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Introduction

Introduction

Bien que de nos jours la médecine moderne soit bien développée presque partout
dans le monde, une proportion non négligeable de la population dans les pays en
développement compte encore sur la médecine traditionnelle et les remedes a base de
plantes pour leurs soins de base. De méme, l'intérét du grand public dans les pays
industrialisés pour les thérapies naturelles, notamment la phytothérapie, a

considérablement augmenté (Iserin, 2001).

On estime que le nombre de plantes dans le monde entier entre 350.000 a 400.000
espéces, dont 10% possedent des propriétés médicinales et sont utilisées de nos jours dans
le cadre de la médecine traditionnelle (OMS, 2000). Parmi les 35.000 a 40.000 espéeces
médicinales, seul un trés faible pourcentage a fait [’objet d’études scientifiques
approfondies (phytochimique, pharmaco-toxicologique, clinique). De ce fait, le potentiel
de trouver de nouvelles molécules aux propriétés remarquables pour le développement de

nouvelles générations de médicaments est énorme (Iserin, 2001).
Aujourd’hui, la thérapeutique continue de recourir aux plantes de deux fagons :

- par DI’extraction industrielle de molécules naturelles, destinées le plus souvent a des
indications thérapeutiques majeures, cas des médicaments anticancéreux (paclitaxel,

vinblastine), médicaments antipaludiques (quinine, artémisinine), etc. ;

- par la transformation en formes galéniques (poudres, extraits, etc.), matieres premieres

dans la formulation des médicaments a base de plantes.

Ce second usage correspond aux médicaments de phytothérapie, généralement
utilisés dans des indications thérapeutiques mineures (Bruneton, 1999). Ainsi, les plaies et
bralures legéres sont classées comme une pathologie mineure. Leur traitement se fait avec

beaucoup d’efficacité par les médicaments de phytothérapie (ex. Madecassol®).




Introduction

La phytopharmacopée Algérienne comporte des potentialités thérapeutiques non ou
peu explorés. Plusieurs plantes sont utilisées traditionnellement dans le traitement local des
plaies ou des brilures non infectées (Baba Aissa, 2011 ; Boulos, 1983). C’est le cas du
lentisque (Pistacia lentiscus), du figuier de barbarie (Opuntia ficus indica) et de 1’arganier
(Argania spinosa). Ces plantes bien connues en médecine traditionnelle, renferment dans
leurs fruits une partie huileuse aux propriétés cicatrisantes étonnantes, particulierement
recherchées par les populations pour traiter les plaies et brllures et pour soigner toutes

autres sortes d’affections cutanées (irritations, eczéma, etc.).

Malgré la reconnaissance de I’efficacité de ces plantes en médecine traditionnelle
dans le traitement des plaies et brilures, les données de validation de cet usage selon la

rigueur scientifique demeurent insuffisantes.

Au vue de I’'importance de ces plantes médicinales et de leur usage traditionnel bien
établi comme cicatrisant, des études de validation scientifique précliniques et cliniques

s’imposent, non seulement quant a leur efficacité, mais aussi a leur innocuite.

Dans le cadre de I’axe de recherche du laboratoire de pharmacologie et toxicologie
(UC1), « Exploration des Potentialités Thérapeutiques de la Phytopharmacopée
Traditionnelle Algérienne », cette étude s’est intéressée aux vertus cicatrisantes du
lentisque (Pistacia lentiscus), du figuier de barbarie (Opuntia ficus indica) et de 1’arganier

(Argania spinosa).

L’objectif genéral de ce travail est de caractériser ces plantes médicinales sur le
plan chimique, pharmacologique et toxicologique en relation avec ’usage traditionnel

comme cicatrisant.
Les objectifs spécifiques a atteindre sont triples :
- évaluer leur activité cicatrisante sur des plaies d’excision chez I’animal ;
- mesurer leur innocuité (oculaire, cutanée et toxicité aiglie) chez 1’animal ;

- caractériser leurs compositions physicochimiques et phytochimiques.




Introduction

Ce travail a été réalise conjointement entre le laboratoire de pharmacologie et
toxicologie de I’Université des freres Mentouri Constantine (Algérie), et le département

de chimie pharmaceutique de la faculté de pharmacie de 1’Université de Dicle (Turquie).
Sur le plan organisationnel, le manuscrit est divisé en trois principales parties :

- La premiére partie concerne une revue bibliographique du theme traité. Elle
comprend des généralites sur les plantes médicinales et les principes généraux pour
leur évaluation, en plus d’une revue la plus exhaustive possible sur les plantes
étudiées, notamment les aspects botaniques, chimiques et pharmaco-toxicologiques.
Cette partie traite aussi la peau, son organisation histo-physiologique et le

processus de la cicatrisation ;
- Ladeuxieme partie, présente la partie matériel er méthodes ;

- Etlatroisieme partie, les résultats et leur discussion.

Le manuscrit est finalisé par une conclusion générale et les références bibliographiques.

Des documents de référence sont insérés dans la partie des annexes.




ETUDE
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CHAPITRE | : GENERALITES SUR LES PLANTES MEDICINALES

1.1. Introduction

Pendant des millénaires, 1’utilisation des plantes médicinales fut le principal recours pour
guerir I'nomme. Aprés un net recul depuis I’avénement de la chimie médicinale de synthése,
les plantes reviennent sous un habillage nouveau et occupent de nos jours une place

importante dans nos pharmacies (Gilles, 1976 ; Iserin, 2001).

Plusieurs raisons peuvent étre évoquées a 1’origine de ce renouveau de la phytothérapie. Les
effets secondaires des médicaments classiques ou chimiques de plus en plus nombreux,
auxquels il faut ajouter le phénoméne de résistance des antibiotiques actuels vis-a-vis des
bactéries et des virus sont parmi les causes les plus communes du rejet des médicaments
chimiques conventionnels. D’autres raisons peuvent étre citées, mais c’est certainement la
confiance du consommateur et son retour vers tout ce qui est naturel qui explique cette

volteface.

Reconnue depuis de nombreuses années et soumise a des normes strictes, la phytothérapie a
fait des progres importants grace a de nombreux travaux scientifiques et de recherches. Le
développement de ces connaissances a contribué au prestige et a la popularité des

médicaments a base de plantes.

Dans ce chapitre 1 seront abordés les fondements pharmacodynamiques des plantes
médicinales, ainsi que la méthodologie de la recherche concernant leur innocuité et leur

efficacité.
I.2. Deéfinitions réglementaires

Pour des raisons de clarté, un certain nombre de termes usuels utilisés dans la suite du
manuscrit doivent étre compris dans le sens précis que leur donne actuellement la
réglementation internationale (OMS, 1998 ; OMS, 2000).
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1.2.1. Médecine traditionnelle (MT)

La médecine traditionnelle peut étre définie comme étant I’ensemble de toutes les
connaissances, de toutes les compétences et de toutes les pratiques qui reposent,
rationnellement ou non, sur les théories, croyances et expériences, transmises de génération
en génération, oralement ou par écrit, propres a une culture d’une société humaine et qui
sont utilisées pour maintenir les étres humains en santé ainsi que pour prévenir,
diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques et mentales ou éliminer un

déséquilibre social, moral et spirituel.

Dans certains pays, les appellations médecine paralléle, alternative ou complémentaire sont

synonymes de médecine traditionnelle.

Les thérapies traditionnelles sont des thérapies qui utilisent diverses pratiques ne faisant
pas appel a des médicaments. Elles comprennent entre autres 1’acupuncture et les techniques
connexes, la chiropraxie, 1’ostéopathie, les thérapies manuelles, le qi gong, le tai-chi,
le yoga, la naturopathie, le thermalisme, et d’autres thérapies physiques, mentales,

spirituelles et des thérapies impliquant I’esprit et le corps.
1.2.2. Plante médicinale (PM)

Toute plante, spontanée ou cultivée, utilisée dans un but thérapeutique. Les plantes fournissent

les substances végétales brutes (drogues végétales), telles que feuilles, fleurs, fruits, etc.
1.2.3. Plantes pharmaceutiques (PP)

Ce sont des plantes présentant un intérét pour I’industrie pharmaceutique pour ses propriétes
médicinales ou comme source de substances d’intérét (principes actifs, formes galéniques,

produits de formulation, etc.).
1.2.4. Substances végeétales (SV)

L'ensemble des plantes, parties de plantes, algues, champignons, lichens, principalement

entiers, fragmentés ou coupés, utilisés en I'état, le plus souvent desséchés, mais parfois frais.
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Certains exsudats n'ayant pas subi de traitements spécifiques sont également considérés
comme des substances végétales. Les substances végétales sont précisement définies par la
partie de la plante utilisée et la dénomination botanique selon le systeme a deux mots (genre,

espece, variété et auteur).
1.2.5. Préparation a base de plantes (PBP)

Les préparations obtenues par traitement de substances vegétales, tel que l'extraction, la
distillation, I'expression, le fractionnement, la purification, la concentration ou la fermentation.
Elles comprennent les substances végétales concassées ou pulvérisées, les teintures, les

extraits, les huiles essentielles, les jus obtenus par pression et les exsudats traités.
1.2.6. Constituants a effet thérapeutique (CT)

Sont des substances ou groupes de substances, chimiquement définis, dont la

contribution a I’effet thérapeutique d’une SV ou d’une PBP est connue.

1.2.7. Principe actif (PA)

Dans le contexte particulier des « médicaments a base de plantes », il désigne des SV
ou PBP, que les CT soient connus ou non. En langage, le terme PA se substitue a CT

(ex. morphine est 1’un des principes actifs du pavot somnifére).

1.2.8. Médicament a base de plantes (MBP)

Tout médicament dont les substances actives sont exclusivement une ou plusieurs substances
vegétales ou préparations a base de plantes ou une association d'une ou de plusieurs substances

vegétales ou préparations a base de plantes.
1.2.9. Médicaments traditionnels a base de plantes (MTBP)

Tout MBP ; dont les données sur l'usage traditionnel sont suffisantes en particulier lI'innocuité

du produit; est demontrée dans les conditions d'emploi spécifiées et les effets
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pharmacologiques ou l'efficacité du médicament sont plausibles du fait de I'ancienneté de

l'usage et de I'expérience.
1.3. Particularités des plantes médicinales

L'action des plantes médicinales sur I'organisme dépend de leur composition chimique.
Celle-ci est constituée de centaines, voire des milliers de substances chimiques, dont certains
sont pourvus d’effets pharmacologiques, voir méme toxicologiques. La recherche de ces
derniers est d'une importance capitale car elle a permis la mise au point de médicaments
essentiels. Bien qu'il soit utile de connaitre les principes actifs d'une plante médicinale, la
valeur de cette plante ne peut jamais étre limitée a la liste de ses principes actifs. Une plante

entiere est plus efficace que la somme de ses composants (Wagner et al. 2009).

EXTEREAIT DDE

PLANTES
CIBLES DIFFERENTES
UNE SEULE CIBLE (MULTICIBLES)
e B e, B
_--'——-....--—--__ _--_—r-f_---_
" 'l
ADDITIF, AGONIST... POTENTIALISATION
EFFET PHARMACOLOGIQUE EFFET PHARMACOLOGIQUE

S .

Figure 1 : Schéma simplifi¢ de I’effet des composantes d’un extrait sur une ou plusieurs

cibles cellulaire (d’aprés Wagner et al. 2009).

Ce succes de la plante vs molécule peut étre expliqué par des phénomenes complexes de

synergisme (figure 1), qui peuvent se traduire par différents effets (Wagner et al. 2009) :
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- Effets multi-cibles synergiques ;

- Effets " Pharmacocinétiques " conduisant a une amelioration de la solubilité
(biodisponibilité) ;

- Elimination ou neutralisation des effets indésirables d’une molécule par d’autres présents

dans I'extrait.

Ainsi, les plantes médicinales ont leurs particularités, et il est tres difficile de reproduire 1’effet

global de la plante entiére ou "Totum™ a partir de ses principes actifs isolés.

Sur le volet innocuité des plantes médicinales, certaines d'entre elles provoquent des effets
secondaires et peuvent interagir avec les médicaments conventionnels (Bruneton 2002 ;
Wagner et al. 1984). Comme tous les médicaments, les plantes médicinales doivent étre
employées avec précaution. Il est recommandé de n'utiliser une plante que sur les conseils d'un
spécialiste afin de limiter les effets toxiques et les effets secondaires (Gilles, 1976 ; Iserin,
2001).

1.4. Méthodologie d’évaluation de I’efficacité / innocuité des plantes médicinales

Bien que les plantes médicinales traditionnelles existent depuis des temps immémoriaux, il est
nécessaire de procéder a des recherches scientifiques sur leur efficacité et innocuité pour
conforter les indications thérapeutiques traditionnelles.

Les activités de recherche et d’évaluation concernant les plantes médicinales doivent se
conformer aux principes directeurs concernant la recherche pour évaluer I’innocuité et

’efficacité des meédicaments a base de plantes de I’OMS (OMS, 2000).

Quand il s’agit d’évaluation de [D’innocuit¢ et de I’efficacité d’un produit, Deffet
pharmacologique/toxicologique observeé in vitro (tests biochimiques ou cellulaires) ou in vivo
(chez des modeles animaux) n’est pas nécessairement applicable aux humains. Les données in
vitro doivent étre considérées comme des indicateurs d’efficacité / toxicité potentielle, mais
non comme des marqueurs absolus. Pour leur part, les données in vivo des essais sur les

animaux sont plus indicatives de ’efficacité/toxicité et peuvent étre considérées comme des

10
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marqueurs relativement plus significatifs. Cependant ces données expérimentales (in vivo et
in-vitro) doivent étre étayées par des essais cliniques pour prouver avec certitude 1’efficacité /
innocuité absolue chez I’homme (OMS, 2000).

Dans cette partie, nous aborderons sommairement les méthodes recommandées pour
I’évaluation non cliniques des plantes médicinales (OMS, 1993), ainsi qu’un descriptif des
modéles expérimentaux utilisées pour 1’évaluation de I’activité cicatrisante et de la toxicité des

produits topiques a base de plantes.
1.4.1. Etude de la toxicité potentielle des PM

Les méthodes réglementaires indiquent les études toxicologiques non cliniques pour évaluer
I’innocuité des plantes médicinales. Elles ne seront pas toutes requises pour chacun des plantes
médicinales destinées a ’homme. Ces méthodes réglementaires concernant I’étude de la
toxicité potentielle des plantes médicinales peuvent étre classees en deux grandes études :
(OMS, 1993) (voir annexe 1).

1.4.1.1. Etude de toxicité aigue

Concernant I’espéce ; le sexe et le nombre du modele animal ainsi que la voie d’administration
utilisée pour I’é¢tude de la toxicité aigiie, certains organismes de réglementation préconisent
I’utilisation d’au moins deux especes animales différentes, dont 1’une appartenant aux
rongeurs, et pour au moins une des espéces choisies, il doit y avoir des animaux des deux
sexes ; male et femelle. Chaque groupe doit comprendre au moins cing animaux par sexe.
D’ordinaire, la voie orale suffit étant donné qu’il s’agit de la voie normale d’administration.
Toutefois, certains organismes de réglementation préconisent en outre la voie parentérale pour
les essais chez 1’animal. Un nombre suffisant de niveaux différents de dose doivent étre
utilisés le modele animal pour déterminer la dose létale approximative, ainsi que I’observation
de signes manifestés de toxicité. L’administration doit étre effectuée en une ou plusieurs fois
sur une période de 24 heures. Les signes de toxicité, leur sévérité, apparition, progression et
réversibilité doivent étre observés et notés en fonction de la posologie et du moment. En regle

générale, il convient d’observer les animaux pendant 7 a 14 jours. Les animaux morts et
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survivants pendant la période d’observation doivent étre autopsiés. Au besoin, on procédera a

un examen histopathologique des organes ou tissus Iésés.

