importance qui représente un véritable défi pour l'industrie 

cosmétique. L’efficacité de ces produits est principalement liée au principe actif et au degré 

de pénétration dans les couches de la peau qui dépend fortement des supports utilisés. 

Dans la présente étude, des particules chargées d'extrait ont été synthétisées par un 

système de dispersion utilisant le PVP comme matrice, un support hydrophile largement 

utilisé dans les sciences pharmaceutiques. Il permet une stabilité et une dissolution accrues 

des molécules. La figure 30 montre que l'extrait est intégré avec succès dans le PVP sous 

forme sphérique, cette intégration est médiée par la liaison hydrogène intermoléculaire entre 
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les groupes hydroxyles terminaux des composés extraits et les groupes carbonyle du PVP 

(Zhao et al., 2014). 

Cependant, la formulation préparée en dispersant les particules dans du glycérol 

présentait des indices de qualité satisfaisant les besoins du client (Tableau VIII), dont un pH 

acide de 1,95 et 2,13 dans la formulation à base de P.nigra et P.lentiscus respectivement. En 

effet, un pH relativement acide limite la prolifération bactérienne et renforce le film 

hydrolipidique protecteur à la surface de l'épiderme.  

De plus, la densité et la viscosité, qui interviennent dans la texture de l'application ont 

montré un indice de 1,168 et 0,035132 Pa.s avec une capacité d'étalement de 859,67 cm2/g 

pour la préparation à base de P.nigra. Tandis que la formulation à base d’extrait P.lentiscus a 

montré des indices de 1,165 et 0,035132 Pa.s avec une capacité d’étalement de 1920,37 cm2/g 

qui permet la formation d'un film occlusif sur l'épiderme et la surface de la peau qui facilite la 

diffusion des principes actifs. 

Tableau XVI : Résultats des paramètres d'évaluation physicochimique de la formulation. 

Formulation pH 
Viscosité 

(Pa.s) 
Densité 

Capacité 

d’étalement 

(cm2/g) 

Aspect Couleur 

P.lentiscus 2,13 0,035132 1,165 1920,37 
Homogène 

visqueux 
Blanche 

P.nigra 1,95 0,035132 1,168 859,67 
Homogène 

visqueux 
Jaune-vert clair 

 

Figure 36 : Observation au microscope optique des particules de PVP chargées d'extrait, (1) 

P.lentiscus, (2) P.nigra. 
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III.10. Activité protectrice contre les UVB 

Il a été prouvé que le rayonnement ultraviolet (UV), en particulier les UVB à ondes 

courtes (280 - 315 nm), interagissent avec de nombreux types de macromolécules cellulaires, 

entraînant la formation de photo-produits après absorption d'énergie. Ces photoproduits 

peuvent affecter négativement l’équilibre redox cellulaire, augmentant la libération des ERO 

et entraînant un stress oxydatif et une inflammation qui contribuent aux lésions cutanées. 

Cependant, l’utilisation appropriée d’un produit doté d’un indice de protection solaire est 

nécessaire pour réduire l’exposition cutanée et aux UV reçue (Batista et al., 2018). 

L'indice de protection solaire (IPS) est généralement reconnu comme l'indicateur 

universel de l'efficacité d'un produit en matière de protection solaire, notamment contre les 

rayons UVB. Les formulations préparées ont montré un FPS élevé avec une valeur de 35,97 ± 

0,93 pour l’extrait de P.lentiscus et 34,81 ± 0,07 pour l’extrait de P.nigra. Ceci suggère que 

les extraits peuvent être considérés comme un effecace agents photoprotecteurs et peuvent 

être utilisé comme ingrédient naturel dans les formulations de protection solaire topique ainsi 

que comme une alternative moins chère et plus sûre comparé aux écrans solaires chimiques 

nocifs utilisés aujourd’hui en cosmétologie.  

De plus, le FPS obtenu dans cette étude est prometteur car la protection obtenue dépasse 

celle rapportée dans d'autres études utilisant des extraits de plantes. Wagemaker et al. (2011) 

ont rapporté un facteur de protection solaire variant de 0,0 à 4,1 à partir d'extraits de 10 

espèces de Coffea. Maske et al. (2013) ont évalué les facteurs de protection solaire in vitro 

d'un extrait brut de pétales de Rosa kordesii et d'une formulation en gel, obtenant 

respectivement des valeurs de FPS de 20,15 et 3,25. Lohézic et al. (2013) ont obtenu un FPS 

d'environ 5 avec l'extrait de Lasallia pustulata. En ce qui concerne Badea et al. (2015), la 

conception de vecteurs lipidiques nanostructurés contenant diverses huiles végétales telles que 

l'huile de graines de grenade, l'huile de germe de blé, l'huile de graines de cassis, l'huile de 

sésame, l'huile de carotte, l'huile de graines de framboise et l'huile de son de riz, ainsi que 

leurs combinaisons, a démontré une efficacité améliorée, notamment avec la crème à base 

d'huile de graines de grenade, qui avait un facteur de protection solaire de 4,1. De plus, la 

combinaison d'huile de graines de grenade et d'huile de germe de blé a obtenu un FPS encore 

plus élevé, atteignant 5,1. 

En effet, cette capacité pourrait être liée à la présence de métabolites secondaires ayant 

des propriétés antioxydantes, qui pourraient être responsables de l'absorption intense des 
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rayons UV. Sur la base des résultats des activités biologiques précédentes, l'extrait peut 

présenter un effet photoprotecteur ou chimiopréventif contre les dommages cutanés induits 

par les UVB en réduisant ou en inhibant le stress oxydatif et la réponse inflammatoire. De 

plus, l’effet photoprotecteur des extraits est principalement liée aux composés identifiés et en 

particulier au glycoside de myricétine et aux dérivés de la quercétine, qui ont déjà été 

rapportés dans la littérature comme des antioxydants capables de piéger les radicaux libres 

responsables du photovieillissement de la peau et de prévenir les dommages induits par les 

ultraviolets B (UVB) sur les kératinocytes (Huang et al., 2010 ; Choquenet et al., 2008). 

III.11. Tolérance cutanée 

Dans le cadre de cette étude, l'innocuité des formulations préparées a été évaluée à une 

dose unique appliquée sur la peau. Les réactions caractéristiques enregistrées aux intervalles 

de 24, 48 et 72 heures sont consignées dans le tableau IX. Conformément à l'indice d'irritation 

primaire calculé, aucune manifestation cutanée n'a été observée, indiquant ainsi l'absence 

d'effet irritant de l'extrait. Dans cette perspective, l’innocuité des extraits valide son utilisation 

comme écran total.  

Tableau XVII : Observation des manifestations cutanées de la formulation à base d’extrait. 

Période 
P.lentiscus P.nigra 

Erythème Œdème IC IP Erythème Œdème IC IP 

24h 0 0 0 0 0 0 0 0 

48h 0 0 0 0 0 0 0 0 

72h 0 0 0 0 0 0 0 0 
 

De plus, de nombreuses études antérieures ont affirmé que les extraits de feuilles de P. 

lentiscus ne sont pas cytotoxiques en utilisant plusieurs modèles expérimentaux (Milia et al., 

2021). En outre des études précédente, que des souris traitées par une dose de 200mg/Kg 

d’extrait éthanolique de P.nigra n’ont montré aucune toxicité (Debbache et al., 2013). Ainsi 

que, il a été établi qu’une préparation de P.nigra à 0,1 % testé sur l'épiderme humain 

reconstitué a montrait une faible toxicité (Maack et Pegard, 2016). Ce qui révèle L’innocuité 

de l'extrait végétal riche en composés phénoliques.  
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Conclusion et perspectives  

La présente étude avait pour objectifs l’optimisation de l’extraction des composés 

phénolique de deux plantes médicinales Pistacia lentiscus et Populus nigra, l’évaluation de 

des activités biologiques des extraits obtenus, à savoir l’activité antioxydante, l’anti-

inflammatoire et l’effet photoprotecteur, ainsi que à l’analyse phytochimique. 

Les résiltats de la présente étude révelent que l'utilisation de l'extraction assistée par 

ultrasons s'avère efficace pour extraire les polyphénols, en utilisant l'acide lactique comme 

solvant d’extraction. En outre, l'intégration d'un plan d'expériences s'est avérée être un moyen 

efficace d'anticiper et d'optimiser les rendements d'extraction. 

L'examen phytochimique a mis en évidence une plus grande abondance de composés 

phénoliques totaux, flavonoïdes, tanins et saponines dans les feuilles de l'espèce P.lentiscus, 

tandis que les bourgeons de Populus nigra ont montré une concentration plus élevée en 

protéines, ainsi ces résultats confirment l'usage traditionnel de ces espèces végétales. 