1.4.1.2. Etude toxicité a long terme

Les organismes de réglementation préconisent 1’utilisation d’au moins deux especes animales,

dont I’une appartenant aux rongeurs. D’ordinaire, il convient d’utiliser autant de males que de

femelles, chaque groupe doit comprendre au moins dix animaux par sexe. . En principe, la

substance expérimentale doit étre administrée tous les jours, a partir de 14 jours jusqu’a 3

mois. La durée d’administration de I’étude doit étre inscrite au regard de chaque résultat. Il

faut prévoir des groupes pour au moins trois niveaux de dose différents. Un niveau ne doit pas

causer d’effets toxicologiques (dose sans effet) et un autre doit produire des effets

toxicologiques manifestés. Dans cette fourchette, 1’adjonction d’au moins un autre niveau de

dose augmente la possibilité d’observer une relation dose-réaction. Toutes les études doivent

inclure un groupe témoin d’animaux d’expérience chez lequel on n’administre que le véhicule.

Les points A a E ci-dessous doivent faire 1’objet d’observations et d’examens :

A. Signes généraux, poids corporel et quantité de nourriture et d’eau absorbée.

B.

Examen hématologique, les échantillons de sang doivent étre prélevés a I’autopsie.

Examen des fonctions rénales et hépatiques : les prélevements sanguins et urinaires
doivent étre soumis & un examen biochimique. En outre, dans la mesure du possible, il
convient de peser les organes et effectuer des examens histopathologiques pour essayer
d’identifier la cause de la mort et la nature (sévérité ou degré) des effets toxiques

présents.

. Animaux morts.

Animaux moribonds : afin de maximiser la quantité d’informations utiles que 1’on peut
obtenir pendant la période 1’administration, il faut sacrifier tous les animaux
moribonds plutét que de les laisser mourir. Il faudra auparavant noter les observations
cliniques et prélever des échantillons sanguins pour des analyses hématologiques et de

chimie sanguine.

12
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Pour étudier la disparition des effets toxiques, il faut examiner les animaux que 1’on laisse
vivre pendant plus ou moins longtemps aprés avoir cessé de leur administrer la substance

expérimentale.

Une comparaison entre 1’exposition (aigue ou chronique) et 1’effet toxique (aigu ou chronique)

des différents tests de toxicité est présentée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Comparaison entre I'exposition et I'effet des tests de toxicité aigue ou chronique*

o ) ) Effet toxique
Exposition | Fréquence Duree - -
Aigu Chronique
Effet a court terme a la Effeta Ipng :[erme a
. : suite d’une exposition a la suite d‘ une
Aigue Unique > 24 heures exposition a court

court terme
terme

Effet a long terme a
la suite d’une
exposition a long
terme

Effet a court terme a la
suite d’une exposition a

Chronique Reéitérée De 3 mois a <1 ans
long terme

*(Derache, 1986 ; Reichl, 2004)
1.4.2. Etude de P’efficacité potentielle des PM

Quand 1l s’agit d’évaluation de [Defficacit¢ d’un produit a base de plante, 1’effet
pharmacologique observé in vitro (tests biochimiques ou cellulaires) ou in vivo (chez des
modeles animaux) n’est pas nécessairement applicable aux humains. Ces données
expérimentales (in vivo et in-vitro) doivent étre étayees par des essais cliniques pour prouver
avec certitude ’efficacité absolue chez I’homme. Les données in vitro doivent étre considérées
comme des indicateurs d’efficacité potentielle, mais non comme des marqueurs absolus, mais

plutdt des marqueurs relativement plus significatifs (OMS, 2000).

L’¢évaluation de D’efficacité des plantes médicinales s’établit sur des études qualitatives et
quantitatives appropriées. Il existe plusieurs types d’études qui nous permettent d’évaluer les
effets cicatrisants des plantes ayant un grand potentiel thérapeutique dans cet usage, On peut

les classer dans quatre catégories :

13
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- Des études Théoriques par modélisation (ex. : structure-activité).
- Des études in vitro, effectuées sur des cultures de tissus ou des cellules;

- Des études expérimentales in vivo, qui utilisent des animaux (ex. : lapin, rat et souris); pour
I’évaluation des potentialités thérapeutiques a activité cicatrisantes sur des plaies et brulures

expérimentales.

- Des études épidémiologiques ou les études de cas, qui se rapportent a la répartition, la

fréquence et la gravité des plaies et brulures, en comparant plusieurs groupes d’individus ;

- Des études ethnobotaniques et ethnopharmacologiques, elle consiste a aller demander a la
médecine traditionnelle les méthodes de traitement des plaies et brulures. Les données
recueillies font I’objet d’analyse par le recours a des indices quantitatifs, permettant d’évaluer
I'importance relative d'une plante médicinale en termes de connaissance et d’utilisations dans
une région donnée, de comparer les résultats avec les données relatives a des ouvrages de
référence publiés dans le domaine de cicatrisation, et enfin développer de nouveaux
médicaments (Bellakhdar, 2008 ; Heinrich, 2000 ; Trindade Medeiros et al., 2011).

1.5. Métabolites secondaires des plantes

Les effets curatifs de certaines plantes sont bien connus. Or, ce n'est que récemment que les
éléments actifs a l'origine de ces effets curatifs ont été isolés et étudiés. 1l est indispensable de
connaitre la composition des plantes pour comprendre comment elles agissent sur I'organisme.
(Cuyckens, 2002 ; Iserin, 2001). Les métabolites secondaires sont des molécules synthétisées
par des plantes, qui sont responsables de nombreuses activités biologiques, et qui jouent un
role important dans la santé humaine. Les plantes dites médicinales représentent la principale
source de nouveaux molécules bioactives (lvanova et al., 2005 ; Mandal et al., 2007). Parmi
les métabolites secondaires importants fournis par les plantes, on peut les classés dans leurs

grandes familles chimiques (Croteau et al., 2000 ; Dewick, 2009) :
1.5.1. Composes phénoliques

1.5.1.1. Phénols
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Il existe une grande variété de phénols, de composés simples de structure genérale Cs-C:1
(acide salicylique), a des substances plus complexes (composes phénoliques Ce-C2). Les
plantes, en les produisant, cherchent a s’assurer contre les infections, et les insectes
phytophages. Les acides phénoliques, comme l'acide rosmarinique, sont fortement

antioxydants et peuvent avoir des propriétés antivirales (Bruneton, 1999 ; Cuyckens, 2002).

Tableau 1: Les phénols les plus abondants dans la nature (Yang et al., 2001).

Composé Rl |[R2|R} |R4 © ©OH
- m— R
acide salicylique H H |H OH 4
acide protocatechique | OH OH|H H R3 R,
acidevanilique | OCH; |OH|H | H Rz
acide galique OH |OH|OH |H Figure 2 : Structure de base des phénols.

Aacide syringique OCH; |OH | OCH; | H

1.5.1.2 Coumarines

Les coumarines de structure générale Ce-Cs, Se trouvent dans de nombreuses especes végétales
et possédent des propriétés tres diverses, elles contribuent a fluidifier le sang alors que les
furanocoumarines comme le bergaptene, contenu dans le celen (Apium graveolens), soignent
les affections cutanées et que la khelline de la khella (Ammi visnaga) est un puissant

vasodilatateur coronarien. (Bruneton, 1999 ; Iserin, 2001).

Coumarine

Figure 3 : Structure générale des coumarines.
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1.5.1.3. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques avec un squelette carboné de 15 atomes
(Cs-C3-Ce) sous forme de deux ou trois cycles aromatiques. Ces composés sont la classe la
plus fréquente des polyphénols dans les végétaux. En outre, les Flavones, les flavonols, les
flavones-3-ol, et les isoflavones (Figure 4) constituent les principales sous-classes de
flavonoides, tandis que les dihydroflavonols, les flavane-3,4-diol, les chalcones, et
dihydrochalcones (Figure 5) sont des flavonoides relativement rares. Les flavonoides sont des
pigments polyphénoliques qui contribuent a colorer les fleurs et les fruits. 1ls ont un important
champ d'action et possédent de nombreuses vertus antioxydants, anti-inflammatoires et
antivirales, et des effets protecteurs sur le foie. Des flavonoides comme I'hespéridine et la
rutine renforcent les parois des capillaires et préviennent l'infiltration dans les tissus voisins.
Les isoflavones, a effets oestrogéniques par exemple, sont efficaces dans le traitement des

troubles liés a la ménopause (Bruneton, 1999 ; Harborne, 1993).

Flavonole

Flavan-3-ole

Flavanone

Figure 4 : Squelette géenéral de flavonoides abondants
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‘a i
= & =
0 HO

Dihydrolavonol Flavan-3,4-diol chalcone dihydrochalcone

Figure 5 : Squelette général de flavonoides rares.

HO

o4 0 HO .- 0
kaempférol ‘ ‘
T OH
OH
OH
OH 0
quercétine
0
| | OH
isorhamnétine .
OH
HO 0
myricétine

Figure 6 : Quelques flavonols : kaempférol, quercétine, isorhamnétine, myricétine. (Strack et
Wray, 1992).

OH
OH oH
HO O
HO = o =
_ _
OH o HO o

Apigenine Luteoline

Figure 7 : Flavones apigenine et la lutéoline (Gaitan et al., 1989).
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OH HO

OH HO
OH OH iIUH -
HO 0. . HO ’ HO 0.
' 0

OH HO o
7
OH = .,
OH

OH OH OH OH

Epicatechine Catechine Gallocatechine Epigallocatechine

Figure 8 : Une partie de la structure moléculaire de flavan-3-ol (Clifford, 1986).
1.5.1.4. Anthraquinones

Ce sont les principaux constituants de plantes comme le séné (Cassia senna) et la rhubarbe de
Chine (Rheum palmatum), qui agissent sur la constipation par leurs effets irritant et laxatif.
(Iserin, 2001).

1.5.1.5. Tanins

Les tanins donnent un godt amer a I'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la
consommation pour les insectes ou le bétail. 1ls sont des composants polyphénoliques qui
contractent les tissus en liant et en précipitant les protéines, d'ou leur emploi pour tanner les
peaux. lls permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections. Les plantes
riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples et pour réparer les tissus

endommagés par un eczéma ou une brilure (Cuyckens, 2002 ; Iserin, 2001).
1.5.1.6. Anthocyanes

Les anthocyanes, largement distribués dans le monde végétal, sont issus de I'nydrolyse des
anthocyanidines (flavonoides et flavones), qui donnent aux fleurs et aux fruits leurs teintes
bleue, rouge ou pourpre, afin de les protéger contre la lumiére excessive, et attirer les insectes
pollinisateurs. Ces composés existent sous forme de conjugués de sucre connus comme les
anthocyanines dans le tissu végétal. Ces puissants antioxydants nettoient I'organisme des
radicaux libres. Ils maintiennent une bonne circulation, notamment dans les régions du cceur,

des mains, des pieds et des yeux (Iserin, 2001 ; Oliveira et al., 2010).

18

H



Chapitre |

Généralités sur les Plantes médicinales

Tableau 2 : Les Anthocyanes les plus abondants (Oliveira et al., 2010)

Anthocyanes | R1 R2 P.M.
Pélargonidine | H H 271
Cyanidine OH H 287
Delphinidine | OH OH 303
Péonidine OCHs3 | H 301
Pétunidine OCHs | OH 317
Malvidine OCHz | OCH3 | 331

1.5.2. Terpénes et stéroides

Les terpenes ou isoprénoides formés par condensation de molécules d'isopréne, sont des
métabolites secondaires trés divers et tres communs dans le monde végétal figure 10.

Composés terpéniques, dans la plupart des tissus végétaux, ils sont trouvés a I'état libre ou

Figure

9:  Structure de

Anthocyanes

associé avec soit des esters organiques ou de protéines (S6nmez, 1995).
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Figure 10 : Structure et la classification des terpénes par le nombre de carbones de molécules

isoprénoides (Dewick, 2009).
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Les Terpénes peuvent étre divises en deux catégories en fonction de leurs caractéristiques

physiques:

« Terpénes volatils, également connus comme les huiles essentielles et les terpéenes petites

molécules qui peuvent étre déplacées avec la vapeur d'eau ;

« Terpénes non volatiles: les terpenes qui ont des sesquiterpenes, des molécules plus grosses,
diterpénes, des triterpenes et sesquiterterpenes (Devon et Scott, 1972).

1.5.2.1 Huiles essentielles

Les huiles essentielles extraites des plantes par distillation comptent parmi les plus importants
principes actifs des plantes. Elles sont largement employées en parfumerie. Les huiles
essentielles contenues telles quelles dans les plantes sont des composés oxygénés, possédant
un noyau aromatique. Elles ont de multiples propriétés, par exemple : antioxydant et

antiseptique. (Bruneton, 1999 ; Iserin, 2001).
1.5.2.2 Saponines

Les saponines doivent leur nom au fait que, comme le savon, elles produisent de la mousse
quand on les plonge dans l'eau. Elles existent sous deux formes, les stéroides et les
triterpenoides. La structure chimique des stéroides est similaire a celle de nombreuses
hormones humaines ((Estrogene, cortisone), et de nombreuses plantes qui en contiennent ont
un effet sur l'activité hormonale. Les saponines triterpenoides, ont une activité hormonale

moindre. Elles sont souvent expectorantes et facilitent I'absorption des aliments (Iserin, 2001).
1.5.3. Alcaloides

Les alcaloides possedent une molécule d'azote qui les rend pharmaceutiquement trés actifs, en
I’occurrence : le papaver, la morphine, la codéine, la caféine, la quinine et la sanguinarine,
...etc. Certains ont des vertus thérapeutiques avérées. C'est le cas d'un dérivé de la pervenche
de Madagascar (Catharanthus roseus) employé pour traiter certains types de cancer. D'autres
alcaloides, comme l'atropine, présente dans la belladone (Atropa belladonna), ont une action

directe sur le corps : activité sédative, effets sur les troubles nerveux. En outre, 20 % de la
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défense des plantes contre les agents pathogénes et les herbivores est assurée par les
alcaloides (Brunton, 1999 ; Hartmann, 1991 ; Iserin, 2001 ; Kutchen, 1995).

CH
H,CO HO ,CHs
M
o 0 E CH ;0H
E N—CHS OOCCH
Atropine :

HO™ HO™ Morphine =

Codéine =
H C=—=CH

!
N
o /EP{)> HO

Caféine

‘1""\-\. P
J quinine
N Sanguinarine

Figure 11 : La structure moléculaire de certains alcaloides importants.

1.5.4. Vitamines

Bien qu'elles soient souvent négligées, de nombreuses plantes médicinales sont
particulierement riches en vitamines. Le citronnier notamment (Citrus limon) contient des
doses élevées de vitamine C, qui protége contre les maladies infectieuses, sa carence entraine
le scorbut, hémorragie de la peau et des gencives. La carotte (Daucus carota) est riche en béta-
carotene, pro vitamine A, qui protége la peau et les muqueuses. Sa carence entraine un besoin
oculaire. Le cresson de fontaine (Nasturtium officinale,), par exemple, contient des doses

élevées de vitamines Bl, B2, C et E et de béta-caroténe (Cuyckens, 2002 ; Iserin, 2001).
1.5.5. Minéraux et oligoéléments

De nombreuses plantes médicinales sont trés riches en minéraux et oligo-éléments. Elles les
tirent du sol et les transforment en une structure aisément assimilable par lI'organisme. Dans

de nombreux cas, les minéraux contenus dans une plante participent activement a son activité
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thérapeutique dans I'organisme. Le pissenlit (Taraxacum officinale) est un puissant diurétique,
effet d0 & sa concentration en potassium alors que la préle (Equisetum arvense), grace a sa
forte teneur en silice, est efficace contre I'arthrite, contribuant a réparer le tissu conjonctif.
(Iserin, 2001). D’autres minéraux que contiennent les plantes sont aussi trés efficaces sur le
plan thérapeutique. Ainsi, le calcium est nécessaire a la formation des os et des dents. Sa
présence dans le sang aide au fonctionnement des nerfs et des muscles ; il intervient dans la
coagulation du sang. On le trouve essentiellement dans les Iégumes. Le fer est indispensable a
la formation du sang. Sa carence cause 1’anémie. On le trouve dans les haricots, les lentilles,
les légumes. L’iode protége contre le goitre endémique et le crétinisme. Le magnésium, est
antistress, il intervient dans la conduction musculaire et nerveuse et participe a la constitution
osseuse. Le sodium joue un role important dans les échanges d’eau intra et extra cellulaire. Il

est capital dans la conduction neuromusculaire. (Cuyckens, 2002).

1.6. Voies de valorisation des plantes et phytothérapie traditionnelle

Il est indéniable que les plantes médicinales constituent une ressource en matiéres premieres,
constituées par des plantes ou extraits de plantes, ou des principes actifs isolés qui rentrent
dans la formulation de médicaments. Ces medicaments formulés a partir de matiéres premiéres
locales peuvent apporter une valeur ajoutée non négligeable aux efforts pour promouvoir la

production des médicaments pour couvrir les besoins nationaux.

En Algérie, il convient d’élaborer une réflexion globale sur les mesures a entreprendre pour
valoriser notre patrimoine phytothérapeutique traditionnel. 11 s’agit d’analyser au préalable les
aspects juridico-reglementaires, techniques et scientifiques qui devront permettre le
développement d’une industrie de transformation et de production des médicaments a base de

plantes.
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Entre autres, il s’agit de :

- Recueillir les informations fiables sur les plantes médicinales aupres des détenteurs du

savoir traditionnel a travers des enquétes ethnobotaniques ;

- Réaliser une évaluation des potentialités de la phytothérapie et son impact économique,

par exemple sur la production et I’importation des medicaments ;

- Elaborer une démarche conforme aux recommandations de I’OMS sur I’évaluation des

produits de santé traditionnels ;

- Instituer un cadre juridico-réglementaire pour faciliter la mise en place d’un systéme

d’homologation pour les produits de santé de la médecine traditionnelle;

En conséquence, les méthodes de recherche et d’évaluation de la médecine traditionnelle

doivent se fonder sur les principes de base suivants :

. D’une part, elles doivent établir I’innocuité et I’efficacité des médicaments a base de

plantes et des thérapies traditionnelles.

. D’autre part, toutefois, elles ne doivent pas faire obstacle a I’application et au

développement de la médecine traditionnelle.

Pour la production et la commercialisation des médicaments a base de plantes, il faudra
impliquer les tradipraticiens de santé, les herboristes, les chercheurs engagés dans la
valorisation des ressources de la médecine traditionnelle, et tenir compte des idées et des
expériences des acteurs de la médecine traditionnelle dans tout le processus de préservation et
de valorisation des plantes médicinales, et aussi le renforcement d’expériences qui favorisent

le développement de la production des phytomedicaments en Algeérie et dans le monde entier.
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CHAPITRE I1- PRESENTATION DES PLANTES ETUDIEES

Cette partie du manuscrit comporte une présentation botanique des plantes étudiées ainsi
qu'un état le plus exhaustif possible des travaux antérieurs (données phytochimiques,

pharmacologiques et toxicologiques) réalisés sur ces especes.
Cette présentation s’effectue dans 1’ordre suivant :

Arganier (Argania spinosa (L.) Skeels) ; Figuier de Barbarie (Opuntia ficus-indica L.) et en

fin Pistachier lentisque (Pistacia lentiscus L.).

I1.1. Presentation de I’Arganier (Argania spinosa)

Espece xéro-thermophile (aimant la chaleur et une secheresse relative), I’arganier est un arbre
ne poussant qu'a I'état sauvage, principalement au sud du Maroc ou on trouve la plus grande
concentration d’arganiers (région de Souss). On signale aussi la présence de cette espece dans
I’ouest Algérien (& 120 km au nord de la ville de Tindouf), le nord-ouest du Sahara Occidental

et le nord de la Mauritanie.

Le nom latin Argania spinosa emprunte son bindme au mot berbére « argan », qui désigne

I’arbre et le fruit, et au latin Spinosa a cause de ses nombreuses epines.

11.1.1. Classification et description botanique de la plante
11.1.1.1. Classification

La classification classique et phylogénique du taxon Argania est décrite dans le tableau 3.
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Tableau 3: Classification classique et phylogénique du taxon Argania

Classification Cronquist (1981) Classification APG 111 (2009)
Régne : Plantae (végétal)

S/régne : Tracheobionta (pltesvascul.) Clade : Angiospermes

Embr.: Phanérogame (Spermaphytes) Clade : Eudicotylédones

Division : Magnoliophyta (Angiospermes) Clade : Asteridae

Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones) Ordre : Ericales

Sous classe : Gamopétales. Famille : Sapotaceae

Ordre : Ebenales. Genre : Argania

Famille : Sapotaceae Espéce : Argania spinosa

Genre : Argania

Esp. : Argania spinosa (L.) Skeels (1911)

Synonyme(s) :

- Sideroxylon spinosum L.

- Argania sideroxylon Roem. & Schult
Dénominations communes (vernaculaires)

Arganier (Fr), Argan (Ang), Argan baum (Allem),

L’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels), est le seul représentant de la famille tropicale des

sapotacées en Algérie. Cette famille renferme environ 600 especes et 40 genres.
11.1.1.2. Caractéres botaniques

L’arganier est un arbre a feuilles vertes persistantes et alternes, de grande taille pouvant
atteindre 8 a 10 m de hauteur (figure 12). Les caractéristiques morphologiques de 1’arganier

sont résumées dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Caractéristiques morphologiques de I’ Arganier *

Caracteéristique

Taille 8a10m

Tronc court et tourmenté ayant un suc laiteux, branches et rameaux a
extrémités épineuses d’ou le nom « spinosa »

Feuilles vertes persistantes et alternes, atténuées en un court pétiole.

Fleur blanche a jaune verdatre, hermaphrodites, gamopétales a tube trés court
et réunies en glomérules.

Fruit baie de forme variable, de couleur verte a jaune clair, constituée d’un

péricarpe charnu (pulpe) et d'un noyau central dur. Au centre du fruit se
trouve une amande qui est constituée de plusieurs graines concrescentes

dont I’albumen charnu et oléagineux.

Systeme racinaire

Profond, dépourvu de poils absorbants (racines magniloides).

Floraison

mois de mai et juin.

*(Charrouf, 1998 ; Debbou et Chouana, 2003 ; Radi 2003).

Arbre

Feuille et Fruit Noyau etGraine

Figure 12 : Description botanique d’4rgania spinosa L. Skeels.
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11.1.2.Caractéristiques écologiques et répartition géographique
11.1.2.1. Caractéristiques écologiques

L’arganier joue un role vital dans le maintien de 1’équilibre écologique et dans la préservation

de la biodiversité.
Certains facteurs conditionnent le développement d’arganier, dont on peut citer :
a) Pluviométrie

Une précipitation annuelle moyenne de 230 mm semble étre suffisante pour le développement
d’arganier. Globalement 150 a 250 mm par an en plaine et 200 a 450 mm par an en montagne.
L’arganier préfere les cours d’eau temporaires et les eaux de ruissellements dans les faibles

précipitations inférieures ou égales a 100 mm par an (Msanda et al., 2005).
b) Température

Selon Faouzi et al., (2015), I’arganier est une espéce a la fois xérophile et thermophile, qui
préfere la secheresse et une chaleur élevée, voire 50°C. Il ne se développe plus aux basses
températures, mais il peut résister jusqu’a 7° C, ce qui limite son extension en altitude.
L’arganier aussi une espece rustique endémique spécifiguement marocaine, de bioclimat aride,
semi-aride, tempéré et saharien fortement ensoleillé, en évitant les zones avec des hivers

froids.
11.1.2.2. Répartition :

La plus grande concentration d'arganier se trouve dans la région et plaine du Sud-ouest du
Maroc ou elle couvre pres de 800 000 hectares, soit 14,25 % de la forét du Maroc. En
Algérie, a 120 km au nord de la ville de Tindouf, les foréts d'arganier recouvrent une
superficie avoisinant les 44 000 hectares (figure 13) (M'hirit et al, 1998).
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V Dans le monde VEn Algérie

Figure 13 : Aire de répartition de I’arganier (Orwa et al.2009).

11.1. 3. Usages ethnobotaniques de I'arganier

L’arganier joue un role socio-économique tres important et sa conservation est un placement
stratégique pour le Maroc. Toutes les parties de I’arbre peuvent étre utilisées : ses fruits et son

huile, son bois et ses feuilles.
11.1.3.1. Importances socio-économiques de I’arganier et ses produits
a)Fruits

La pulpe du fruit, appelée encore péricarpe, est la partie la plus externe enveloppant la graine,
obtenue apres dépulpage de fruit (figure 12), sa couleur change suivant le degré de maturation
du fruit ; du vert au jaune veiné, de rouge puis au brun. Cette pulpe est charnue, amere. Elle

est utilisée comme aliment pour les caprins. (Charrouf et Guillaume, 1999 ; Radi, 2003).
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c) Huile d’argan

L'huile d'argan extraite a partir des amandes constitue le produit principal de l'arganier
(Charrouf, 2001). En plus de son utilisation en alimentation humaine, elle rentre dans la

préparation des cremes et d'autres produits a usages dermo-cosmétiques.

Il est utile de souligner que I'huile d'argan alimentaire est produite & partir d'amandons
Iégerement torréfiés avant d'étre pressés. Au contraire, les amandons destinés a I'huile
cosmétique/médicinale ne sont pas torréfiés, ce qui évite la dégradation par la chaleur des

principes actifs et ainsi de perdre les bienfaits de 1’huile.
c)Tourteaux

C'est le résidu de I'extraction des amandes. Il est utilisé comme aliment d'engraissement pour
les bovins pour sa richesse en glucides et en protéiques de poids moléculaire élevé. Sa

composition lui confére des propriétés pharmaceutiques intéressantes (Charrouf, 2001).
d) Bois

Le bois est résistant et lourd. C'est un excellent charbon utilisé pour le chauffage mais il est
impropre a la menuiserie (Debbou et Chouana, 2003). Le bois de I'arganier est utilisé comme
combustible (Benzyane, 1995 ; Charrouf et Guillaume, 2007).

e) Feuilles

Les feuilles servent de paturage suspendu pour les caprins, plusieurs flavonoides ont été isolés
des feuilles de I'arganier: la myricétine, la quercétine et autres dérivés glycosylés (Charrouf et
Guillaume, 2007).
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11.1.3.2. Utilisations de I’huile de I’argan

L’arganier est surtout utilisé traditionnellement pour 1’obtention de I’huile d’argan a forte
valeur nutritive, et a propriétés dermo-cosmétique et medicinales (Charrouf et Gillaume
2014).

Les propriétés bénéfiques de I'huile d'argan sur la santé ou dans les soins corporels des
femmes marocaines sont connues depuis longtemps. Dans la tradition marocaine, il est bien
établi que I'huile d'argan posséde un effet global bénéfique dans les maladies cardiovasculaires

et pour le traitement des infections cutanées (tableau 5).

Tableau 5 : Usages traditionnels de I’huile d’argan*

usage Propriétés/indications

Dermocosmeétique soins corporels : hydratant, assouplissant pour la peau, elle fortifie
aussi les ongles et les rend souples et donne une brillance aux

cheveux secs, antiage.

Médicinale cholérétique, hépatoprotecteur, traitement de I'nypercholestérolémie
et l'athérosclérose, la varicelle, I’acné juvénile et les rhumatismes,

cicatrisant (bralures).

Alimentaire Aromatisant, godt de noisette (salades, soupes, tagines, couscous),
nourrissant (mélange huile d’argan-amandes-miel, connu sous le
nom d’"Amlou", accompagne le pain du petit déjeuner traditionnel

marocain).

*(Bellakhdar, 1997 ; Charrouf et Guillaume ; 2008 ; El Monfalouti et al. 2010 ; Moukal, 2004).
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11.1.4. Travaux antérieurs sur I’Arganier
11.1.4.1. Etudes phytochimiques de I’Arganier

Au vue de son importance économique, I’arganier a fait I’objet de nombreuses investigations
phytochimiques. En raison de la forte valeur ajoutée de I’huile grasse contenue dans le fruit

(amandons), de nombreuses études ont permis d’établir sa composition en détail (tableau 6).

L’huile est particulierement riche en triglycérides d’acides gras insaturés, majoritairement de
I’acide oléique (C18:1) et I’acide linoléique (C18:2). De méme, 1’huile contient des nombreux
agents antioxydants (tocophérols, acides phénols, phénols et flavanols, caroténes), ainsi que
des phytostérols spécifiques (Schottenol, Spinasterol) aux propriétés anticholestérolémiantes.

Les principaux constituants de 1I’huile d’argan sont résumés dans le tableau 6.

Tableau 6 : Composition de I’huile d’argan.

Produit

Composition

références

Insaponifiable

caroténes [37%], tocophérols [8% : majorit. g-tocophérol entre

Adlouni, 2010 ;

(0,34-19%): | 8let92%], alcools triterpéniques [20% : dont tirucallol Charouf, 2001 ;
(27.9%), B-amyrine (27.3%), butyro-spermol (18.1%), lupeol Farines, 1981 ;
(7.1%), et 24-methylene cycloartanol (4.5%)], stérols [29% : Hilali, et _al. 2005.
majorit.Schottenol (44.0-49 %), Spinasterol (34.0-44 %)], Khallouki, etal.
acides phénols [trace ; ac. caffeique, oleuropeine, vanillique, 2003;
ferulique, syringique], phénols [catechol, tyrosol, resorcinol], Rahmam, 2005 ;
Flavonoides [(-)-epicatechin, (+)-catechine]. Rojas, 2005 ;
autres composés : hydrocarbones, xanthophylles [5%],

Fraction des | ac. oléique (43-49 %), linoléique (29-36) , palmitique (11-15 Charouf et

acides

%) , stearique (4-7%), palmitoléique (0.3-3 %), arachique (<0.5

Guillaume, 2008

gras(94,5- %), linolénique (<0.2%), behenique (<0.2%), myristique

97,3 %) : (<0.1%).