L'évaluation des activités biologiques des extraits de P. lentiscus et P. nigra a mis en 

évidence un potentiel antioxydant notable, attesté par divers tests anti-oxydants qui ont révélé 

une capacité réductrice du molybdate et du fer. De surcroît, ces extraits ont démontré une 

activité antiradicalaire significative contre plusieurs types de radicaux libres, incluant le 

radical DPPH, le radical ABTS, ainsi que le radical hydroxyle. 

Par ailleurs, l'extrait de P. lentiscus a démontré une activité anti-inflammatoire notable, se 

traduisant par une inhibition des médiateurs inflammatoires, notamment l'oxyde nitrique, une 

inhibition de l'activité enzymatique de la cyclooxygénase et de la myéloperoxydase. 

En outre, l'évaluation de l'effet photoprotecteur de la formulation réalisée a montré un 

excellent facteur de protection solaire, fortement lié à la présence de composés phénoliques. 

De plus, le potentiel antioxydant et l'activité anti-inflammatoire révélés pourraient constituer 

un mode d'action alternatif et une stratégie a double effet pour renforcer l'effet 

photoprotecteur et de prévenir ou de ralentir les dommages cellulaires en inhibant les radicaux 

libres et les médiateurs pro-inflammatoires qui sont impliqués dans le stress oxydatif et les 

lésions cellulaires induites par les UVB.  

Dans cette perspective et dans le but de compléter ce travail, les résultats obtenus nous 

permettent de poursuivre cette étude dans des essais cliniques. Aussi, il serait intéressant 

d’isoler et de caractériser tous les composés phénoliques des deux extraits, pour une meilleure 
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compréhension des mécanismes moléculaire responsables des différentes activités biologiques 

de cette plante. 
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Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des tanins condensés 

 

Courbe d’étalonnage de la diosgénine pour le dosage des saponines 

 

Courbe d’étalonnage de BSA pour le dosage des protéines 
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Courbe d’étalonnage de trolox dans le test d’inhibition du DPPH
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Courbe d’étalonnage de trolox dans le test d’inhibition d’ABTS+ 
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Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique dans le test de pouvoir réducteur 

 

Courbe d’acide ascorbique dans le test d’inhibition du radical hydroxyle 

 

Courbe d’étalonnage d’EDTA dans le test de chélation de fer 
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Tableau 1 : Correlation entre l'effet érythémogène (EE) et l'intensité du rayonnement pour 

chaque longueur d'onde (I). 

Longeur d’onde (λ nm) EE * I (λ)  

290 0,0150 

295 0,0817 

300 0,2874 

305 0,3278 

310 0,1864 

315 0,0837 

320 0,0180 
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Many studies have been conducted on the biological potential of medicinal plant extracts; the present study
looked into the use of antioxidant extracts from P.nigra buds in cosmetic formulations to boost photoprotec-
tion potential, with a particular emphasis on green extraction and the biological activities of these com-
pounds. Extraction of phenolic compounds using ultrasonically assisted lactic acid reported content of
42.64 § 0.16 mg GAE/g dw with an antioxidant potential of 72.20 § 1.05 mmol TE/100g dw and
72.73 § 2.59 mg AAE/g dw for DPPH� and OH� scavenging activities, respectively. Furthermore, a significant
iron chelation capacity of the extract was recorded (104.45 § 1.66 mg EDTA E/g dw). In addition, a strong
anti-inflammatory activity of the extract was demonstrated (IC50 : 0.122 and 0.1788%) for the inhibition of
the mono-nitrogen oxide radical and cyclooxygenase respectively. The evaluation of the photoprotective
effect expressed a high protection factor (34.81) and no irritant effects. Chemical analysis of the crude
extracts was carried out by FTIR, LC-MS and GC-MS. The FTIR spectral study revealed the presence of different
functional groups such as alcohols, ketones and amines, indicating the richness of the extract in various
metabolites. GC-MS and LC-MS studies revealed the presence of 15 bioactive compounds, of which 9 phe-
nolics and 6 organic acid components were identified for the first time in P.nigra buds. This approach using
lactic acid as an ecological solvent and ultrasound as an alternative energy source represents a good choice
for the design of an extraction system of bioactive compounds with antioxidant, anti-inflammatory and pho-
toprotective properties. Further studies are needed to extend the screening approach anti-irritancy to
develop antioxidant-enriched.

© 2023 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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Populus nigra L
Formulation
Ultrasound-assisted extraction
Lactic acid
LC-MS analysis
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1. Introduction

Many studies have argued the deleterious effects induced by
ultraviolet radiation, mainly UVB, which can cause skin lesions and
diseases such as edema, hyperpigmentation, erythema, sunburn and
cancer. UVB-induced photodamage mainly, by stimulating pro-
inflammatory cytokines expression, and matrix metalloproteinases
and inducing an overproduction of reactive oxygen species (ROS).
Therefore, Natural product-based drug discovery with strong antioxi-
dant, anti-inflammatory and photoprotective activity has raised con-
siderable interest in the search for an effective strategy for
developing a therapeutic or cosmetic agent to treat skin damage and
UVB-induced stress (Wang et al., 2021).

From this perspective, Botanical studies have considerably
increased in recent years with the aim of implementing new natural
substances derived from green chemistry. Many medicinal plants of
about 70000 species have been used by humans to treat various dis-
eases for thousands of years. In addition, the majority of the world’s
traditional communities still depend on traditional herbal treatments
to cure their common ailments, as well as to protect their health.
Today, nearly 25% of all medicines in the developed world contain
components derived from medicinal plants (Balos, 2023; Selvi et al.,
2022; G€uler et al., 2021).

Our project takes into account environmental awareness and the
2030 Agenda for Sustainable Development including the efficient use
of natural resources and the environmentally sound management of

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.sajb.2023.08.063&domain=pdf
mailto:sidali.zaidi@univ-bejaia.dz
mailto:nadjet.benaida@univ-bejaia.dz
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http://www.ScienceDirect.com
http://www.elsevier.com/locate/sajb


S. Zaidi, N. Benaida-Debbache, Z. Medjahed et al. South African Journal of Botany 161 (2023) 666�677
chemicals and all wastes. In addition, a large number of investiga-
tions show that waste could be a valuable and low-cost alternative
source for obtaining high-value compounds used in the pharmaceuti-
cal, medical or food industries, thus making it possible to implement
the circular economy and reduce the production of organic waste
(Palos-Hern�andez et al., 2022).

The buds of P.nigra constitute a renewable natural residue and a
valuable source of bioactive compounds, responsible for antioxidant,
anti-inflammatory, antifungal (Debbache et al., 2014), hepatoprotec-
tive, vasorelaxant (Debbache et al., 2013), antimicrobial (Vardar-€Unl€u
et al., 2008), anti-hyperuricemic, neuroprotector, (Debbache at al.,
2018), antidiabetic (Peng et al., 2018) and anti-tumor properties (Kis
et al., 2022). Several findings have elucidated that buds extract
has beneficial effects against skin infections and anti-aging potential
(Maack et al., 2016). Moreover, the buds were used traditionally as a
tincture against asthma and other respiratory ailments, such as bron-
chitis, cough, trachea, laryngitis, sore throat and influenza. In addi-
tion, the buds were used to treat gout, pulmonary hemorrhage and as
an ointment in the treatment of dermatological disorders such as
ulcerations, hemorrhoids, anal pain, fissures and rheumatic inflam-
mation (Kis et al., 2020). P.nigra is a species with a wide natural distri-
bution. In Europe, it is found from the northern British Isles to the
Mediterranean coast. At the southern end of its range, it is found in
parts of North Africa and the Middle East. In the east, its range
extends as far as Kazakstan and China. It is also cultivated in India
between 26 and 29° N latitude and is naturalized in North and South
America (Tebbi and Debbache, 2022).

To design a sustainable alternative in the extraction of bioactive
compounds from natural waste following the basic principles of
green chemistry, the ultrasound-assisted extraction using lactic acid
represents an opportunity to develop a functional extract (Da Silva et
al. 2022).

The present study aims to introduce a green extract based on Pop-
ulus nigra buds obtained by a sustainable process in particular ultra-
sound-assisted extraction using lactic acid as agro solvent oriented
for prospective application in skin care as a source of high value-
added active compounds capable of reducing harmful damage caused
by excessive exposure to solar radiation (UVB) through the evalua-
tion of antioxidant, anti-inflammatory and photoprotective activity.
In addition, the study of skin irritation and the identification of bioac-
tive compounds were addressed in this work.

2. Materials and methods

2.1. Instrumentation

Electric grinder (IKA WERKE), magnetic stirrer (AM4), refrigerated
centrifuge (sigma) 2-16 PK, balance (AS 220/CI2), vortex (V-1 plus)
BOECO, Ultrasonic LT-100 PRO (100 W/ 40 Khz), water bath (Mem-
mert), spectrophotometer UV-Vis (Shimadzu UV-1800), Microplate
reader (BioTek Synergy HTX), Microplate incubator (Boeco), FTIR
spectrophotometer (Shimadzu FTRI-8400s), LC-MS (Shimadzu LCMS
8040), GC-MS (Shimadzu QP2010 type EI 70ev).