Partie (E)-Oct-2-en-1-ol, (E)-Hept-2-enal, Phenylacetaldehyde, (Z)- | Charouf et
odorante Non-3-enal, (R)-8-Decalactone, 1-Carvone, Citronellol, Eugénol | Guillaume, 2008
volatile

Oligoéléments

Fer, cuivre, manganése and plomb

Marfil et al. 2008
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Dans le tronc de I’arbre, les feuilles et dans la pulpe du fruit, des quantités importantes de
xyloglucanes, galacturonanes et pectines sont signalées (Charrouf et Guillaume, 2002 ; El
Monfalouti, 2010 ; Habibi et Vignon, 2005). Toutes les parties de I’arganier contiennent une
large quantité de saponines (Charrouf et al., 1992 ; EIl Fakhar et al., 2007; Guillaume et
Charrouf, 2005 ; Oulad-Ali et al., 1996). Certaines de ces composés saponosidiques présentent
des propriétés antivirales (Gosse et al., 2002) et antioxydantes (Amzal et al., 2008). On
reporte aussi dans les feuilles la présence de flavonoides, notamment la myricétine, la
quercétine et autres dérivés glycosylés (Charrouf et Guillaume, 2007). Ces composés
flavonoique sont été évalués pour leurs propriétés antioxydantes a fort potentiel « antiage »
pouvant servir dans la formulation de préparations dermo- et cosmo-pharmaceutiques (Pauly
et al., 2006). Une huile essentielle présente dans la pulpe du fruit a fait I’objet d’une étude de

sa composition et ses propriétés répulsives contre les insectes (Harhar et al., 2010).

11.1.4.2. Propriétés pharmacologiques de I’arganier

L'impact de I'huile d'argan sur les maladies cardio-vasculaires a fait 1’objet de recherches
soutenues depuis plus de deux décennies sur des modéles animaux, des cellules /organes
isolés, ou sur la base d’études épidémiologiques (EI Monfalouti, 2010). Les études
expérimentales réalisées sur 1’huile d’argan ont mis en évidence des propriétés antiathérogénes
et anti-lipidiques (en cas de dyslipidemie en cas de diabéte type Il), ainsi que son effet
antihypertenseur. Les propriétés antioxydantes de 1’huile d’argan ont été aussi évaluées

positivement et attribuées a sa fraction phénolique.

Cependant, jusqu'a présent, le peu d’essais cliniques réalisés sur 1’huile ne permettent pas une
conclusion avec certitude sur I’efficacité et I’effet bénéfique global de I’huile quant aux
maladies cardiovasculaires (Adlouni, 2011). Toutefois, ces études soutiennent que 1’huile
d’argan exerce des effets antiathérogénes chez les patients dyslipidémiques et diabétiques et

qu’elle pourrait &tre proposée dans la prévention nutritionnelle des maladies cardiovasculaires.
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Les principales données pharmacologiques sur I’huile d’argan sont résumées dans le tableau 7.

Tableau 7 : Propriétés pharmacologiques de ’huile d’argan.

Propriétés Modéle Références
Prévention de I’incidence du cancer Homme Khallouki et al., 2003
Antihypertenseur Rat Berrougui et al., 2004

Hypocholestérolémique, _
L Rat Berrougui et al., 2003
hypolipidémique

Bennani etal., 2007 ;

Antiproliférative (cancer de la prostate) In-vitro )
Bennani et al., 2009
Inhibition de 1’oxydation des LDL Berrougui et al., 2006;
Homme )
Berrougui et al., 2003
L Samane et al., 2006 ;
Antidiabétique Rat
Bnouham et al., 2008
Antioxydant, hypolipidémique Homme Drissi et al., 2004
Hypolipidemique Homme Derouiche et al., 2005
) Cherki etal., 2005 ;
Antiathérogéne Homme )
Adlouni, 2011
Antiagrégant plaquettaire Homme Mekhfi et al., 2008
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11.2. Présentation de I’espéce Opuntia ficus indica L.

La famille des Cactacées comporte plus de deux cent genres. Le genre Opuntia est représenté
par Opuntia ficus indica. L., ou communément appelé le figuier de Barbarie ou figuier de
I’Inde. Cette espece dont le fruit est comestible est bien représentée dans notre pays

(Bensadon et al., 2010 ; Siriwardhana et You-Jin, 2004).

11.2.1. Classification et description botanique de la plante

11.2.1.1. Classification

La classification classique et phylogénique du taxon Opuntia est décrite dans le tableau 8.

Tableau 8 : Classification classique et phylogénique du taxon Opuntia

Classification Cronquist (1981) Classification phylogénétique
Régne : Plantae (végétal)
S/régne : Tracheobionta Clade : Angiospermes
Embr. : Phanérogame (Spermaphytes ou Clade : Dicotylédones vraies
plantes a graine) Clade : Noyau des Dicotylédones vraies

Division : Magnoliophyta (Angiospermes) | Ordre : Caryophyllales
Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones) Famille : Cactaceae

Sous classe : Caryophyllidae Genre : Opuntia

Ordre : Caryophyllales Espéce : Opuntia ficus indica
Famille : Cactaceae

Genre : Opuntia

Esp. : Opuntia ficus indica (L.) Miller

Synonyme(s) :
- Cactus ficus-indica L.

- Opuntia vulgaris Miller.
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Dénominations communes ou vernaculaires (Schweizer, 1999)

Noms Francais - Figuier de barbarie, Figuier d’Inde ;
Noms anglais - Barbary fig, Prickly pear ;

Nom arabe - Hendi.

Le mot Cactus vient du mot grec kaktos donné premierement par Théophraste. Le terme
générique Opuntia a été donné au figuier de Barbarie par Matthiole, pour sa ressemblance
avec une plante épineuse qui poussait aux alentours d’Opus (Oponce) village grec, aujourd’hui

connu sous le nom de Talanta.

11.2.1.2. Caractéres botaniques

Selon la classification botanique, les cactacées sont des arbustes et des arbres vivaces de 5m
de haut, a tiges charnues, épaisses et ligneuses, apparemment aphylles, de couleur verte-
matte. En effet, Opuntia ficus indica L, avec ces variétés inerme et I’épineuse, Se caractérise
par une remarquable adaptation a la sécheresse obtenue au fil du temps par 1’évolution de la

structure de son organisme (Tableau 9 et figure 14).

Les caractéristiques morphologiques de I’arganier sont réesumées dans le tableau 9.
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Tableau 9 : Caractéristiques morphologiques du figuier de Barbarie*

Partie végétale Caractéristique
Espéece Arbuste de 2 a 6 m de haut.
Tronc tronc ligneux, formeé par les vieux raquettes qui en se desséchant,

perdent peu a peu leur forme ovale pour devenir cylindrique.

tiges aphylles modifiées gonflées et charnues, adaptées au stockage de
Cladodes/ raquettes | I'eau, sous forme aplatie, dépourvues de feuilles, érigées et dressées,
rameuses et xérophiles, de 30 & 40 cm de long sur 15 & 25 cm de large,
et de 1,5 a 3 cm d'épaisseur.

Feuille Réduite en épine blanchatre de 1 a 2 cm.
Fleur jaune orange, grande, rotacée, hermaphrodite a ovaire infére, et
uniloculaire.

Désigné par la figue de Barbarie, appelé aussi Tuna ; baie charnue,
Fruit sucré a maturité, uniloculaire a nombreuses graines (polyspermique)
dont le poids peut varier de 150 a 400 g. Sa couleur est variable selon
les variétés : jaune, rouge, ou vert.

Systeme racinaire réseaux étendus situés en majorité prés de la surface du sol, quelques
rares plus profondes ayant essentiellement un réle de fixation.

Floraison mois de Mai et Juin. Récolte de fruit a partir d’ Aott et Septembre.

*(lIserin, 2001 ; Schweizer, 1999)

Arbre Fruit Graines

Figure 14 : Présentation d’Opuntia ficus indica L.
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11.2.2. Caractéristiques écologiques et répartition géographique

11.2.2.1. Caracteéristiques écologiques

L’figuier de Barbarie est une plante xérophile répandue principalement dans les régions a
climats sec aride et semi-aride, caractérisées par des basses temperatures hivernales (-10°C).
En outre, on peut retrouver 1’espéce un peu partout, dans les régions cotiéres ou sur des sites
situés a 1800 jusqu’a 2200 m d’altitude avec une pluviosité annuelle de 400-500 mm et des
températures de 16 a 30°C. Les sols préférés par le figuier de Barbarie sont les sols calcaires,
Iégers, généralement pauvres en matiére organique (0,1-1,8%), et moyennement acides (Ph 5-
6,7) (Schweizer, 1999).

11.2.2.2. Répartition

L’espéce Opuntia ficus-indica est originaire des régions tropicales et subtropicales
d’Amérique centrale ; notamment sur les plateaux du Mexique, caractérisées par un climat
chaud et sec (figure 15). Elle a été ramenée en Europe par les Espagnols lors des voyages de
Christophe Colomb, et s’est acclimatée dans la péninsule ibérique et naturalisée sur le
pourtour de la Méditerranée, y compris I’Afrique du nord (Maroc et Algérie), et d’autres
régions du monde au climat propice (figure 15). Naturellement, I’figuier de Barbarie se
reproduit par multiplication végétative. Sa diffusion est due autant a I'nomme (cladodes
comme aliment antiscorbutique sur les bateaux), qu'aux oiseaux qui en consommant les fruits

assurent la dispersion des graines. (Bensadon et al., 2010 ; Siriwardhana et You-Jin, 2004).
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Native range: Mexico
Exotic range: Algeria, Brazil, Chile, Eritrea, Ethiopia, India, Israel, Italy, Kenya, Libyan Arab Jamahiriya, Morocco,
Portugal, South Africa, Spain, Sudan, Tanzania, Tunisia, Uganda, United States of America

Figure 15 : Aire de répartition du figuier de barbarie.

En Algérie, la culture 1’O. ficus-indica est largement représentée dans le paysage rural en
plantations principalement irréguliéres, autour des villages, en haies limitant les parcelles de
culture ou de vergers. La culture de cactus se trouve parfaitement intégrée dans le systeme
d’exploitation traditionnel. Les plantations de cactus existent dans les régions cotieres
algériennes depuis El-Kala jusqu’a Maghnia, mais aussi dans plusieurs zones continentales,

sahariennes et des montagnes.

11.2.3. Usages ethnobotaniques du Figuier de Barbarie

11.2.3.1. Importances socio-économiques du Figuier de Barbarie et ses produits

La culture du figuier de Barbarie en Algérie représente un objectif a atteindre au vue de son

importance socio-économique.
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Ses utilisations multiples sont présentées dans le tableau 10. Certaines recherches menées a
I’INRA ont montré que I’inclusion du figuier de Barbarie dans I’alimentation des brebis
gestantes ou en lactation en remplacement du son et du tourteau de tournesol a permis des

productions laitiéres plus importantes.( Bensadén et al., 2010 ; Bouzoubaéa , 2009)

Tableau 10 : Importances socio-économiques de 1’figuier de Barbarie et ses produits.

Partie Usage Références
Plante Utilisation agricole : Formation de haies défensives
entiere
Environnement : Lutte contre I'érosion ; Conquéte des sols Bensaddn et al.,
2010;

Usage ornemental : Plante de jardins d'ornement
Bouzouba, 2009 ;

Fruits Usage industriel : Colorants naturels extraits des fruits ; fabrication
de confitures, jus, nectar et figues de barbarie confites ; usage de | Fernandez-Ldpez,
fourrage : D’alimentation animale. Extraction d’un sirop a | 2010 ;

caractéristiques nutritionnelles similaires a celles du raisin

Graines | extraction d’une huile fixe a forte valeur commerciale El Kossori
Lamghari, 1998

Raquette | production de biogaz par fermentation; alimentation animale;
source de gel aux propriétés anti-inflammatoires et cicatrisantes

Fleurs Source d’agent gélifiant substitut de la pectine ; agent épaississant
des soupes; source de minéraux et de fibres de haute valeur
alimentaire ; source potentielle de biomolécules (ex. flavonoides)

11.2.4. Travaux antérieurs sur le figuier de Barbarie

11.2.4.1. Etudes phytochimiques du figuier de Barbarie

Au vue de sa valorisation agro-industrielle et son importance économique, le figuier de
Barbarie a fait I’objet de nombreuses études phytochimiques (Tableau 11). En effet, il est riche
en fibres, en minéraux et en betacyanines, moyen en caroténoides (18.75 %), mais
relativement faible en protéines, en lipides et en composés phénoliques. La richesse en
carbohydrates digestives, qui représentent plus de 50% de pulpe de fruit en fait une
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excellente source potentielle d’alcool. En 1’occurrence 150 kg de figues fournissent 100 litres

de suc qui produisent 7 litres d’alcool a 85° (Bensadén et al., 2010 ; Fernandez-L6pez, 2010).

Tableau 11 : Contenu du figuier de Barbarie.

Composition | Fruit (%) | Graine (%) | Pulpe(%) | Cladodes(%) | Références

Eau 89 1,1 83,6 86 Bensadoén et al.,
Glucide 14,8 2 10,8 28,6 2010;

Cellulose 1,3 / / 17,5 Fernandez-L6pez,
Protéines 6,7 9 0,8 6 2010 ;

Matiére grasse | 0,7 7,5 0,3 4,6 El Kossori
Cendres / 1,4 8,2 19,6 Lamghari, 1998
Fibres brutes 2,3 0,8 3,6 3,6

En raison de la forte valeur ajoutée de son huile grasse contenue dans les graines du fruit du
figuier de Barbarie, de nombreuses études ont permis d’établir sa composition en détail
(tableaul?). L’huile est particuliérement riche en triglycérides d’acides gras polyinsaturés,
majoritairement de 1’acide linoléique (C18:2) et de I’acide oléique (C18:1). De méme, I’huile
contient des nombreux agents antioxydants (tocophérols, acides phénols, phénols et flavanols),

ainsi que des phytostérols et tocophérols (Chougui et al., 2013 ; EI Mannoubi, 2009).

Tableau 12 : Composition de I’huile de figuier de Barbarie (Chougui et al., 2013 ; El
Hachimi, 2015).

Produit Composition

Insaponifiable | Phytoestrogénes, phytostérols, tocophérol.

Fraction des

acides gras Ac. linoléique (60 ,61), ac. oléique (19.77), ac.
(%) Palmitique (13,83) et ac. stéarique (3.16).
Autres Polyphénols, tanins, flavonoides, punicine et
composés

granatine (alkaloides).

(trace)
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11.2.4.2. Propriétés pharmacologiques de figuier de Barbarie

Le figuier de Barbarie est doué de propriétés pharmacologiques aussi diversifiées que
remarquables, a savoir des activités anti-inflammatoires, antioxydante et neuroprotective
(tableau 13). Le gel contenu dans les cladodes est réputé trés efficace notamment dans le
traitement des plaies et brdlures (Ben Laksira et al., 2013). Plusieurs études démontrent une
corrélation positive entre un régime riche en figuier de Barbarie et la réduction des risques des
maladies associees au stress oxydatif (cancer de 1’estomac, maladies cardiovasculaires et

neurodégénératives, etc.) (Tableau 13).

Tableau 13 : Propriétés pharmacologiques du figuier de Barbarie.

Propriétés Références
Cicatrisant, anti-ages, antirides, et anti- Schweizer M., 1999
vergetures.

Antidiarrhéique, constipant et régularise le transit. | Bensaddn et al., 2010
Antioxydant. Hypoglycémiant. Action
Anxiolytique et neuroprotectrice (polyphénol),

Activité hépatoprotectrice ; Galactogéne et Bensadoén et al., 2010 ;
fortifiant. Activité anti ulcéreuse. Activité Ncibi et al., 2008

diurétique (fleur, cladode et fruit)

Action diététique (pour I’huile) ; Bensadén et al., 2010 ; Ennouri et al., 2007 ;
Hypoglycémiant, hypocholestérolémique, Ramadan et Morsel, 2003

hypolipidémique, antiathérosclérotique
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11.3. Présentation de lentisque (Pistacia lentiscus L.)