2.2. Chemicals used

All reagents and chemicals used were of analytical grade: Ammo-
nium hydroxide, Magnesium, were purchased from Biochem Chemo-
pharma (USA), ethanol, glycerol, L-lactic acid, dim�ethylsulfoxyde,
2,2-diph�enyl 1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,20-azino-bis acid (ABTS),
cyclooxygenase (COX), N, N, N’N’-t�etram�ethyl-1,4-ph�enyl�enedi-
amine, arachidonic acid, heme, potassium persulfate (99%), sodium
salicylate were obtained from Sigma Aldrich (Germany), Na2HPO4,

NaH2PO4, hydrochloric acid (HCl), NaOH, AlCl3, bovine serum albumin
(BSA), hydrogen peroxide (H2O2) (95%), tris-HCl (C4H12ClNO3), tris
(Hydroxym�ethyl)aminomethane are from Alpha Chemical (India),
667
gallic acid, quercetin, catechin, diosgenin, ascorbic acid, trolox, folin
ciocalteu reagent was obtained from Chim-oza (French), Na2CO3 Sul-
furic acid, coomassie brilliant blue G-250, phosphoric acid, trichloro-
acetic acid (TCA), polyvinylpyrrolidone, sodium-nitroprusside, a-
naphthyl ethylenediamine, sulfanilic acid were obtained from Prolab
(French). FeSO4, acetic anhydride, potassium ferrocyanide, ferric
chloride FeCl3 from Panreac (Spain).

2.3. Plant material

The fresh flower buds of P.nigra L. were harvested in March 2021
from a rural area of Marj Waman (GPS: 36.644° N, 4.921° E- Bejaïa
province, Algeria). The plant name corresponds to the latest revised
plant list (http://plantlist.org). The collected plant was authenticated
in the laboratory of botany (University of Bejaïa, Algeria). A dried
voucher specimen was archived in the Herbarium of medicinal plants
(voucher N° ph001_43) of the National Superior School of Agronomy
of El Harrach, Algiers, (Algeria).

The harvested samples were washed and then dried in the oven at
40°C for 5 days, the dried sample was reduced to a powder of 63 mm
using an electric mill (Kika Labortechnik, Staufen, Germany) and
stored in the dark at �20°C until use

2.4. Animals

NMRI (Naval Medical Research Institute) females (6-7 weeks old,
30�35 g) from the Institut Pasteur in Algiers, Algeria, were used for
this study. The animals were acclimatized to laboratory conditions
two weeks before testing. They were housed under standard condi-
tions (25 § 1°C, 50% humidity, 12 h/12 h light/dark cycle) with access
to standard food and water. Animals were handled according to the
recommendations of the International Ethics Committee (EU Direc-
tive 2010/63/EU for animal experiments).

2.5. Extraction procedure

In the present study, ultrasound-assisted extraction of active com-
pounds was introduced under optimized conditions based on a pre-
liminary study, briefly 10 g of plant powder was mixed with 100 ml
lactic acid (67.5%) emerged for 20 min in an ultrasonic water bath
(40 KHz) at 38°C. After the extraction, the mixture was centrifuged at
8000 g for 20 min and the resulting solution was transferred into
15 ml tubes and stored at -20°C for further analysis.

2.6. Phytochemical screening

Phytochemical analysis of the different constituents with pharma-
cological interest was performed on the crude extract using analytical
techniques described in the literature (Gangwar et al., 2014; Haddou-
chi et al., 2016; Khan et al., 2011; Daira et al., 2016; Souley Kallo et
al., 2018).

2.7. Detection of alkaloid

The formation of a reddish-brown precipitate after the addition of
1 ml of Dragendorffs reagent to the extract indicates the presence of
alkaloids.

2.8. Detection of polyphenols

The presence of flavonoids was revealed using a volume of 0.5 ml
of extract treated with 10 drops of concentrated hydrochloric acid
and 2 mg of magnesium turnings. The pink-red or yellow coloration
developed after three minutes of incubation at room temperature.

The existence of tannins was revealed by adding 8 drops of a ferric
chloride solution (1%) to 1 ml of extract. The development of a

http://plantlist.org
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greenish coloration indicates the presence of catechic tannins or
blue-blackish revealing the gallic tannins.

The anthocyanins were experimented by adding extract (5 ml) to
5 ml of sulfuric acid (H2SO4) and 5 ml of ammonium hydroxide
(NH4OH). The color red in an acidic medium to purplish blue in the
basic medium indicates the presence of anthocyanins.

To test the presence of leucoanthocyanins, extract (5 ml) and 4 ml
of hydrochloric alcohol (Ethanol/Pure HCl 3/1 v/v) were introduced
into a test tube and heated in a water bath at 50°C for 2 min. The
appearance of a cherry red color indicates the presence of leucoan-
thocyanins.

To testify to the presence of coumarins, a volume of 0.5 ml of 10%
Sodium hydroxide (NaOH) was added to 2 ml of extract. After heating
(50°C/5 min) and cooling, 4 ml of distilled water was added and the
solution becomes transparent compared to the control. If the cou-
marins were present, a solution turns cloudy after the addition of HCl
with the formation of a precipitate.

The presence of quinones was detected by the addition of a few
drops of 10% Sodium hydroxide (NaOH) to extract, when the aqueous
phase turns yellow, red or purple, it indicates a positive result.

2.8.1. Detection of glycoside
To detect saponins glycosides, 2 ml of extract was added to water

(8 ml) and followed by vigorous shaking. The formation of a stable
foam revealed their presence. The presence of cardiac glycoside in
the extract was carried out using pyridine and an alkaline sodium
solution of nitroprusside which showed a bright red color.

2.8.2. Detection of steroids and terpenoids
The steroids were detected with a mixture of 5 ml of acetic anhy-

dride, 5 ml of the extract and 0.5 ml of concentrated sulfuric acid
(H2SO4). A violet coloration that turns blue and then green indicates a
positive reaction. About the revelation of terpenoids, 5 ml of the
extract is mixed with 2 ml of chloroform and 3 ml of concentrated
sulfuric acid. The appearance of a reddish-brown ring at the interface
indicates their presence.

2.8.3. Detection of protein
Proteins were analyzed by the heat test, coagulation of samples

when heated in boiling water indicates a positive test

2.9. Colorimetric assay

2.9.1. Determination of polyphenols
The total polyphenol content of extracts was estimated by the

Folin-Ciocalteu method (Moldovan et al., 2021). Briefly, 20 ml of
extract was combined with 100 ml of Folin-Ciocalteau reagent solu-
tion (1/10). The mixture was carefully shaken and incubated at room
temperature for 2 � 3 min, then 80ml of 7.5% sodium carbonate solu-
tion (Na2CO3) were added and incubated for 30 min. The absorbance
was measured at 760 nm using a UV spectrophotometer. Total phe-
nolic content was expressed as mg of gallic acid equivalent per g of
dry weight (mg GAE/g dw).

2.9.2. Determination of flavonoid content
The total flavonoid content was evaluated by the aluminum tri-

chloride method (Djeridane et al., 2006) which consists of adding
extract or standard (1 ml) to 1 ml of AlCl3 solution (2% in methanol).
After 15 min of incubation, the absorbance was read at 430 nm. Fla-
vonoid content was expressed as mg quercetin equivalent per g dry
weight (mg QE/g dw).

2.9.3. Determination of tannin content
The estimation of the condensed tannin content was performed

according to the protocol of Kouam�e et al. (2021). A volume of 50 ml
of extract was mixed with 1.5 ml of methanolic solution of vanillin
668
(4%) followed by 750 ml of concentrated hydrochloric acid solution.
After 20 min of incubation, the absorbance was recorded at 550 nm.
The results were expressed as mg tannic acid equivalent per g dry
weight (mg TAE/g dw).
2.9.4. Determination of saponin content
The determination of saponins was achieved according to the pro-

tocol of Ncube et al. (2011). A reaction mixture containing 250 ml of
extract, 250 ml of vanillin (8%) and 2.5 ml of sulfuric acid (72%) was
incubated at 60°C for 10 min. After cooling, the absorbance was mea-
sured at 544 nm. The results were defined as diosgenin equivalents
per g of dry weight (mg DE/g dw).
2.9.5. Determination of protein content
Proteins were quantified using the Bradford method described by

Valipoor et al. (2015). Briefly, extract (50 ml) was mixed with 200 ml
of the Bradford reagent. After incubation for 5 min, the optical densi-
ties are read at 595 nm. The protein content was expressed as mg
bovine serum albumin equivalent per g of dry weight (mg BSAE/g
dw).
2.10. Evaluation of antioxidant potential
2.10.1. DPPH� scavenging activity
The DPPH� scavenging activity of plant extract was determined

according to the method described by Ambarwati et al. (2021). Plant
extract or standard (20 ml) was added to 180 ml of methanol DPPH�

solution (150 mM). After incubation at 37°C for 30 min, the absor-
bance was recorded at 515 nm. The scavenging potential of
the extract was expressed as mmol Trolox equivalent per 100 g of
dry weight (mmol TE/100 g dw).
2.10.2. ABTS�+ scavenging activity assay
The potential for anti-radical activity against the ABTS�+ radical

was evaluated using the method of Re et al. (1999). ABTS radical cat-
ion (ABTS�+) was prepared by mixing ABTS (7 mM) stock solution
with K2S2O8 (2.45 mM) (1/1, V/V) and kept in the dark for 12 to 16 h.
PBS solution (4 mM; pH 7.4) was diluted to obtain an absorbance of
0.700 § 0.02 at 734 nm. The Extract or standard (20 ml) was added to
180 ml of a free radical solution, and the absorbance was read at 30°C
for 10 min. The scavenging potential of extracts was expressed as
mmol Trolox equivalent per 100 g of dry weight (mmol TE/100 g
dw).
2.10.3. Reducing power
The reducing power was determined according to the method

recommended by Menakh et al. (2020). A volume of 10 ml of the
extract or standard was mixed with 40 ml of phosphate buffer and
50 ml K3Fe(CN)6 (1%), after incubation at 50°C for 20 min, 50 ml of
10% TCA then 40 ml of H2O and 10 ml of FeCl3 (0.1%) were added. The
absorbance was measured at 700 nm. The reducing power of the
extract was expressed as mg ascorbic acid equivalent per g of dry
weight (mg AAE/g dw).
2.10.4. Test of molybdate phosphate
The total antioxidant activity was measured by the molybdate

phosphate test according to the protocol of Prieto et al. (1999). A vol-
ume of 3 ml of reagent (0.6 M sulfuric acid, 28 mM sodium phos-
phate, 4 mM ammonium molybdate) was added to 0.3 ml of extract,
then the mixture was incubated at 95°C for 90 min and the absor-
bance was read at 695 nm. The total antioxidant potential of extracts
was expressed as mg gallic acid equivalent per g of dry weight (mg
GAE/g dw).
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2.10.5. Hydroxyl radical (OH�) scavenging activity
A reaction mixture (3 ml) containing: 1 ml FeSO4 (1.5 mM), 0.7 ml

hydrogen peroxide (6 mM), 0.3 ml sodium salicylate (20 mM) and
1 ml of extract was incubated for 1 h at 37°C. Then, the absorbance of
the hydroxylated salicylate complex was measured at 562 nm (Raja-
manikandan et al., 2011). The scavenging activity was expressed as
mg ascorbic acid equivalent per g of dry weight (mg AAE/g dw).

2.10.6. Chelating power of ferrous ions
The ferric ion chelating power of the extract was determined

according to the method of Wang et al. (2009). A solution of extract
or standard (100 ml) was mixed with 135 ml of distilled water and
5 ml of FeCl2 (2 mM), then the reaction was initiated by the addition
of 10 ml of ferrozine (5 mM). After mixing and incubation for 10 min
at room temperature, the absorbance was recorded at 562 nm. The
chelating power of the extract was expressed as mg Ethylene-
diamine-tetra-acetic acid equivalent per g of dry weight (mg EDTAE/
g dw).

2.11. Anti-inflammatory activity

2.11.1. Nitric oxide radical scavenging assay
Nitric oxide radical (NO�) was produced from sodium nitroprus-

side and measured by the Griess reaction according to the method
described by Marcocci et al. (1994). Briefly, 50 ml of sodium nitro-
prusside (10 mM) dissolved in PBS (pH 7.4) was mixed with 50 ml of
the test sample and incubated at 25°C for 150 min. The amount of
NO� produced by sodium nitroprusside was determined by Griess’
reagent (0.1% a-naphthyl ethylenediamine and 1% sulfanilic acid in
5% phosphoric acid) and measured at 564 nm. The activity of nitric
oxide scavenging by the extract was expressed as percent inhibition
determined according to the following equation (Eq. (1)):

% ¼ Abs ctrolð Þ � Abs extð Þ
Abs ctrolð Þ � 100 ð1Þ

Abs(ctrol): control absorbance
Abs(ext): extract absorbance

2.11.2. Cyclooxygenase inhibition
The COX-1 inhibitory activity of extracts was evaluated according

to the method of Reddy et al. (2009). Briefly, 130 ml of Tri-HCl buffer
(100 mM), 10 ml of heme (15 mM in DMSO), 10 ml of COX-1 enzyme
(5U in Tris-HCl buffer) and 20 ml of extract was transferred to a 96-
well microplate. After shaking for 20 s, the plate was incubated at 25°
C for 10 min. then, a volume of 20ml arachidonic acid (2.2 mM in eth-
anol/DMSO v/v) and 20 ml TMPD (3 mg/ml in DMSO) were added
with careful shaking to start the reaction. After incubation at 25°C for
10 min, the absorbance of each well was measured at 603 nm with a
microplate reader and the results were expressed as percent inhibi-
tion (Eq. (1)).

2.12. Extract-charged particle-based formulation

The principle of this formulation is to disperse 5 ml of the crude
extract stock solution with 35 ml of a 5% polyvinylpyrrolidone (PVP)
solution under stirring for 30 min. The resulting preparation is then
mixed with 60 ml glycerol and stored in an opaque flask. Organolep-
tic and physicochemical parameters such as appearance, color, pH,
viscosity, density and spreadability were determined.

2.12.1. Protective activity against UVB radiation
To evaluate the protective activity of the extract against UVB radi-

ation, the method of Mansur et al (1986) was adopted. Briefly, 100 ml
of the prepared formulation was measured in a spectrophotometer at
wavelengths between 290 and 320 nm with intervals of 5 nm and
the recorded absorbances were used to calculate the sun protection
669
factor value according to the following equation (Eq. (2)):

SPF : CF �
X 320

290
EF λð Þ � Abs λð Þ ð2Þ

EE: erythemogenic effect
I: the radiation intensity
Abs: absorbance of extract
CF: correction factor (=10)
2.12.2. Cutaneous irritation
The effect of dermal exposure to the extract on skin irritation was

assessed in vivo on non-pregnant female NMRI albino mice. The backs
and flanks of the mice were shaved using an electric clipper and 24 h
later, 0.1 ml of the formulation was applied under a semi-occlusive
dressing. The skin irritation index was assessed visually using the
Draize score after 24, 48 and 72 h of extract application, and was
expressed according to the following equation (Eq. (3)) (Merdana et
al., 2020).

I:P ¼
X

I:Cmoy=n ð3Þ
P

I.C: sum of the mean skin irritation indices obtained at each
period n: number of reading periods
2.13. FTIR spectroscopy analysis

A drop of the extract was deposited between two KBr plates and
for FT-IR measurement in the frequency range of 4.000�400 cm
using a Fourier Transform Infrared Spectrometer (FTIR) of the type
Agilent Cary 640.
2.14. GC-MS analysis

The extract was analyzed using a chromatography system (Shi-
madzu QP2010 type EI 70ev) coupled to a quadrupole mass spec-
trometer using an electron ionization (EI) source. A volume (2 mL) of
the sample was injected into the GC-MS equipped with a split injec-
tor and an analytical column type SE 30 (25 m, 0.25 mm) connected
to the system set at 93.9 kPa initiated at 50°C for 1 min, then heated
to 125°C and 250°C at 5°C/min and maintained for 10 min using
helium as a carrier gas (1 ml/min). The MS is used in ACQ mode
sweeping from m/z 40 to 550.0 and in full scan mode mass spectra
recorded in the range of 40 to 550 (m/z) were identified by compar-
ing the mass spectra with the GC-MS library database version NIST
08-S.
2.15. LC-MS analysis

P.nigra bud extract was analyzed by LC-MS (Shimadzu LCMS
8040) coupled to Q-3 mass spectrometry in electrospray negative
and positive ionization mode. Chromatographic separation was per-
formed on a C18 XSelect column (150 mm £ 2.1 mm, 3.5 mm) with
reversed phase. The mobile phase consisted of a mixture of acidified
water (0.1% HCOOH) (eluent A) and acetonitrile (eluent B) that
evolved under the following gradient conditions: 0�3 min, 10% B:
3�6 min, 30% B: 6�10 min, 50% B: 10�15 min, 75% B: 15�20 min,
100% B: 20�24 min, 50% B: 24�28 min 30% B: 28�40 min 10% B.