Le Pistacia lentiscus est un arbuste du genre Pistacia, appartenant a la famille cosmopolite des
Anacardiaceae (syn. Pistaciaceae). Cette famille renferme plus de 600 especes appartenant a
environ 70 genres. En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, en
I'occurrence Pistacia lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica,
cependant, le Pistacia lentiscus est le plus commun dans notre pays (Baudiére, et al., 2002 ;
Mitcheh, 1986 ; Quezel et Santa, 1962).

11.3.1. Classification et description botanique de la plante

11.3.1.1. Classification

Le lentisque connu scientifiquement sous le nom de Pistacia lentiscus L. (Linné, 1753),
appartient a la famille des Anacardiaceae, dont la taxonomie est présentée comme
suit (tableau 14):

Tableau 14: Classification classique et phylogénique du taxon Pistacia #

Classification Cronquist (2016) Classification APG 111 (20116)

Régne : Plantae (végétal)

S/régne : Tracheobionta Regne : Archéplastides

Embr. : Spermatophyta (plantes & graine) Clade : Angiospermes

Division : Magnoliophyta (Angiospermes) Clade : Dicotylédones vraies

Classe : Magnoliopsida (Dicotylédones) Clade : Noyau des Dicotylédones vraies

Clade : Rosidées
Clade : Malvidées
Ordre : Sapindales

Sous classe : Rosidae
Ordre : Sapindales
Famille : Anacardiaceae Famille : Anacardiacées

Genre : Pistacia Sous-famille : Anacardioidées
Esp. : Pistacia lentiscus L. Genre : Pistacia

Espece : Pistacia lentiscus

# (Baudiére, et al., 2002 ; Mitcheh, 1986)

[J Synonymes

Lentiscus massiliensis (Mill.) Fourr. ; Lentiscus vulgaris Fourr. ; Pistacia brevifolia Gand.
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Pistacia chia Desf. ; Pistacia gummifera Salisb. ; Pistacia narbonensis Mill.; Terebinthus
lentiscus (L.) Moench; Terebinthus vulgaris Fourr. (Feidemann, 2005 ; Torkelson, 1996).
[J Noms vernaculaires

(Anglais) : Chios, mastic tree

(Allemand) : Mastixbaum

(Francais) : Arbre au mastic, Lentisque

(Espagnol) : Lentisco

(Afrique du nord) : Derw, darw (arabe) et Tidekt, Tidekst,(Berb.)

Le lentisque est également appelé arbre a mastic en référence a la résine appelée mastic qui
coule des troncs et branches de la plante. Le nom pistachier vient du grec « pistaké », tandis

que le nom lentisque vient du latin « lentus » qui signifie visqueux (Seigue, 1985).

11.3.1.2. Caractéeres botaniques

Selon la classification botanique, le lentisque est un arbrisseau vivace ; tres aromatique et
résineux ; a croissance tres lente et a feuilles vertes persistantes et alternes, de moyenne taille
pouvant atteindre 3 a 6 m de hauteur (figure 16). Les caractéristiques morphologiques de

lentisque sont résumées dans le tableau 15.

Tableau 15 : Caractéristiques morphologiques de lentisque *

P. lentiscus Caractéristique
Taille 3a6m
Tronc Tortueux, ramifié, vivace, thermophile, et dioique présentant des pieds males et

femelles distincts. écorce rougeatre puis grisatre et écailleuse. branches tortueuses et
pressees en masse serrée.

Feuille feuillage Vert persistant, composé 4 a 10 folioles, alterne, paripenné, a contour
entier, en nervure pennée et & pétiole court, bordé, et d'une aile verte, oblongues ;
ovales a elliptiques, obtuses, étroites, coriaces, glabres ; luisantes en dessus ; mates
et pale en dessous.

Fleur 3mm de large sont en grappes spiciformes denses, formant des petits racemes
axillaires courts et cylindriques a l'aisselle des feuilles. Elles sont aromatiques,
dioique unisexuées. Les males ont cing petits sépales dont émergent 5 étamines
rougeatres reposant sur un disque nectarifere. Les femelles sont vert jaunatres, a 3 ou
4 sépales, ont un ovaire supere, avec un style court a 3 stigmates.
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Suite du Tableau 15 : Caractéristiques morphologiques de lentisque *

P. lentiscus Caractéristique

Fruit petite drupe comestible ; arrondie (2 a 5 mm de diam.); sub-globuleuse ;
monosperme, contenant un nucléole de la méme forme. Réunis en grappes axillaires,
d'abord rouge, puis noire a maturité. pendant I’automne (Octobre- Novembre), Son
odeur de térébenthine est forte, et sa saveur est amére, camphrée.

Graine La graine est identique aux pistaches, mais beaucoup trop petite.

Resine Mastic aromatique qui suinte du tronc et des branches suite a des éraflures, seché au
soleil pour les faire durcir en gouttes translucides.

Floraison Le Lentisque est une plante dioique qui fleurit le printemps entre mars et mai.

Multiplication | Semis des graines au printemps,

Bouturage de tiges en été.

*( Bock, 2009; Boullard, 2001 ; Delille, 2007 ; Hichey et King, 1988 ; Iserin, 2001; More et White,
2005; Seigue, 1985 ; Yahya, 1992)

Arbre P. lentiscus L. Feuille Fruits

Figure 16 : Description botanique de Pistacia lentiscus L.
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11.3.2. Caractéristiques écologiques et répartition géographique
11.3.2.1. Caractéristiques écologiques

Le lentisque est un arbre a feuilles persistantes, dont lI'aire chevauche a la fois entre le climat
sub-humide et tempéré. Physiologiquement et morphologiquement, le lentisque est adapté aux
conditions rigoureuses de son habitat : stockage d’eau dans les feuilles ; développement du
systéme racinaire ; adaptation de leur cycle de vie. (Seigue, 1985). Cependant certains facteurs

conditionnent son développement, parmi ces facteurs ; on peut citer :

a) Humidité
La présence de lentisque exige un climat relativement humide. En hiver il se forme des zones
de hautes pressions qui donnent un renforcement des vents frais et humides, et en été le temps
est sec, cette alternance saisonniére repend aux besoins de la végétation a la fois de la chaleur
et de I’humidité. (Seigue, 1985)

b) Pluviométrie
Les pluies sont assez réguliérement reparties, trés fréquentes, et nettement hivernales. Une
précipitation moyenne de 731 mm par an semble étre suffisante pour le développement de

lentisque dans certaines régions méditerranéennes (Seigue, 1985).

c) Température

Selon More et White, (2005) le lentisque est une plante thermophile, notamment
caractéristique des milieux les plus chauds du climat méditerranéen avec une exposition
continue au soleil et aux hautes températures, que I'on retrouve exactement en affiliation avec
I’olivier (Olea europaea). En général, le lentisque supporte des températures extrémes de 4°C
et 40° C. En terme de rusticité ou autrement dite : la tolérance aux basses températures, qui
corresponde aux températures minimales estimées, incluant le froid ressenti, du au vent, qu’un
arbre peut supporter, sans subir de dommage durable, le lentisque présente une rusticité de
I’ordre de:-4°Ca -8°C (More et White, 2005).
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d) Altitude
Sur le plan altitudinal, Pistacia lentiscus se développe dans les maquis et les garrigues de
basse altitude, les versants rocailleux secs, les clairieres et bois clairs fortement ensoleillés, en

évitant les zones avec des hivers froids (More et White, 2005).

11.3.2.2. Répartition géographique

Le pistachier lentisque est un arbrisseau dioique thermophile tres commun dans le bassin
méditerranéen, il se trouve a I'état spontané et sauvage, dans les maquis et les garrigues dans
tout type de sols, bien qu’il préfére les terrains siliceux pauvres en potassium et en phosphore.
Généralement, il se trouve dans les lieux arides de la région méditerranéenne de Europe, de
I’ Asie, de I'Afrique jusqu’au Canaries (Bock, 2009 ; Bonnier et Douin, 1990; Seigue, 1985).
En Algérie, le lentisque occupe 1’espace thermo-méditerranéen et se trouve sur le long du tell
et dans les zones forestiéres (More et White, 2005) (fig.17). Selon Dogan et al. (2003), cette
espece est adaptée au stress consécutif au manque hydrique, et nutritifs, et elle est capable de
lutter contre I’érosion qui représente un facteur primordial de désertification de I’écosystéme

des régions méditerranéennes semi arides (Dogan et al., 2003).

rx::' 4

Algérie

Figure 17 1  Aire de répartition de Pistacia lentiscus L. (Seigue, 1985)
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11.3.3. Usages ethnobotaniques du lentisque

11.3.3.1. Importances socio-économiques de lentisque et ses produits

D’apres Seigue (1985), les principaux produits dérivés du P. lentiscus et leurs utilisations
socio-économiques importantes sont décrites dans le tableau 16.

Tableau 16 : Usages traditionnels de lentisque (Seigue, 1985)

Partie de plante

Usage, propriétés/indications

Résine "mastic de
Chio",

composition (laques, vernis, mastics et colles des pansements, pates & méacher, liqueurs
d'eau-de-vie etc). Apres distillation du mastic est récupérée une essence qui entre dans
la confection de parfums, produits cosmétologiques et pharmaceutiques, de vernis de
grande qualité recherché par les peintres ceuvrant a la peinture a I'huile et aussi dans
I'industrie photographique.

De ce fruit (baie a maturité) on extrait, surtout en Italie, une huile tres utile pour

Fruit (baie) I’éclairage, la savonnerie I’alimentation et méme la médication (cicatrisante).
BOj de couleur rose ou ocre. 1l est employé en menuiserie et en ébénisterie pour sa
oI5 robustesse et la finesse de sa texture, aussi comme excellent combustible.
Feuille Source d’une huile essentielle utilisée en aromathérapie pour ses propriétés
ui

décongestionnantes, veinotonique.

11.3.3.2 Utilisations de I’huile de lentisque

L’huile de lentisque extraite du fruit comestible qui autrefois était couramment utilisée pour
l'alimentation, I'éclairage et elle entrait aussi dans la confection de savons. L’huile est produite
a PEst de 1’Algérie, dans les zones notamment cotiere (El Milia, Skikda), ou I’espece abonde.
Un procédé traditionnel est utilisé a cet effet : Les fruits atteignent leur maturité vers la fin
d’été début de I’automne. Les baies prennent alors une coloration noire au lieu du rouge. Les
baies sont récoltées a la main, macérées dans de I’ecau chaude et puis écrasés a 1’aide d’une

presse. Des baies s’exultent un liquide épais de couleur jaune vert. L huile est récupérée par

décantation (Seigue, 1985).

11.3.4. Travaux antérieurs sur le lentisque

11.3.4.1. Etudes phytochimiques de lentisque

Les principaux constituants de 1’huile de lentisque sont résumes dans le tableau 17.
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Tableau 17 : Composition de 1’huile de lentisque

Produit Composition réferences
Insapo- phytostérols, dont le stigmastérol, qui a eté isolé par | Belfadel, 2009
nifiable

chromatographie préparée sur couche mince. [.’analyse HPLC en
phase inverse a confirmé la présence de 1’alph-tocophérol.

Fraction des

La teneur en matiéres grasses brutes: fruits 20 a 32,8%

Charef et al, 2008 ;

acides gras, | essentiellement d’acides gras libres, a plus de 80 % insaturés : Mekni, 2011 :
huile grasse | acide oléique 55 & 56%, linoléique 14-47%et linolénique 2-16%, | nezni et al.. 2014 :
Undecylphénol ~ 18,86%, acide palmitique  15-27%, 3- | Mezni et al., 2012 :
pentadecylphénol 14,11%, stéarique a 2 % Tej Yaakoubi et
La teneur en acides gras satures 16-20% essentiellement Dhaou, 2007
oléique, l'acide linoléique et lacides palmitoléique représentent | Tyapelsi et al. 2012
plus de 70% du total des acides gras. Le rapport entre acides gras
saturés / insaturés était presque 0,4.
Huiles La résine présente cing constituants majeurs solubles dans | Amhamdi et al.,
essentielles | sthanol : o -pinéne (40%), -pinéne (1,5%), B -myrcéne (9%), le | 2009 ;
limonéne (1,0%), et S -caryophylléne (5%) Arab et ‘?‘l-* 2014
Pour les feuilles rameaux : Longifoléne (12,8 -16,4%), a-pinéne | Barazani etal,
(19-63% %), y-cadinéne (6,2%), trans-g-terpinéol (5-15,6%), a- | 2003 ;
acorneol (4,6%), terpinen-4-ol (7-19.3%), y-muurolene (2.9- | Baudoux, 2003 ;
5,7%), sabinene (12,6%), p-pinéne (3,3-6,5%), # -myrceéne (25- | Boelens et Jimenez,
39,2%), limonene (1,5-10,3%) gurjunéne (7,8%), germacréne | 1991 ;
(4,3%), humuléne (2,6%), B —caryophylléne | Doba et al. 2006 ;
epibicyclosesquiphellandréne (2,5%). Duru et al, 2003 ;
Les fruits : huiles essentielles sont composées de 90 a 96% Grosjean, 2007 ;
d'hydrocarbures monoterpéniques et 3,2% de sesquiterpénes. Koutsoudaki
a-pinene 11-22%, p-myrcene 54-72%. Leonti et al, 2001 :
N.B : d'autres constituants représentent 6,2% de la concentration i
\ . . \ . etal., 2005 ;
totale. D’autres chémotypes ont également signalé la présence de :
longifolene ; limonene ; caryophlene; Sabinene 1.0-6.7% ;
Germacrene 2.7-13.5%, terpinene 3.1-3.6% et le beta-3-caréne.
Tanins tannins totaux: feuilles 33%, fruits 20%, proanthocyanidiques, | Arab et al., 2014
Polyphénols | galliques, glycosides flavonoides, anthocyanes, des tanins | Atmani et al, 2002 ;
Flavonoides | condensés et hydrolysables, etdérivés & noyau gallique et | Longo et al, 2007 ;
;Ii::t:;‘g)]%r;ess quinique, catéchétiques. des glycosides flavonoiques, des | Vaya et Mahmood,
anthocyanes (cyanidine 3-O-glucoside, Delphinidine 3-O- | 2006 ;
glucoside,cyanidine 3-O-arabinoside), leucoanthocyanes,
galliques, flavonoides, glucosides et amidon. Mucilages,
leucoanthocyanes,  saponosides, sénosides, acide gallique et

1.2.3.4.6-pentagolloylylucose. Quercetine, myricetine
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11.3.4.2. Propriétés pharmacologiques de lentisque

L’utilisation des dérivés de Pistacia lentiscus L. en médecine traditionnelle a fait 1’objet de
plusieurs travaux. Toutes les parties de cette plante ont présenté des vertus thérapeutiques, y
compris les parties aériennes ; Les feuilles ; les fleurs ; les rameaux ; la résine ; et le fruit, et

aussi les racines (tableau 18).

Tableau 18 : Propriétés pharmacologiques de I’huile de lentisque.

Propriétés Partie Références
Hypertension artérielle, Antifongique Partie Ali-Shtayeh et al., 1999 ; Duru et al., 2003 ;
Antioxydant. Contre lI'eczéma, la paralysie, | aérienne | Kordali et al., 2003 ; Turchetti et al., 2005;
la diarrhée, les infections de la gorge, les Barra et al., 2007 ; Mansour-Djaalab et al.,
calculs rénaux, jaunisse, I'asthme et les 2012
maux d'estomac
analgésique, tonique, antibactérien, résine Aksoy et al., 2006 ; Al-Said et al,1986; Balan
antiathérogenique, anti-inflammatoire, et al, 2005 et 2007; Bellakhdar, 1997 ;

Boullard, 2001 ; Dabos et al., 2010 ;
Dedoussis et al, 2004 ; Dimas et al., 2009 ;
Gioxari et al., 2011 ; Hmimza, 2004 ; Kim et

astringente, carminative, diurétique,
spasmolytique, expectorant, antiseptique du

systeme respiratoire, anticancéreux, et anti- al., 2009 : Koutsoudaki et al., 2005 : Loutrari
proliférateur, en particulier contre les etal., 2006 : Mahmoudi et al., 2010 :
tumeurs du sein, du foie, de la rate, du Magiatis et al, 1999 ; Marone et al, 2001;
cOlon et de ’utérus. Moulos et al.,2009 ; Paraschos et al., 2007 ;

Qiao et al., 2011 ; Sharifi et Hazell 2009 ;
Triantafyllou et al., 2011 ;

I’inflammation intestinale, le traitement de | racines Ouelmouhoub, 2005
Iulcere gastroduodénal contre
Helicobacter pylori
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Suite du Tableau 18 : Propriétés pharmacologiques de I’huile de lentisque.

décongestionnant veineux, Nasal, Huile Ali-Shtayeh and Abu Ghdeib, 1999;
lymphatique, prostatique. (Varices et Baudoux, 2003 ;
jambes lourdes, congestions et stases Duru et al, 2003;
veineuses, hémorroides externes et lauk et al, 1996;
internes), thrombophlébite, escarres, plaies Iserin, 2001;
de lit, Troubles cardio-vasculaires, Grosjean, 2007 ;
Endocardite rhumatismale, Aérophagie, Magiatis et al, 1999;
aérocolie, colite, diabéte, Antispasmodique,
antalgique
antipyrétique, hépatoprotecteur, feuilles | Ali-Shtayeh et al, 1998 ;
expectorant stimulant, anthelminthique, Ali-Shtayeh et al, 2000 ;
emmeénagogue, les infections buccales, les Ali-Shtayeh and Abu Ghdeib, 1999;
lithiases rénales,, les maux de téte, Baudoux, 2003 ;
Duru et al, 2003;
Grosjean, 2007 ;lauk et al, 1996;
Iserin, 2001;
Magiatis et al, 1999;
Cicatrisant, onguent pour soigner les Fruits et | Bellakhdar, 1997 ;
bralures, et liniment en cas de douleurs /ou Bensegueni, 2007 ;
dorsales, conseillée pour les diabétiques, et | huile Bhouri et al., 2010 ;

en cas de circoncision.

Boulebda et al., 2009,
Djerrou et al. 2010 ;
Hmimza, 2004 ;
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I11. 1. Histologie de la peau

En étant I’organe le plus gros de 1’organisme ; la peau est une membrane externe qui
recouvre entierement la surface du corps. C’est une barriére anatomique et physiologique
entre le milieu intérieur caractérisé par son homéostasie remarquable et le milieu extérieur
particulierement agressif. Chez 1’adulte moyen sa superficie varie entre 1,2 et 2,2 m2 et elle
pése 7% de la masse corporelle totale. La peau est constituée de trois couches
superposées de la surface vers la profondeur du corps: I'épiderme, le derme et
I’hypoderme (figure 18). (Marieb, 2005 ; Schaffer et Mednche, 2004).

- pail
- épiderme
. . 7
récepteur du froid ;§~ .
- derme
récepteur du chaud _
Vaisseaux sanguins
tissu conjonctif L
¢ - hypoderme

ner

cellules adipeuses
(adipocytes) L muscle horripilateur

alande sébacée

L glande sudoripare

Figure 18 : Structure de la peau.

Chez les mammiferes, la peau est constituée d'une couche protectrice externe, I'épiderme,
et d'une couche profonde, le derme. La couche la plus superficielle de I'épiderme contient

de la kératine, qui est aussi un constituant des cheveux et des ongles.
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I11. 1.1. Epiderme

L’épiderme est un épithélium superficiel externe de la peau, qui joue un réle protecteur et
qui repose sur un tissu conjonctif assurant sa nutrition est assurée par diffusion. La couche
la plus superficielle de I'épiderme contient de la kératine, qui est aussi un constituant des
cheveux et des ongles. L’épiderme ne contient aucun vaisseau sanguin, et est formée d’un
épithélium squameux, kératinisé épais de 25 a 40 microns, et stratifié en multicouche : le
stratum germinatum, le stratum granulosum, le stratum spinosum, et le stratum corneum;
principalement composées de kératinocytes et de mélanocytes. L’épaisseur de 1’épiderme
varie entre 0,07 et 1.4 mm (Dadoune et al., 2000 ; Schaffer et Mednche, 2004).

I11. 1. 2. Derme

Le derme ; richement innervé et vascularisé ; représente la couche interne essentielle de la
peau, son rble est prépondérant dans le processus cicatriciel. Il est constitué de tissu
conjonctif résistant flexible et riche en neurofibres élastiques, en vaisseaux sanguins, en
vaisseaux lymphatiques ; en collagéne ; et en lobules graisseux. C’est dans le derme que se
trouve la base des follicules pileux et des glandes sudoripares. Le derme est formé de deux
couches : papillaire et réticulaire, son épaisseur varie selon la zone du corps, le sexe et
1’age.) (Dadoune et al., 2000 ; Fawcett et Jensh, 2002 ; Marieb, 2005)

I11. 1.3. Hypoderme

Sous le derme s’étend 1’hypoderme, qui est un tissu lache richement vascularisé ; constitué
de tissu conjonctivo-adipeux qui relie la peau aux organes sous-jacents en leur assurant une
certaine mobilité, son réle prépondérant est 1’isolation thermique. Il contient des cellules
adipeuses qui forment le pannicule adipeux ; tissu graisseux, divisé en lobules par des
travées conjonctives, dont I’'importance varie selon la région du corps, le sexe, 1’ge et les

habitudes alimentaires du sujet (Dadoune et al., 2000).
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I11. 1. 4. Annexes cutanées

Les annexes cutanéees sont représentees par les glandes sébacées, les glandes sudoripares,

les follicules pileux, les phanéres (poils et ongles), les glandes exocrines. Toutes ces

annexes sont issues de derme et se développent dans la couche réticulaire ou derme
profond (Marieb, 2005).

I11. 2. Physiologie de la peau

Selon Wheater et al., (1995); la peau dont 1’épaisseur varie entre 1,5 et 4mm est

responsable de certaines fonctions essentielles :

Protection : contre les rayons ultraviolets et les agressions mécaniques, chimiques
et thermiques grace a 1’épaisseur de la couche cornée et a la pigmentation de la
peau et la présence des poils.

Sensation : c’est ’organe sensoriel le plus étendu du corps car elle renferme des
récepteurs des différents types de sensations : tactile, thermique ou douloureuse.
Thermoreégulation : c’est le principal organe responsable de la thermorégulation et
I’homéothermie. Elle met en jeu : les poils, les tissus conjonctifs sous-cutanés, les
adipocytes et la sueur.

Fonctions métaboliques : la peau peut servir d’organe de stockage qui renferme
une réserve importante d’énergie essentiellement sous la forme de triglycérides, de
glucides, de protéines et d’eau. La peau a un role de sécrétion, d’excrétion et de
synthese. La richesse de la peau en glandes en fait un organe sécrétoire. Aussi, la
peau synthétise de la vitamine D par le biais des rayons ultraviolets en transformant
les sterols en cholécalciférol. Elle produit les phanéres (poils et ongles) et la couche

cornée.

I11. 3. Altération pathologique de la peau

L’étude des maladies de la peau et de ses annexes constitue la dermatologie. La peau

normale est lisse et seche, elle devient altérée lorsqu’elle est rugueuse, squameuse ou

suintante. Une description précise des altérations de la surface de la peau permet de prévoir
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une partie des modifications histologiques sous-jacentes. Ces altérations indiquent que le
processus pathologique a lieu dans le derme et/ou I’hypoderme (Lipsker, 2007).

Quant aux lésions traumatiques de la peau, les arrachements ou avulsions sont des pertes
plus ou moins importantes et complétes de peau et pausent de deélicats problemes de
chirurgie réparatrice. Les contusions sont des atteintes d’écrasement dues a des pressions
exagérées. Les plaies des parties molles se répartissent en plaies ouvertes et fermeées. Les
premieres s’accompagnent d’un écoulement de sang plus ou moins important, tandis que
les secondes s’accompagnent d’une hémorragie interne dont le degré est variable suivant
la nature du traumatisme (Marieb, 2005).

Les brdlures sont des lésions tissulaires provoquées par la chaleur ou par d’autres agents
physiques ou chimiques. Selon 1’étendu, on distingue des briilures bénignes ; atteignant
moins de 15 % de la surface corporelle, des brdlures graves de 15 a 60 %, et des brilures
au-dessus des ressources thérapeutiques ; touchant plus de 60 % de la surface corporelle.
Selon la profondeur, on distingue des brllures de 1" degré ; caractérisées par une rougeur
diffuse avec un gonflement local et douleur ; exemple d’un coup de soleil. Dans les
bralures du 2'°™ degré, la douleur est trés vive, le derme est mis & nu, parsemé de
phlycténe ; si la couche basale du derme est atteinte, il n’y a pas de régénérescence
spontanée.les bralures du 3*™ degré constituent une atteinte cutanée totale ; perte
compléte de sensibilité, aspect parcheminé, chamois, de la peau. (Marieb, 2008). Dans tous
les cas, I’infection doit étre évitée par I’application locale d’antiseptiques e la vaccination

contre le tétanos.

I11. 4.Cicatrisation de la peau

La cicatrisation cutanée est le phénomene physiologique complexe de réparation tissulaire.
La cicatrice en est le résultat final et souvent sujet de préoccupation du patient. La plupart
des plaies cutanées cicatrisent rapidement en une semaine ou deux lorsqu’elles ne sont ni
trop profondes, ni trop étendues. Elles gueérissent spontanément, mais nécessitent la
coopération entre des facteurs de croissance, des cytokines, la mise en jeu de différents
types cellulaires et les interactions avec le milieu extracellulaire (Martin, 1997 ; Singer et
Clark, 1999).
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L’épithélium et le tissu conjonctif sont capables de se régénérer structurellement et
fonctionnement, tandis que le derme ; les glandes et le follicule pileux sont remplacés par
un tissu cicatriciel.
Ainsi, on distingue trois phases successives pour le déroulement de la cicatrisation:

1) Phase préparatoire ; formation du caillot et réaction inflammatoire

2) La phase proliférative ; prolifération et formation de tissu

3) La phase de remodelage tissulaire. (Ferrag, 2007 ; Gambichler et al., 2005).

Au cours de la réparation d'une plaie cutanée, les mélanocytes, comme les
kératinocytes, présentent d'abord une phase de migration puis une phase de prolifération
mitotique. On observe toutefois des cicatrices pigmentées ou dépigmentées. (Senet, 2007)

Les plaies et les brOlures simples sont soulagées par des crémes adoucissantes,
tandis que les lésions plus profondes doivent étre désinfectées avec une solution
antiseptique et pansees de facon aseptique.les lésions graves doivent étre traitées en milieu

chirurgical.
I11. 4.1. Phase préparatoire

La coagulation sanguine au niveau de la plaie oblitére les vaisseaux par la formation d’un
caillot qui rétablit I’hémostase. Les plaquettes libérent plusieurs médiateurs sous forme de
cytokines ou facteurs de croissances qui activent les macrophages et les fibroblastes
(Boykin, 1996 ; Singer et Clarck, 1999).

Les neutrophiles se fixent aux cellules endothéliales de la paroi des vaisseaux autour de la

plaie, puis elles changent de forme pour passer a travers les jonctions cellulaires
(diapédése) et migrent vers le site de la plaie : C'est le début de la phase inflammatoire
marquée par: La perte de fonction, la chaleur, la rougeur, I’cedéme et la douleur
(Diegelmann, 2004).

L’importance et la durée de la phase inflammatoire sont variables selon 1’agent agresseur
et D'intensité des dégats tissulaires. Elle associe : vasodilatation, cedéme et exsudat
fibrineux et leucodiapédese. La libération des différents médiateurs vasoactifs et facteurs
chimiotactiques par les plaquettes et les cellules épithéliales activées, permettent la
motivation des cellules immunitaires inflammatoires au niveau du site de la Iésion (Singer
et Clarck, 1999).

55



Chapitre I11 Organisation histo-physiologique et cicatrisation de la peau

L'implication de ces cellules commence par l'expression et la sécrétion de certaines
molécules (cytokines et interleukines). D'autres cytokines importantes sont sécrétées par
les monocytes et macrophages en réponses chimiotactiques spécifiques. Des facteurs de
décroissance et des macrophages semblent nécessaires a la mise en place et la propagation
du processus de la formation du tissu dans la Iésion. Ainsi, il apparait que les macrophages
jouent un role central dans la transition entre la phase inflammatoire et la formation

tissulaire.

I11. 4.2. Phase de prolifération

La prolifération cellulaire est un phénomene biologique du processus cicatriciel
responsable de la ré-épithélialisation, la formation du tissu de granulation, la réparation
dermique et épidermique grace a la synthése de collagene, de glycoprotéines et de protéo-
glycannes ; La formation de nouveaux vaisseaux sanguins (angiogénese) et a la
prolifération de kératinocytes, de fibroblastes et de néo-vaisseaux (Allas, 1997 ; Goliger et
Paul, 1995 ; Maurin, 2005 ; Paladini et al., 1996).

Un mécanisme de réduction de la surface de la plaie par le mouvement centripete du tissu

cutan¢ entourant la plaie, Il s’agit du processus de contraction.

I11. 4. 3. Phase de remodelage

Une longue phase finale de la cicatrisation désignée par la phase de remodelage de la
cicatrice débute ; aprés fermeture totale de la plaie ; par une synthése de collagéne qui se
poursuit essentiellement par remplacement du collagéne de type | a la place du collagéne
de typelll, et une régression du tissu granuleux qui peut persister pendant des mois, voire
des années apres la cicatrisation de la plaie. Une rupture de cette phase entraine des gros
problémes de cicatrisation, en 1’occurrence : la cicatrice hypertrophique, la chéloide, la
cicatrice atrophique. Cette phase se poursuit pendant (Coulibaly, 2007 ; Moulin, 2001).La
contraction des plaies est achevée vers le 21%our associé a un contenu maximal en
collagene. Différents eléments interviennent dans ce phénomene, des cellules, tels que les
polynucléaires et les macrophages, et des enzymes tel que les protéases synthétisées par les
fibroblastes. L'age, les forces de tension et la pression influencent la synthese et
I'organisation des molécules de collagéne (Ferraq, 2007).
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I11.5. Plantes a activité cicatrisante

L’usage des plantes médicinales pour traiter les infections cutanées et les blessures est trés

ancien. En fait, toute altération de la peau est directement et rapidement appréciable, et par

conséquent, les plaies et brulures constituent des motifs de recours les plus fréquents a

I’efficacité des plantes médicinales et a leurs utilisations traditionnelles dans les différentes

régions du monde. L’activité cicatrisante des plantes médicinales a toujours pris de

I’intérét croissant ces derniéres décennies, et elle a constamment fait I’objet de nombreuses

recherches scientifiques pour sa valorisation en dermo-cosmétologie contemporaine

(tableau 19).