The oven temperature of the HPLC technique was maintained at
40°C with a flow rate of 0.25 ml/min and a sample volume of 10 ml.
Compared to literature data ions were identified based on their exact
mass (m/z), isotope ratio, and fragmentation path compared to litera-
ture data.



Table 2
Phytochemical analysis of P.nigra extract.

Plant compounds The content (mg E/g dw)

Polyphenols 42.64 § 0.16 (mg GAE/g dw)
Flavonoid 10.07 § 0.71 (mg QE/g dw)
Condensed Tannin 6.75 § 0.77 (mg TAE/g dw)
Saponin 66.15 § 6.65 (mg DE/g dw)
Protein 50.72 § 1.05 (mg BSAE/g dw)

Results are expressed as the mean § SD of three deter-
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2.16. Statistical analysis

The results are expressed as means of three replicates § standard
deviation. GraphPad Prism 5 program was used to compare the data
by the analysis of the variance (ANOVA/MANOVA) and the differen-
ces among means were determined using the LSD test (Least Signifi-
cant Difference) taking a significance level at p � 0.05. The means of
the treatments were compared by student test and the least signifi-
cant difference was calculated for a = 0.05.
minations.
3. Result and discussion

3.1. Phytochemical screening

The phytochemical screening of crude extracts of buds sample
of P.nigra revealed the presence of some secondary metabolites such
as flavonoids, catechic tannins, terpenoids, saponin, coumarin, car-
diotonic glycoside and quinone. Also, the proteins known as antioxi-
dants and anti-inflammatory compounds were detected (Table 1).

The use of lactic acid as a solvent showed a better extraction of the
different chemical families compared to the result obtained by
Merghache et al. (2018).
3.2. Colorimetric assay of various metabolites from P.nigra buds

Plant metabolites are important compounds in skin care formula-
tions, in particular phenolic acids, flavonoids, saponins and amino
acids acting as UV photo protectors that enhance epidermal antioxi-
dant activity and prevent the deleterious symptoms of solar irradia-
tion (Soto et al., 2015). However, developing an enriched extract for
cosmetic purposes involving the use of an eco-extraction from a
renewable source of active compounds under soft and green chemis-
try conditions is desired.

The quantification results are presented in Table 2, the recovery of
phenolic compounds (42.64 § 0.16 mg GAE/g dw) was found to bet-
ter than those obtained in the literature, including conventional
(10.43 § 0.20 mg GAE/g dw) and unconventional techniques
(31.09 mg GAE/g dw) (Ku�s et al., 2018; Pietrzak et al., 2017). This
increase in product yield was due to the effect of ultrasound, it has
been shown that ultrasound waves through a liquid medium induce
cavitation that generates a rupture of the plant wall and a release of
bioactive compounds for enriching the extract (Chemat et al., 2017).

In addition, the phenolic content was significantly better than the
contents found in wood and bark obtained by the supercritical CO2

(scCO2) extraction method (17.30 § 0.94 mg GAE/g dw) and
(7.00 § 0.11 mg GAE/g dw), respectively. The phenolic content
obtained by maceration was recorded in roots and leaves at
17.5 § 1.2 mg GAE/g dw and 12.1 § 0.8 mg GAE/g dw respectively
(Ostolski et al., 2021; Hachani et al., 2019). Phenolic compounds
Table 1
Qualitative phytochemical analysis
of P.nigra L. buds extract.

Plant constituents Extract

Alkaloid �
Flavonoid +
Gallic tannin �
Catechic tannin +
Anthocyan �
Leuco Anthocyanin �
Terpenoid +
Saponin +
Protein +
Coumarin +
Cardiotonic Glycoside +
Quinone +
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extraction richness and yield for green extraction method from buds
prompted us to investigate the biological potential of the extract.

Our results are still better than those found in other species of the
same populus genus, with levels of 35.7 mg GAE/g dw for the hydro-
alcoholic extract of P.tremula cortex, 20.93 mg GAE/g dw and 5.18 mg
GAE/g dw for the hydroalcoholic extract of Populus spp leaves and
roots, respectively, and 33.1 mg GAE/g dw recorded in Salix alba, a
species belonging to the same family (Golubkina et al., 2022 ; Popovi�c
et al., 2016).

Quantification of flavonoids and catechic tannins revealed content
of 10.07 § 0.71 mg QE/g dw and 6.75 § 0.77 mg TAE/g dw respec-
tively, this flavonoid content is better than that expressed in aqueous
extracts of order 5.54§ 0.002 mg QE/g and 1.52 mg QE/g dw reported
by Paşca et al. (2016) and Olba-Zięty et al. (2022), respectively. Fur-
thermore, the results obtained by the ultrasound-assisted extraction
method are better than those reported by Olba-Zięty et al. (2022)
with the supercritical extraction method of order 1.33 QE/g dw as
well as superior to those obtained with Ostolski et al. (2021) in wood
and bark of P.nigra obtained respectively by scCO2 0.88 § 0.04;
10.28 § 0.13 mg QE/g dw, scCO2-water 1.85 § 0.03; 0.95 § 0.01 mg
QE/g dw and water 0.49 § 0.02; 1.12 § 0.01 mg QE/g dw. These
results indicate the effectiveness of ultrasound in extracting this class
of secondary metabolites, compared to other methods. While, the
obtained tannin content is lower than that expressed in the aqueous
extract from different P.nigra biomass such as leaf (10.9 § 0.6), root
extract (11.7 § 0.8) and litter extract (15.9 § 1.1) mg TAE/ g dw
(Hachani et al., 2019).

The variations observed in the results for total flavonoid and tan-
nin contents could be due to various factors such as climatic factors,
plant matrix noted vegetative season, harvesting period and extrac-
tion technique, as well as solvent properties. It has also been shown
that the extraction efficiency of this class of metabolite can be influ-
enced by the degree of polarity of the solvent, as well as by the chem-
ical nature of the plant matrix components (Dai and Mumper, 2010).
Our data underline that the extract of P.nigra buds is a valuable
source of phenolic compounds to be valorized as a natural waste
product.

Saponins and proteins are increasingly appreciated for their bio-
logical activities. In this study, a concentration of 66.15 § 6.65 mg
DE/g dw; 70.50 § 4.56 mg BSAE/g dw, respectively were obtained.
Saponins and proteins are promising compounds in pain-relieving,
anti-inflammatory effects and skin healing (Kim et al., 2011; Barba et
al., 2008). The results validate the use of the extract for body care cos-
metic products. In addition, P.nigra buds can be considered as a pro-
tein-rich biomass waste compared to food waste such as Cucumis
sativus peel (63.59 § 0.13 mg BSAE/g dw), Solanum tuberosum peel
(46.50 § 0.20 mg BSAE/g dw), onion peel (38.07 § 0.86 mg BSAE/g
dw) and garlic peel (33.17 § 0.33 mg BSAE/g dw) (Biswas et al., 2021;
Saha et al., 2022).

3.3. Antioxidant activity of the crude extract

The phytochemicals reported in Table 2 are known to have medic-
inal importance. In this study, several complementary methods were
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used to evaluate the antioxidant activity of the plant extract. Table 3
presents the results of free radical scavenging activity, total antioxi-
dant activity, reducing and chelating power of the extracts.

The free radical scavenging activity of P.nigra bud extract was
examined using DPPH� and ABTS�+ methods. The results revealed an
antioxidant potential with a value of 72.20 § 1.05 mmol TE/100 g dw
and 24.19 § 1.01 mmol TE/100 g dw respectively. According to Dawi-
dowiez et al. (2006), this activity is closely linked to antioxidant sub-
stances, in particular to the number of hydroxyl groups on the
phenolic ring via a hydrogen atom transfer mechanism that neutral-
izes free radicals at their aromatic ring structures which allows delo-
calization of the unpaired electron (Ivanova et al., 2020). Although P.
nigra buds are the main source of propolis, studies on Romanian
propolis samples reported weak antioxidant activity of order
4.92 § 0.01 and 12.16 § 0.20 (mmol TE/100 g dw) against DPPH� and
ABTS�+, respectively. These results suggest that this extraction
method is an alternative process for preserving the antioxidant prop-
erties of the extract and the phytochemicals compounds of P.nigra
buds that should be explored as a potentially novel and effective nat-
ural antioxidant in the prevention of UVB-induced oxidative stress
(Gatea et al., 2015).

The antioxidant-reductive potential of P.nigra extract was evalu-
ated by the iron-reducing power test and the phosphomolybdenum
method, which assess the capacity of the extract to reduce metals
and the generation of free radicals involved in lipid peroxidation
(Shahidi et al., 2015).

The phosphomolybdenum test of the extract showed a potential
of162.88 § 6.52 mg GAE/g dw while the reducing power expressed a
value of 56.86 § 0.53 mg AAE/g dw which is significantly higher than
that reported by Popovi�c et al. (2016) in leaves (7.64 to 10.51 mg
AAE/g dw) and roots (2.15 to 2.69 mg AAE/g dw) of hybridized P.
nigra. This study demonstrates the ability of the extract antioxidants
to reduce metal ions based on single or multiple electron pair transfer
reactions.

When evaluating the reducing potential of a plant extract, it is
always preferable to perform complementary tests such as chelating
power as well as the inhibition of the hydroxyl radical which is a
highly reactive species that causes significant damage to biomole-
cules (Shahidi et al., 2015).

In the present study, the hydroxyl radical scavenging potential of
the extract was 72.73 § 2.59 mg AAE/g dw. This scavenging capacity
had already been demonstrated by Debbache et al. (2014). In addi-
tion, the chelating activity recorded is of the order of
104.45 § 1.66 mg EDTAE/g dw which is higher than some plants
used in the cosmetics industry such as olive stones (8.14 § 0.41 mg
EDTAE/g dw), Cinnamon (1. 32 § 0.05 mg EDTAE/g dw); Clove
(3.37 § 0.08 mg EDTAE/g dw), Star Anise (0.63 § 0.15 mg EDTAE/g
dw), Turmeric (2.16 § 0.08 mg EDTAE/g) (Djemaa-Landri et al., 2021;
Ali et al., 2021). Indeed, the activity obtained can be attributed to the
presence of flavonoids, which are good chelators of iron, one of the
mechanisms of their antioxidant activity mediated by interaction
with the 5-hydroxy-4-carbonyl, 3-hydroxy-4-oxo or ortho-dihydrox-
ybenzene group present on ring B (Mira et al., 2002).
Table 3
Antioxidant potential of P.nigra crude extract.

Type of Assay Antioxidant potentiel

DPPH� 72.20 § 1.05 (mmol TE/100g dw)
ABTS�+ 24.19 § 1.01 (mmol TE/100g dw)
TAC 162.88 § 6.52 (mg GAE/g dw)
Reducing power 56.86 § 0.53 (mg AAE/g dw)
Chelating power 104.45 § 1.66 (mg EDTAE/g dw)
OH� 72.73 § 2.59 (mg AAE/g dw)

Results are expressed as the mean § SD of three determi-
nations.
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Based on these data, the extract is a good scavenger of hydroxyl
radicals OH�and iron chelators as well as it is likely to inhibit and sta-
bilize the reactions of decomposition of hydroperoxides involved in
the chain of lipid peroxidation.

3.4. Anti-inflammatory activity

Nitric oxide radical scavenging assay is the most common assay to
measure the anti-inflammatory potential of the extract which
expressed a percentage of inhibition ranging from 33.78 to 94.96%
corresponding to a concentration of 0.006 to 1.56% crude extract
with a IC50 of 0.122%. While the inhibitory effect on cyclooxygenase
showed a percentage of inhibition ranging from 13.95% to 94.42%,
respectively for a concentration of 0.0078125 to 0.5% of the crude
extract with a IC50 of 0.1788%.

Indeed, nitric oxide radical (NO�) is a signaling molecule that reg-
ulates various cellular functions in several organs and tissues, includ-
ing the epidermis. Physiological levels of NO� are necessary to
maintain normal cellular function in the skin. Consequently, exces-
sive secretion of NO� presents pro-inflammatory properties via the
cyclooxygenase pathway which can be triggered by UV exposure
(Man et al., 2022). In addition, topical application of a cyclooxy-
genase inhibitor was an effective treatment for reducing many
signs of UVB-mediated inflammation including edema, skin mye-
loperoxidase activity, neutrophil infiltration and prostaglandin
(Kim et al., 2006). To this end, the extract exerts a significant
anti-inflammatory activity that may be considered as a prospec-
tive strategy for effective topical treatment in preventing the
development and progression of inflammatory damage caused by
long-term UV exposure.

Furthermore, the data obtained confirm the traditional use of
buds as much as anti-inflammatory ointment mainly related to the
presence of several flavanones and phenolic acids. Moreover, the
results expressed are in agreement with subsequent studies reported
by Debbache et al. (2013) on the ethanolic extract of P.nigra buds and
Pob»ocka-Olech et al. (2019) on the methanolic extract of P.nigra L.
P.berolinensis and P.lasiocarpa buds.

3.5. Formulation characteristics

In the present study, extract-loaded particles were synthesized by
the solid dispersion method using PVP as a matrix hydrophilic sup-
port, with wide application in pharmaceutical sciences which allows
to improve the stability and dissolution of molecules. Fig. 1 shows
that the extract is successfully integrated into PVP in spherical form,
this integration is mediated through intermolecular hydrogen bond-
ing between terminal hydroxyl groups of extract compounds and car-
bonyl groups of PVP (Zhao et al., 2014).
Fig. 1. Observation of extract-loaded PVP particles by light microscope.



Table 4
Results of formulation of physicochemical evaluation parameters.

Formulation ph Viscosity (Pa.s) Density Spreadability (cm2/g) Aspect Color

1.95 0.035132 1.168 859.67 homogeneous viscous Light yellow-green

Table 5
Observation of skin manifestations of crude extract.

Period Crude Extract IC IP

Erythema Edema

24h 0 0 0 0
48h 0 0 0 0
72h 0 0 0 0
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On the other hand, the formulation prepared by dispersion of the
particles in the glycerol showed quality indices that meet customer
requirements (Table 4), in particular an acid pH equal to 1.95. Indeed,
a rather acidic pH helps to limit bacterial growth and strengthen the
protective film hydrolipidic which is located on the surface of the epi-
dermis. In addition, the density and viscosity which are involved in
the application texture showed an index of 1.168 and 0.0351 Pa.s,
respectively. The spreading capacity of 859.67 cm2/g allows the for-
mation of an occlusive film on the epidermis and facilitates the diffu-
sion of active ingredients.

3.6. Protective activity against UVB radiation

The sun protection factor (SPF) is an essential index in the phar-
maceutical and cosmetic preparation of sunscreen creams and prod-
ucts. These sunscreen products can be classified according to their
SPF values into minimal (SPF < 12), moderate (SPF 12�30) and high
(SPF � 30) sunscreen products, The present study reveals that the
tested extract has a high sunscreen potential of order 34.81 § 0.07.
This is probably due to the content of phenolic compounds but also
to the structure of some flavonoids and/or other phenolic com-
pounds. Similarly, Napagoda et al. (2016) showed that the presence
of secondary metabolites with antioxidant properties could be
responsible for the high UV absorption which agrees with the results
obtained previously in phytochemical screening and antioxidant
activity.

In general, herbal formulations contain one or more active sun-
screen agents with antioxidant properties with a good photoprotec-
tive effect. Moreover, the integration of antioxidants in sunscreens is
widely recommended to limit the production of free radicals and the
depletion of antioxidant enzymes induced by UV rays. For this pur-
pose, the extract can be oriented towards a formulation as a natural
sunscreen.

3.7. Toxicity study

The present study was focused on the potential cutaneous effects.
of P.nigra extract-loaded PVP particle-based formulation
Fig. 2. FTIR spectra related
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characterized by redness and oedema during regular intervals from
24 to 72 h (Table 5).

The obtained results revealed that during regular intervals from
24 to 72 h the extract formulation showed a maximum skin compati-
bility (reaction grade 0) since no irritation reaction was observed
which corresponds to a primary irritation index IC:0. In our previous
study we reported that ethanolic extract of P.nigra (200 mg/Kg)
administered to mice has no toxic effect (Debbache et al., 2013). In
addition, it has been established that 0.1% of P.nigra preparation
showed a low toxicity on the reconstructed human epidermis as well
as the absence of toxicity in human skin (Maack and Pegard, 2016)
which revealed the safety aspects of phenolic-rich plant extract.

3.8. FTIR analysis

To investigate the chemical composition of the P.nigra extract,
FTIR was used, and the results are displayed in Fig. 2.

The FTIR analysis of P.nigra extract (Table 6), revealed several
bands at 824.31 cm�1, 920.78 cm�1, 1044.38 cm�1, 1131.81 cm�1,
1231.29 cm�1, 1379 cm�1, 1638.25 cm�1, 1731.71 cm�1,
2991.12 cm�1, 3498.76 cm�1.

According to the literature, the band 824.3 cm�1 corresponds to
the epoxy group (Sharma et al., 2021), 923.85 cm�1 is suitable to
group C=C (Rabie et al., 2019) and 1044 cm�1 is assigned to the func-
tion C = O (Sharma et al., 2020), 1124.94 cm�1 to carbonyl and alcohol
group (Rajkuberan et al., 2017), 1235 cm�1 corresponds to the func-
tion C-O (Zhuang et al., 2020) and 1379 cm�1 corresponds to the
grouping C=C stretching aromatics (Ramadhan et al., 2018; Pawlicka
to P.nigra buds extract.