Tableau 19 : Quelques plantes médicinales a activité cicatrisante *

indica

cladodes (raquettes)

Plantes Famille Parties utilisées Mode d’action

Pentas lanceolata | Rubiaceae Fruits, feuilles, Plaies d’incision et d’excision
écorces nature du tissu de granulation

Musa paradisica Musaceae Fruits Plaies de bralures chez la souris

diabétique

Vernonia Asteraceae Graines Régularise I’oxydation  les

scorpioides kératinocytes

Thespesia Malvaceae Fruit Intervient en phases :

populnea inflammatoire et réparation

Hypericum Hyperaceae Graines Plaies d’incision et d’excision

hookerianum

Opuntia ficus- Cactaceae Graines, Fruits, Activité cicatrisante Plaies

d’incision et d’excision

Pistacia lentiscus

Anacardiaceae

Baies

Plaies d’incision et d’excision
Améliore la vitesse de contraction de la
plaie et la période d’épithélialisation

usitatissum L.

Argania spinisa Sapotaceae Amondons L’huile améliore la prolifération
épithéliale dans les plaies cutanées

Eruca sativaMill. | Brassicaceae Graine Graines écrasés appliquées en
pansement sur les plaies.

Curbita spp. L. Ephorbaceae Graine Huile extraite des pépins de courge

Linum linaceae Graine L’huile extraite des graines

*(Abdeldjalil, 2016 ; Djerrou, 2011)
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I11. 6.Quelgues médicaments conventionnels cicatrisants

Les médicaments conventionnels a effet cicatrisant sur les plaies et brulures sont tres
variables et largement prescrits par les dermatologues en dermopharmacie contemporaine
ainsi qu’en cosmétologie, en I’occurrence la Biafine® (Trolamine) [une émulsion en
flacon pompe de 50 ou 150 mL, Johnson & Johnson Consumer France, prix 6,02euros] et
Flammazine® (Sulfadiazine argentique) [une creme en tube de 50 g, Solvay Pharma, prix
3,86 euros]. Ces produits présentent 1’inconvénient de laisser des cicatrices sur la peau
aprés une longue période d’application topique. De méme leur prix élevé les rend
inaccessibles pour les patients aux revenus modestes. Plusieurs médicaments
conventionnels a base de plantes ont fait leur apparition sur le marché comme traitement
alternatif aux médicaments conventionnels. Le tableau 20 regroupe quelques médicaments

conventionnels a base de plantes pour traiter les plaies et bralures.

Tableau 20 : Quelques médicaments conventionnels a base de plantes pour traiter les

plaies et bralures.

Nom Forme galénique Composition Labo
Nisacalm Creme en tube de 50 Thymol, salol, Mayoli Spindler
mL Iévomenthol

Cicaderma Pommade en tube de 30 g | Calendula, Boiron-Dolisos
millepertuis,
millefeuille. ..

Madecassol | Créme, poudre Asiaticoside Merk
(Centella asiatica)

Root Care Créemeentubede30mL | A base d’huiles | KenaRoots
végétales
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Chapitre 1 Matériel et Méthodes

I.1. Matériel végétal

Les plantes medicinales objet de la présente étude ont été sélectionnées sur la base d’une
enquéte ethnopharmacologique réalisée dans notre laboratoire, et ceci indépendamment de
ce travail. Les données recueillies sur les plantes utilisées traditionnellement en Algérie
comme cicatrisant ont été traitées pour dégager une liste d’une trentaine d’espéces
veégétales susceptibles d’étre potentiellement cicatrisantes. De cette liste, 03 plantes

candidates ont été retenues comme prioritaires pour cette étude.

Il s’agitde:
Nom latin Non commun Nom local Abréviation*
1) Pistacia lentiscus L. [Pistaciaceae] Lentisque (Derw) PL
2) Opuntia ficus-indica (L.) Miller [Cactaceae]  Figuier de Barbarie  (Hendi) OFI
3) Argania spinosa (L.) Skeels [Sapotaceae] Argan (Arkan) AS

* abréviation désignant ci-apres les especes.

Ces 03 drogues végeétales (PL, OFI et AS) ont été choisies essentiellement sur la base de
leur fréquence importante d’emploi dans la tradition comme cicatrisant, et I’absence ou le

peu d’études probantes concernant leur activité cicatrisante.

1.1.1. Récolte du matériel végétal
Les lieux, périodes et modalités de récolte du matériel végétal sont décrites comme suit :

- Pistacia lentiscus (plante fleurie et graines) a fait 1’objet d’une récolte en Novembre
2008, 2010 et 2011dans la région immediate du village de Tahouna, Daira de Tamalous
(Skikda) ;

- Opuntia ficus-indica (Raclettes et fruits) a été récolté en Aout 2009 et 2011, dans
la région de Constantine sur les hauteurs au voisinage de CHUC Ben Badis, Constantine ;

- Argania spinosa (fruits) a été fourni gracieusement par le Pr. Cheriti Abdelkarim

(Université de Béchar). Il s’agit d’une récolte datant de 2013, faite dans la région de
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Tindouf. L huile d’argan a fait I’objet d’un achat de produit certifié (Ecocert®) au niveau

d’une coopérative agrée au Maroc.

Le matériel végetal propre a chaque espéce est séché a ’ombre a température ambiante

(18°C= 5°), puis stocké dans des sachets en papier Kraft en attendant les analyses.

1.1.2. Identification du matériel végétal

Les 03 drogues végétales retenues ont fait I’objet d’une reconnaissance préalable au niveau
du lab. de pharmacognosie et de botanique médicale (Département de pharmacie, UC3).
L’identité de (Pistacia lentiscus L.) a été formellement établie par Mr. le Dr. H. Laouer,

professeur au département de biologie, Université de Sétif.

Les vouchers spécimens (VS) de P. lentiscus (tiges aux stades floriféres et fructiféres), O.
ficus-indica (fruits + graines) et Argania spinosa (fruits) ont été déposés comme futures
références au niveau du Droguier médical du laboratoire de pharmacognosie, département
de pharmacie, Université de Constantine 3, sous les numéros PL-1108AB, OFI1-0909AB et
AS-1310AB, respectivement.

|.2. Méthodes d’extraction des drogues végetales

Pour les besoins de notre étude, deux solvants d’extraction ont été utilisés.
» Extraction a ’hexane :

Les fruits de Pistacia lentiscus et les graines d’Opuntia ficus-indica ont fait 1’objet d’une
extraction a I’hexane pour extraire leurs composantes lipophiles. Les préparations
huileuses obtenues, auxquelles se joint 1’huile commerciale d’Argania spinosa, feront

I’objet de deux études ;
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- volet analyse chimique : une détermination de leurs parametres physico-chimiques
et caractérisation de leurs composantes en acides gras, en phytostérols et en
tocophérols ;

- volet activité biologique : une évaluation de leur activité cicatrisante et de leur

innocuité (DL50, test d’irritation oculaire et cutanée) chez I’animal.

» Extraction a I’éthanol :

Les trois drogues végétales (fruits de Pistacia lentiscus, graines d’Opuntia ficus-indica et
amandons d’Argania spinosa) ont été soumises a une extraction utilisant de 1’alcool

(éthanol) pour récupérer leurs extraits polaires. Ceux-ci feront I’objet de deux analyses :

» une détermination de leurs taux en phénols totaux (PT) et flavonoides totaux (FT) ;

» analyse par CL-MS/MS pour caractériser leurs profiles en composés phénoliques.

1.2.1. Extraction a ’hexane

Les graines d’OFI et les baies séchées du PL ont été broyées a 1I’aide d’un appareil
électrique a couteaux jusqu'a I’obtention d’une poudre fine et homogéne. L’opération
d’extraction s’est faite immeédiatement avec de 1’hexane dans un extracteur type Soxhlet
jusqu’a épuisement (3x8h). L’extrait de 1’hexane obtenu de chacune des drogues végétales
est ensuite filtré, puis évaporé completement sous vide a 1’aide d’un évaporateur rotatif
type Heidolph®G3, pour fournir des résidus jaunes a consistance huileuse. Les extraits
huileux de PL et OFI seront désignés ci-aprés par EHPL et EHOFI, respectivement. La
teneur en extrait exprimee en pourcentage de matiere seche (MS) est calculée selon la
formule suivante (AFNOR, 1998) :

ml m1 = masse de I’extrait huileux (g)
atiere grasse %= —— x100
MAtICre grasse 7o m?2 m?2 = masse de la prise d’essai de la poudre (g)

Les huiles extraites sont conservées dans des flacons bruns a basse température (approx.

6°C) jusqu’a analyse.
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1.2.2. Extraction a I’éthanol du contenu phénolique

Les extraits alcooliques sont préparés a partir de chacune des drogues végétales (DV),
comme suit. Le matériel végétal preéalablement broye (OFI : graine, PL : fruit « baie »,
AS : «amandons ») a été macére sous agitation continue dans un volume d’éthanol (1:5,
m/v), pendant 24 heures. Apres filtration du mélange, le solvant est éliminé complétement
sous vide a 1’aide d’un évaporateur rotatif type Heidolph®G3 et a une température ne
dépassant pas 40°C. Les trois extraits alcooliques résiduels (dénotés EAOFI, EAPL et
EAAS), sont peses et conserves a basse température (approx. 6°C) dans des flacons bruns

jusqu’a analyse.

1.2.3. Extraction del’ insaponifiable et des acides gras libres

1.2.3.1. Préparation de la fraction des acides gras libres

Le dosage des acides gras dans les deux extraits hexaniques (EHPL, EHOFI) et huile
d’AS (HAS) est effectué aprés leur libération par acidification et leur estérification, selon
une méthodologie décrite précédemment (Norme AFNOR, 1998).

En pratique, chacune des 03 préparations (EHPL, EHOFI, HAS) est acidifié a pH = 1 par
I’addition d’une solution d’acide chlorhydrique (0.1 M) diluée. Les acides gras libérés sont
alors extraits par un aliquot (3x 100 mL) d’éther éthylique dans une ampoule a décanter.
Apreés filtration et évaporation sous vide du solvant dans un évaporateur rotatif a une faible
température (< 40 °C), un résidu pateux est obtenu. La fraction contenant les acides gras

libres sera désignée, ci-apres, par (AGL).

1.2.3.2. Préparation de la fraction insaponifiable

La saponification des deux extraits hexaniques (EHPL, EHOFI) et huile d’AS (HAS) a été
réalisée selon la méthode standard (Lagarda, 2006). Un prélevement de 20 g de chaque
préparation est versé dans un ballon de capacité 500 mL, contenant 250 mL d’une solution
alcoolique de potasse (1N). La réaction est réalisée sous reflux pendant une période de 2h.
Aprés refroidissement, le mélange réactionnel est concentré sous vide pour éliminer le
maximum d’alcool, puis extraite par un aliquote (3x100 mL) d’éther éthylique dans une
ampoule a décanter. Les trois extraits de 1’éther sont combinés, et la solution éthérée
obtenue est traitée par du sulfate de sodium anhydre (Na2SO4 anhydre). Apres filtration, le
filtrat est concentré a sec sous vide dans un évaporateur rotatif pour fournir un résidu sec,

désigné ci-apres par 1’insaponifiable (INSAP).
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1.3. Méthodes d’analyses

1.3.1. Analyses physico-chimiques

Les drogues végétales (DV) et leurs préparations huileuses (EHPL, EHOFI, HAS)
obtenues dans la section précédente ont fait 1’objet d’une détermination des paramétres
suivants :

- Paramétres mesurés des 3 DV : Teneur en eau, Protéines totales, Taux des cendres
(tableau 21).

Teneur en protéines totales :

Le taux des protéines totales des fruits de chaque drogue a été déterminé sur la base de la
teneur en nitrogene, corrigé par un coefficient de conversion multiplié par 5,68+ 0,3
(Sosulski et Imafidonx ; 1990). Le dosage de I’azote total (Niotar) Se fait selon la méthode
suivante : En pratique, une prise de 5ug de la matiére végétale séche et broyée, et soumise
a une combustion totale dans un analyseur élémentaire.

Dosage de ’eau :

La teneur en eau est la proportion effective, totale et dosable d’eau dans I’échantillon.
Celle-ci est déterminée par la perte de poids a la dessiccation (105°C) a 1’étuve pendant
plusieurs heures. Balance analytique de précision, Four, Dessiccateur. 5 prises d’essais de
masse variant entre 1 et 2g de poudre sont introduites dans 5 creusets tarés et sont placés
dans le four a la température de 105°C pendant 24 heures. Aprés refroidissement dans un
dessiccateur nous les avons peses et la perte de masse observée correspond a la quantité
d’eau perdue. La moyenne est calculée et rapportée a 100 g.

Dosage des cendres :

-Dosage des cendres totales : les prises d’essais du dosage de I’eau ont été réintroduites
dans le four et calcinées a 600°C pendant 6 heures. Apres refroidissement dans un
dessiccateur nous les avons pesés. La quantité de Cendre obtenue est pesee et la moyenne
rapportée a 100g de prise d’essai.

Les déterminations de ces 3 parametres ont été effectuées selon les références en vigueur
(tableau 21).

- Parameétres mesurés pour les trois préparations huileuses (EHPL, EHOFI) et (HAS):
Densité relative ; Indice de réfraction ; Indice d’acide ; Indice de saponification ; Indice
d’iode (tableau 21).
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Les déterminations de ces parametres ont été effectuées selon les normes en vigueur
(tableau 21), au niveau du laboratoire régional de contrdle de qualité a Constantine
(C.A.C.QE).

Tableau 21 : Paramétres physico-chimiques.

Type d’analyse* Références

Teneur en eau Sidibe, 2006

Protéines totales Sosulski et Imafidonx, 1990
Taux des cendres Sidibe, 2006

densité relative a 20°C NAS271/1992

Indice de réfraction a 20°C NAS3278/1992

Indice d’acide NAS273/1992

Indice de saponification NAS274/1992

Indice d’iode NAS277/1992

¥ Protocoles de détermination des divers parameétres sont détaillés en annexe II.
8 NA-Normes Algériennes

1.3.2. Analyses des acides gras et phytostérols

Les extraits huileux de PL et OFI (EHPL, EHOFI), ainsi que I’huile d’AS (HAS) ont été

analysés pour déterminer leur composition en acides gras et en stérols.

1.3.2.1. Analyse des acides gras par CPG-MS

a) Description de I’appareillage
L’analyse des acides gras a été effectuée par une chromatographie phase gazeuse (CPG-
FID, Perkin EI®, Waltam) couplée a une détecteur spectrométrie de masse a électro-
ionisation Jeol-MS. La CPG est munie d’un détecteur a ionisation de flamme (CPG-FID),
et d’une colonne capillaire de silice Restek® DB-5 (L30m x DI 0.25 mm, EP 0.25 pum).Le
gaz azote (N2) est utilisé comme vecteur, avec un débit de 1 mL/min. L’injecteur et le
détecteur SM de ligne de transfert sont maintenus a des températures de 220 et 290 C°
respectivement. Un volume d’injection de 2,0 puL de 1’échantillon dissous dans 1’hexane est
utilisé. L’énergie d’ionisation de CPG-SM, est de 70 eV. Le four CPG est programmé avec

un de température allant de 60 °C pour les cing premieres minutes, puis augmente par
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palier 4 °C /min jusqu’a 240 °C. Cette température sera maintenue pour 10 dernieres

minutes. La scanographie du temps est de 0,5 s avec un retard de 0,1s.

b) Préparation et analyse des acides gras libres

Les fractions en acides gras libres (AGL) ont été obtenues a partir des préparations
huileuses (EHPL, EHOFI, HAS) selon la procédure décrite dans la section (1.2.3.1.).