Table 6
Result of infrared spectra of the raw extract of P.nigra buds.

Band (cm�1) Transmittance (%) Assignments

824.31 25.14 824.3 cm�1 (C�O�C)
920.78 28.08 920.39 cm�1 (C=C)
1044.38 23.27 1044 cm�1 (C= O)
1131.81 19.16 1124.94 cm�1

1231.29 21.27 1235 cm�1 (C�O)
1379 25.26 1379 cm�1 (C=C)
1638.25 22.92 1636 cm�1 and 1639 cm�1 (C�O) or (NH)
1731.71 20.45 1731.9 cm�1 (C=O)
2991.12 21.74 3000-2800 cm�1 (C�H) or (NH3)
3498.76 19.28 3 500-3 300 cm�1 (O-H)
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et al., 2019). The band 1639 cm�1 was attributed to C=O stretch and a
small contribution from NH (Rajkuberan et al., 2017), 1731.9 cm�1

corresponds to the grouping C=O (Li et al., 2013), 2800-3000-cm-1 is
due to the C-H grouping stretching of carboxylic acids and NH3

stretching of the free amino acid band (Cengiz et al., 2019),
3300�3500 cm�1 is attributed to hydrogen-related vibration and O-
H stretching of the hydroxy group (Sharma et al., 2021).

Infrared analysis of the extract showed absorption bands attrib-
uted to the functional groups of phenol and alcohols, amines, flavo-
noids and terpenes that exert an antioxidant potential.

3.9. Identification of organic acids using GC-MS

The GC�MS analysis of lactic acid extract from P.nigra buds
detected the presence of 6 phytochemical compounds (Fig. 3) with
Fig. 3. GC-MS chromatogram o

Table 7
Compounds identified from the crude extract of P.nigra through GC-MS analysis.

Peak m/z R�etention time Compounds name

1 74 26.367 Hexadecanoic acide methyl ester
2 67 29.340 8,11-Octadecenoic acid (z)- methyl ester
3 55.05 29.537 9-Octadecenoic acid (z)- methyl ester
4 74 30.105 Octadecenoic acid methyl ester
5 148.95 36.517 1,2-Benzenedicarboxylic acid, mono(2ethyl-hexyl) ester

6 57.05 39.461 Hexatriacontane

Table 8
Identification of phenolic compounds in the extract of P.nigra L. buds in positive ionization m

Peak Retention time (min) Molecular peak [M+H]+ Basic peak Fragments

1 10.756 331 331.50 309
2 11.802 389 389.55 374, 389
3 12.117 411 389.50 374, 389, 411
4 12.690 447 447.55 426, 447
5 13.088 447 425.60 426, 447
6 13.464 506 505.65 165, 227, 249, 317,
7 14.917 561 165.25 165, 197, 255, 284,
8 16.100 670 493.60 361, 405, 449, 494,
9 16.414 670 493.60 361, 405, 449, 494,
10 18.343 684 353.60 174, 199, 313, 354,
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multiple therapeutic properties such as anti-oxidant, anti-microbial,
anti-fungal, nematic, anti-viral, anti-inflammatory and antiprolifera-
tive activity. The main compounds identified (Table 7) are 1,2-Benze-
nedicarboxylic acid, mono(2ethyl-hexyl) ester (60.82%), 9-
Octadecenoic acid (z)- methyl ester (32.80%), Hexadecanoic acid
methyl ester (4.02%), 8,11-Octadecenoic acid (z)- methyl ester
(1.12%), Octadecenoic acid methyl ester (0.85%), Hexatriacontane
(0.39%).

This study was the first report that characterized the presence of
organic acids in P.nigra buds using lactic acid as an extraction solvent.
This suggests that lactic acid can be a good green solvent in the
extraction of organic acids and the richness of P.nigra buds in organic
acid makes it possible to preserve this finding for further research.

3.10. Structural identifications of bioactive compounds using LC-ESI-MS
analysis

According to the LC-MS chromatogram of the P.nigra extract, 10
components with their main peaks identified by LC-MS analysis are
presented in Tables 8 and 9. MS data were acquired in both negative
and positive ionization modes (Fig. 4). Each assignment was made
after comparing the detected compounds’ UV and MS spectra data
with the MS database reported in the literature and relevant data-
bases based on mass measurements of pseudomolecular ions [M-H].

Peak 1 presented the [M+Na]+ ion at m/z 331.5, which was the
sodium adduct ion of disaccharide (Glu-RHA) residue ([308+Na]+) (Jia
et al., 2017).

Peak 2 showed the [M+H]+ ion at m/z 389 underwent a methyl
unit loss (15 u) which generated product ions at m/z 374. Peak 3
f crude extract of P.nigra.

area Bioactivity

3179185 Antifungal, antioxidant and antibacterial activity (Ali et al., 2017)
888108 Not reported
25929482 Antimicrobial and nematicidal (Ali et al., 2017)
673028 Anti-viral, anti-microbial (Linton et al., 2013)
48081596 Antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, and antiviral (Ali et al.,

2017)
307919 Antimicrobial, antioxidant, antiproliferative, activity (Arun et al.,

2017)

ode with LC-MS.

Molecular name Refs.

Disaccharide (glu-rha) (Jia et al., 2017)
Polymethoxylated flavonoids. (Lei et al., 2017)
Polymethoxylated flavonoids Isomer (Lei et al., 2017)
Not identify
Not identify

401, 484, 506 Rhamnetin MassBank database
331, 365, 448, 455, 561 Not identify
533, 538, 582, 626, 670 Isomer
533, 538, 582, 626, 670
406, 413, 459, 684 Not identify



Table 9
Identification of phenolic compounds in the extract of P.nigra buds in negative ionization mode with LC-MS.

Peak Retention time (min) Molecular peak [M-H]� Basic peak fragments Molecular name Refs.

11 0.981 377 197.85 161, 198, 377 Oleuropein aglycone derivative (Fu et al., 2009)
12 1.150 726 197.95 187, 198, 273, 303, 377, 434, 453,

603, 726
Not identify

13 12.229 395 242.25 221, 242, 289, 395 Not identify
14 13.684 479 333.25 194, 270, 293, 333, 401, 479 Myricetin-galactoside or myricetin-

glucoside
MassBank database

15 15.061 634 534.35 269, 534, 634 Not identify
16 16.109 946 269.25 191, 227, 269, 317, 403, 419, 463,

531, 559, 603, 647, 691, 735, 793,
850, 946

Not identify

17 17.178 649 297.20 297, 325, 367, 435, 503, 571, 589,
649

Rhamnosyl-hexosyl-acyl-quercetin (Ben Said et al., 2017)

18 17.485 339 339.30 339 Esculoside MassBank database
19 17.770 339 339.30 339 Esculoside isomer
20 19.765 791 311.25 311, 333, 498, 791 Dehydrated gluco-glucuronic acid

hedragenin
(Grati et al., 2022)
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exhibited molecular ion [M+Na]+ at m/z 411 and [M+H]+ ion at m/z
389, with fragment ions at m/z 374. Therefore, peaks 2 and 3 were
identified as polymethoxylated flavonoids and polymethoxylated fla-
vonoid isomers respectively, which can tentatively be 6-hydroxy-
5,7,8,30,40-pentamethoxy-flavone, 40-hydroxy-5,6,7,8,30-pentame-
thoxyflavone, or monohydroxy- pentamethoxyflavone (Lei et al.,
2017).

Peak 6 showed a precursor ion [M+CH3+Na]+ at m/z 521, 506 [M
+Na]+ and m/z 484 [M+H]+, the precursor ion at m/z 317 Correspond-
ing to rhamnetin, therefore the peak was identified as rhamnetin
derivative (MassBank database).

Compound 11 displayed an [M-H]� ion at m/z 377, with fragmen-
tations at m/z 198 and 161, and was identified as an oleuropein agly-
cone derivative (Fu et al., 2009).

Peak 14 showed a [M-H]� ion m/z 479 with a fragment at m/z 333
and, considering the difference of 146 u, a rhamnoosyl moiety neutral
loss was supposed. The aglycone was tentatively identified as myrice-
tin and probably could be identified as myricetin-galactoside or myri-
cetin-glucoside (MassBank database).

Peak 17 presented the [M-H]� ion at m/z 649 and further suffered
neutral losses of 146 u (rhamnose unit) to produce the fragment ions
of the [M-H� rhamnose]- ion at m/z 503, the ion produced at m/z 325
indicated a loss of 2 molecules of glucosyl moiety, ion fragment at m/
z 301 correspond to the characteristic fragment of quercetin. Thus
Fig. 4. Total ion chromatogram (TIC) of phenolic compounds identified in
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peak 17 was suggested as rhamnosyl-hexosyl-acyl-quercetin (Ben
Said et al., 2017).

Peaks 18 and 19 showed a [M-H]� ion with m/z 339 correspond-
ing to esculoside isomers in comparison with MassBank data.

Peak 20 presented [M-H]� at m/z 791, this compound could be
assigned as dehydrated gluco-glucuronic acid hedragenin, ion at m/z
498 produced after the loss of 2 rhamnoside residues (146 £ 2), fur-
ther suffered the neutral loss of 165 u to produce the fragment ion at
m/z 333 (Grati et al., 2022).

In summary, the identified molecules are mainly flavonoids
except for dehydrated gluco-glucuronic acid hedragenin which is a
saponin. Flavonoids are secondary metabolites that belong to the
class of polyphenols, in nature these compounds are mainly in the
form of glycoside structures. They offer UV protection and have pow-
erful antioxidant, antimutagenic, anticarcinogenic and anti-inflam-
matory properties which are essential for pharmaceutical and
cosmetic applications (Dai and Mumper, 2010). In this study, the
activity demonstrated by the extract is mainly linked to the com-
pounds identified and in particular to myricetin glycoside and rham-
nosyl-hexosyl-acyl-quercetin, which have already been reported in
the literature as antioxidants capable of scavenging the free radicals
responsible for photo-aging of the skin and preventing ultraviolet B
(UVB)-induced damage to keratinocytes (Huang et al., 2010; Choque-
net et al., 2008).
P.nigra extracts by LC-ESI-MS method in negative and positive mode.
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4. Conclusion

In this study, the ultrasonic-assisted extraction process as an
energy source using lactic acid as an environmentally friendly green
solvent showed good efficiency in the richness and recovery of active
compounds such as phenolic compounds, saponins and proteins
compared to conventional methods reported in the literature. In
addition, the assessment of the photoprotective effect of the formula-
tion carried out expressed an excellent sun protection factor that is
strongly linked to the presence of phenolic compounds such as myri-
cetin-galactoside and rhamnosyl-hexosyl-acyl-quercetin. moreover,
the antioxidant potential and the anti-inflammatory activity revealed
by the extract could be an alternative mode of action and a strategy
has the double effect to strengthen the photoprotective effect and
prevent or slow down cell damage by inhibiting radicals free and
pro-inflammatory mediators that are involved in oxidative stress and
UVB-induced cell injury. Indeed, the results obtained allow us to con-
tinue this study to develop more effective sunscreens and strengthen
the organism defense mechanism in clinical trials against the forma-
tion of free radicals and UV-induced damage.
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Résumé 

Pistacia lentiscus et Populus nigra, deux plantes médicinales largement répandues en Algérie, sont riches en 

substances actives, notamment en composés phénoliques, conférant ainsi divers effets pharmacologiques. 

Cette étude vise à introduire de nouveaux extraits naturels obtenus par une éco-extraction, tout en explorant 

la phytochimie, en évaluant l'activité biologique, et en réalisant une caractérisation chromatographique. 

L'optimisation de l'extraction des composés phénoliques a révélé un contenu d'environ 130,17 mg EAG/g PS 

pour P.lentiscus et de 42,64 mg EAG/g PS pour P.nigra. L'évaluation du potentiel antioxydant in vitro a 

démontré une activité intéressante, ainsi qu'une forte activité anti-inflammatoire, illustrée par des valeurs 

d'IC50 de 0,1575% et 0,1788% dans l'inhibition de la COX pour les extraits de P.lentiscus et P.nigra 

respectivement. En outre, la formulation à base de particules chargées d'extrait a présenté des paramètres de 

qualité satisfaisants, avec un effet photoprotecteur plus élevé observé avec les feuilles de P.lentiscus (35,97). 

De plus, le test d'irritation cutanée a confirmé l'absence totale de manifestations irritantes. L'activité 

biologique observée dans cette étude est attribuable à la richesse des extraits bruts en composés bioactifs, 

notamment la présence d'acides organiques et de molécules phénoliques, caractérisés pour la première fois 

dans les extraits des espèces étudiées. L'utilisation de l'acide lactique comme solvant écologique et des 

ultrasons comme source d'énergie alternative représente une approche prometteuse pour concevoir un 

système d'extraction de composés bioactifs aux propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, et 

photoprotectrices. De  plus, des études complémentaires sont nécessaires pour élargir l'approche de criblage 

anti-irritante en vue du développement de produits enrichis en antioxydants.  

Mot clés : P.lentiscus ∙ P.nigra ∙ acide lactique ∙ extraction assisté aux ultrasons ∙ photoprotecteur 

Abstract 

Pistacia lentiscus and Populus nigra, two widely distributed medicinal plants in Algeria, are rich in active 

substances, notably phenolic compounds, imparting various pharmacological effects. This study aims to 

introduce new natural extracts obtained through eco-extraction, while exploring phytochemistry, assessing 

biological activity, and conducting chromatographic characterization. The optimization of phenolic 

compound extraction revealed a content of approximately 130.17 mg GAE/g dw for P.lentiscus and 42.64 

mg GAE/g dw for P.nigra.  The in vitro assessment of antioxidant potential demonstrated interesting activity, 

along with a strong anti-inflammatory effect, as indicated by IC50 values of 0.1575% and 0.1788% in COX 

inhibition for P.lentiscus and P.nigra extracts, respectively. Furthermore, the formulation based on extract-

loaded particles exhibited satisfactory quality parameters, with a higher photoprotective effect observed with 

P.lentiscus leaves (35.97). Additionally, the skin irritation test confirmed the total absence of irritating 

manifestations. The observed biological activity in this study is attributable to the richness of crude extracts 

in bioactive compounds, notably the presence of organic acids and phenolic molecules, characterized for the 

first time in the extracts of the studied species. To this end, the use of lactic acid as an eco-friendly solvent 

and ultrasound as an alternative energy source represents a promising approach for designing a system to 

extract bioactive compounds with antioxidant, anti-inflammatory, and photoprotective properties. 

Furthermore, additional studies are necessary to broaden the anti-irritant screening approach for the 

development of products enriched in antioxidants. 

Keyword : P.lentiscus ∙ P.nigra ∙ lactic acid ∙ ultrasound-assisted extraction ∙ photoprotective 

 ملخض 

Pistacia lentiscus    وPopulus nigra  نباتان طبيتان منتشرتان على نطاق واسع في الجزائر، غنيتان بالمواد الفعاّلة، ولا سيما المركبات ،

متنوعة. دوائية  تأثيرات  تمنح  التي  تم   الفينولية،  جديدة  مستخلصات طبيعية  تقديم  إلى  الدراسة  هذه  عليها عن طريقتهدف    تقنية  الحصول 

كشف تحسين استخلاص المركبات    الاستخلاص البيئي، مع تحليل الكيمياء النباتية، تقييم النشاط البيولوجي، وتحديد التوصيف الكروماتوغرافي.

ملغ حمض الغاليك/غرام من       42.64و  P.lentiscusملغ حمض الغاليك/غرام من المادة الجاف لـ    130.17الفينولية عن محتوى يبلغ حوالي  

. أظهر تقييم إمكانات مضادات الأكسدة في المختبر نشاطًا مثيرًا للاهتمام، بالإضافة إلى نشاط قوي مضاد للالتهابات،   P.nigraالمادة الجاف لـ  

قيم   تثبيط  0.1788% و0.1575البالغة    IC50وهو ما يتضح من  على    P.nigraو  P.lentiscus  من طرف المستخلصات  COX% في 

حظ  ملا أعلى    شمسيوقائي  علاوة على ذلك، أظهرت التركيبة المبنية على جزيئات محملة بالمستخلص معايير جودة مرضية، مع تأثير  .  التوالي

النشاط البيولوجي الملاحظ    غياب التام للمظاهر المهيجةعن  (. وبالإضافة إلى ذلك، أكد اختبار تهيج الجلد  35،97)  P.lentiscusمع أوراق  

بالمركبات البيولوجية، خاصة وجود الأحماض العضوية والجزيئات الفينولية،   الدراسة إلى غنى المستخلصات الخامفي هذه الدراسة يرجع  

الموجات فوق  . وفي هذا السياق، يعَُد استخدام حمض اللبن كمذيب صديق للبيئة وفي مستخلصات المدروسةالتي تم توصيفها لأول مرة في  

  الصوتية كمصدر للطاقة بديلة نهجاً واعداً لتصميم نظام استخراج المركبات البيولوجية ذات الخصائص المضادة للأكسدة والمضادة للالتهاب 

ات الغنية  وعلى هدا هناك حاجة إلى مزيد من الدراسات لتوسيع نهج الفحص المضاد للتهيج لتطوير المنتجوالواقية من الأشعة فوق البنفسجية. 

 .بمضادات الأكسدة
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