Les acides gras libres (4 g) ont été estérifiés par 10 mL d’une solution a 2% d’acide
sulfurique (H2S0O4) dans le méthanol absolu (v/v) sous reflux durant 6 h de temps. Ensuite,
20 mL de solution aqueuse saturée de chlorure de sodium (NaCl) est ajoutée au milieu
réactionnel. La solution est extraite avec un aliquote (3x15mL) d’hexane, et la fraction
organique est d’abord séchée par le sulfate de sodium anhydre, puis filtrée avant d’étre
évaporée a sec sous pression et température réduites. Le résidu contenant les esters

méthyliques d'acides gras est désigné ci-apres par AGME.

L’identification des AGME est basée sur la comparaison de leurs temps de rétention et
leurs spectres de masses avec ceux des standards utilisant une base de données internes
(LabSolution®). La teneur des AGME est exprimée en pourcent par rapport au total des

acides gras (Trabelsi et al., 2012).

1.3.2.2. Analyses des phytostérols

a) Description de 1’appareillage

L'analyse des phytostérols a été effectuée par un appareil de chromatographie en phase
gazeuse (CPG-MS; Schimadzu TQ8030), couplé a un detecteur spectrométre de masse
(thermo-électron® DSQ-MS). L’énergie d’ionisation de CPG-SM, est de 70 eV.
L’injecteur CPG et le détecteur SM de ligne de transfert sont maintenus a une température
de 240 C°. Une colonne capillaire nanopolaire Phenomenex® DB-5 (L30 m x DI 0,32 mm,
EP 0.25 um), a été utilisee. L'hélium est utilisé comme gaz vecteur avec un débit de 1
mL/min. Le four CPG est programmé avec un gradient de température allant de 60 °C pour
les dix premieres minutes, puis augmente par palier 4 °C /min jusqu’a 280 °C. Cette
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température sera maintenue pour 10 derniéres minutes. Un volume d’injection de 0,1 puL de

I’échantillon dissous dans 1’hexane est utilisé.

b) Préparation et analyse des phytostérols

Les fractions INSAP des préparations huileuses obtenues précédemment (1.2.3.2.) ont été
traitées par une solution de : [N, O-bis (trimethylsilyl) trifluoroacetamide (BSTFA) + 1%
trimethylchlorosilane (TMCS)] en présence de la pyridine (Piironen et al., 2003). Un

prélevement de la solution est analysé directement par CPG-MS (tableau 22).

L’identification des phytostérols-TMS de la fraction INSAP des préparations huileuses est
basée sur la comparaison de leurs temps relatifs de rétention et leurs spectres de masse
avec ceux obtenus par les standards utilisant une base de données internes (LabSolution®)
(tableau 22).

Tableau 22:Phytostérols standards (Sigma-Aldrichl, Germany) utilisés dans 1’analyse
chromatographique (CPG-MS).

Phytostérols standards

Nom commun Nom systématique Structure chimique

Cholestérol Cholest-5-eén-3p-ol

Campestérol Campest-5-én-3p-ol

Stigmastérol (22 E)-stigmasta-5,22-dien-3p—ol

Beta-Sitostérol | Stigmast-5-eén-3p-ol

1.3.3. Analyse par HPLC de I’alpha-tocophérol

Les extraits huileux de PL et OFI (EHPL, EHOFI), ainsi que I’huile d’AS (HAS) ont été

analysés par CLHP pour leur contenu en alpha-tocophérol ou vitamine E.
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1.3.3.1. Description de I’appareillage

L’analyse a été effectuée sur un appareil HPLC (Analytical instrument-908) muni de deux
détecteurs, I’un a barrettes de diode (DAD : diode array detector, 280,325, and 365nm) et
I’autre spectrophotomeétre a fluorescence (Excitation =295nm ; Emission=330nm ; temp:
40° C). L’équipement comprend aussi une pompe de marque Perkin Elmer®200de faible
pression, et un intégrateur PE NELSON®1022S. Le dégazage est effectué par I’ultrason.
Une colonne en phase inverse, C-18 ODS-M80 (L 100mm, DI 25mm). Débit : 1 mL/min.

Un gradient d’éluant est utilisé pour I’analyse de ’alpha tocophérol (tableau 23)

Tableau 23 : Composition de la phase mobile, analyse de 1’alpha-tocophérol.

Temps (min) Pompe B % Pompe A %
0.01 0% 100%
9.01 4% 96%
30.01 8% 92%
45.01 22% 78%
50.01 28% 72%
65.01 45% 55%
66.01 0% 100%
108.00 0% 100%

Solvant A = Eau, acide acétique, acetonitrile (94,5/0,5/5); Solvant B = Acetonitrile

1.3.3.2. Préparation et analyse de 1’échantillon

Un volume (250 pL) de chacune des préparations huileuses (EHPL, EHOFI, HAS) a été
dilué dans 250uL hexane (HPLC grade). Un volume d’injection de 1uL est effectué dans
I’appareil. De I’alpha tocophérol (Sigma-Aldrich >97 %) est utilisé comme standard. Un
volume d’injection de 10 pL est effectué dans I’appareil. La concentration (mg/100g) en

alpha-tocophérol a été déterminée selon 1’équation obtenue a partir de la courbe de

calibration suivante : Absorbance y = 0,223 x (mg) + 0,061 ; (R2: 0,981).

1.3.4. Dosages des phénols totaux et flavonoides totaux

Les dosages des phénols totaux (PT) et flavonoides totaux (FT) sont pratiqués sur les
extraits alcooliques (EAPL, EAAS et EAOFI obtenues précedemment (1.2.2.)) selon les

procédures suivantes :
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1.3.4.1. Dosage des phénols totaux (PT)

La concentration des phénols totaux (PT) a été déterminée par spectrophotométrie munie
d’un lecteur Elisa (Eon BioteklInstr®), selon la méthode précédemment décrite (Slinkard et
Singleton, 1977), et adaptée a des microplaques 96 puits. Le pyrocatéchol (Merck®) est
utilisé comme standard et les résultats sont exprimés en termes d'acide pyrocatéchol
équivalents (ug PC equiv/mg d'extrait sec).

En pratique, Le mélange réactionnel est préparé par addition de 4 uL de chaque extrait
alcoolique (Img/mL) a 180 pL d’cau distillée, auxquels est ajouté 4 L de réactif de Folin-
Ciocalteu (10%) dans I’ecau. Aprés un temps de 3 mn, 12 pL d’une solution de carbonate
de sodium a 2% (m/v) est additionnée. Le mélange réactionnel est alors incubé pendant 2h
a température ambiante et sous obscurité. L'absorbance a été mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre UV-visible a 760 nm contre le blanc. Les essais sont effectués en
triplicata (n=3) pour chaque analyse, et la valeur moyenne de 1’absorbance = ET est
déduite. La méme procédure est répétée pour la solution standard du pyrocatéchol,
permettant d’établir la courbe de calibration (figure 19).

Ainsi, la teneur en phénols totaux (exprimé en pg PC equiv/mg extrait) est déduite de

I’équation suivante :

Y (abs) = 0,0316 x + 0,0422 ; (R?=0,9952).

0,14 1

=

=
o0
1

Sbhsorban.

0,06 -

0,04

QU2 = == e e e e e e e e e e

concertration (ppm

Figure 19 : Courbe de calibration de pyrocatéchol pour le dosage des phénols totaux.
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1.3.4.2. Dosage des flavonoides totaux (FT)

La concentration des flavonoides totaux (FT) a été déterminée par spectrophotométre
munie d’un lecteur Elisa (Eon BiotekInstr®), selon la méthode précédemment décrite
(Slinkard et Singleton, 1977), et adaptée a des microplaques 96 puits. La quercétine
(Merck®) est utilisée comme standard et les résultats sont exprimés en quercétine
équivalents (ug Q equiv/ mg d'extrait sec).

En pratique le mélange réactionnel est prépare par addition de 20 uL de chaque extrait
alcoolique (1 mg/mL) a 172 pL d’éthanol a 80%, auxquels sont ajoutés 4 pL d’acétate de
potassium 1M. Aprés un temps de 1 mn, 4 uL d’une solution AI(NO3)s a 10% sont
additionnés. Le mélange réactionnel est alors incubé pendant 40 mn a température
ambiante et sous obscurité. Aprés incubation, la valeur de ’absorbance est lue a 415 nm
contre le blanc. Les essais sont effectués en triplicata (n=3) pour chaque analyse, et la
valeur moyenne de 1’absorbance + ET est obtenue. La méme procédure est répétée pour la

solution standard de quercétine, permettant d’établir la courbe de calibration (figure 20).

Ainsi, la teneur en flavonoides totaux (exprimé en pg Q equiv/ mg extrait) est déduite de

I’équation suivante :

Y (Abs) = 0,0269 x + 0,0393 ; (R2=0,9989).

Absorhan.

concertration (ppm )

Figure20 : Courbe de calibration de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux.
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1.3.5. Analyse chromatographique (CLHP-SM/SM) des composés phénoliques

Les extraits alcooliques de chacune des drogues végétales (EAPL, EAAS et EAOFI
obtenues précédemment (1.2.2.)) ont été analysés pour leur contenu en composés
phénoliques. L’analyse a été effectuée par CLHP-ESI-SM/SM, selon une méthode
préalablement validée (Ertas et al., 2014).

1.3.5.1. Equipement et conditions opératoires

L’équipement et les modalités d’analyse pour la détermination du contenu en composés

phénoliques sont décrits dans le tableau 24.

Tableau 24: Description du matériel d’analyse (CLHP-MS/MS).

Equipement/matériel | spécifications

Shimadzu »  Equipement Shimadzu® UHPLC :

LC-ESI-MS/MS - pompe binaire & gradient modéles LC-30 AD ;

- dégazeur modéle DGU-20A3R ;

- lecteur d’onde XS (BioTek, USA), [Imax=280 nm;

- four a colonne modéles CTO-10ASvp ;

- échantillonneur automatique modele SIL-30AC ;

» Instrument MS (Shimadzu MS 8040)

- modéle triple quadripole, équipé ESI mode négatif

Temp. Interf = 350°C, DL temp. = 250°C, Temp du bloc = 400°C, gaz
nébul. (N2), débit 3 I/mn, gaz séchage (N2)=15 L/mn. Traitement par
Logiciel LabSolutions® (Shimadzu)

Colonne C18, phase inverse ODS-4 [100 mm (L) x 2,1 mm (@), 2um(ep.)]
Systeme éluant Gradient d’élution* :
Ertas et al (2014) - Solution (A) : Eau avec 0,1% acide formique formique

- Solution (B) : CHsCN, additionnée de 10 mM de formiate
d’ammonium et 0.1% acide formique

*) Sg : 5-20% (0 & 10mn)=» Sg: 20% (10 a 22mn) & Sg : 20% a 50%
(22 a36mn) = Sg : 95% (36 a 40mn) = Sg : 5% (40 a 50mn) < Sg :

20% (50 a 65mn).
Volume d’injection 10 pL
Débit 0,25 mL/mn.
Préparation de Extrait dilué obtenu a partir de la solution mere (1000 ppm), puis filtré
I’échantillon a travers un filtre a microfibres (0,2 pm).
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1.3.5.2. Identification et quantification des composés phénoliques des extraits alcooliques

La composition qualitative/quantitative en composés phénoliques des extraits alcooliques
de PL, OFI et AS a été éetablie par HPLC-ESI-MS/MS a I’aide de composés phénoliques
standards par une méthode standardisée dans le laboratoire turc associé (Eras et al., 2014).
Pour les besoins de ’analyse 27 composés standards ont été utilisés, principalement des

composés phenoliques et flavonoidiques (tableau 25).

Tableau 25: liste des standards utilisés dans 1’analyse chromatographique (CL-SM/SM).

Type de composés phénoliques | Nom (Sigma-Aldrich®, Germany et Merk®, USA)

Acides-phénols Acide chlorogénique (95%) = A. rosmarinique (96%)
A. tr-caféique (98%) A. protocatechique(97%)
A. tr-aconitique (98 %)

Aldéhyde phénolique vanilline (99%)

Acides hydroxybenzoiques A. 4-hydroxybenzoique (=99 | A. gallique (=99 %),
%), A. quinique (98 %), A. salicylique (=299 %)

Acide cinnamiques a. p- coumarique (98%) (ou a. hydroxycinnamique),

Polyphénol : tanins acide tannique (95%)

acides non phénoliques a. malique (97%),

Xanthocyanes Lutéoléine (>97 %)

flavonoides Rutine (94%) kaempférol (>97 %)
myricétine (=96 %) apigénine (>99 %)
Fisétine (>98 %) rhamnitine (>99 %)
hespérétine (95%) chrysine (97%)
quercéttine (95%) hespéridine (>97%)
naringénine (95%) hyperoside (=9 7 %)

autres Coumarine (>99 %)

L’identification des composés des extraits a été faite par rapport aux temps de rétention
(RT) de standards et a 1’aide des séquences de fragmentation de spectres de masse utilisant
une base de donnees internes (LabSolution®). L’estimation quantitative des composés
phénoliques est obtenue a partir des courbes de calibration.

L’ensemble des données référant a la calibration de la méthode sont regroupées en annexe
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1.4. Tests biologiques

Une description compléte des protocoles utilisés pour chacun des tests biologiques sont

détaillés en annexe IV.

1.4.1. Evaluation de I’innocuité cutanée

Dans cette évaluation, deux essais sont réalisés : un test d’irritation oculaire et un test

d’irritation cutané primaire.

1.4.1.1. Test d’irritation oculaire

Cette méthode est utilisée pour déterminer de manicre objective le degré de I’irritation
oculaire provoquée par une substance lorsqu’elle est introduite dans I’ceil du lapin (J. O.
R. F. du 24/10/84, Hamdi Pacha Y. 1993).L’irritation oculaire est observée par un examen
direct, selon une échelle quantitative numérique de 0 a 4. Cette observation est effectuée

dans 1’ordre suivant :

e Pour la conjonctive, I’examen se fait comme suit :
- Chémosis (A), évalué par son gonflement
- Larmoiement (B), évalué par son humidification

- Rougissement (C), évalué par ’état et la couleur des vaisseaux

L’évaluation de la conjonctive est déterminée par 1’équation : (A+B+C) x 2, avec un

maximum de 20.

e Pour I'lris (D), I’examen indique son état de congestion et gonflement, ainsi que sa
réaction a la lumiére. La note obtenue (échelle de 0 a 4), désignée par (D) est multipliée

par 5, avec un maximum de 10.

e Pour la Cornée, on evalue son degré (E) et sa surface (F) d’opacification.

Le produit des deux notes (E x F) obtenu est multiplié par 5, avec un maximum de 80.
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Le calcul de I’indice d’irritation oculaire individuelle (1.0.1.) est effectué comme suit :

Indice 1.O.1 = [(A+B+C) x 2] + [Dx5] + [(E X F) x 5]

L’indice d’irritation oculaire moyen (I.O.M.) représente la moyenne de la somme des 1.O.I
(n=6).

L’indice d’irritation oculaire maximale correspond a la valeur d’I.O.I la plus élevée. Le

temps d’apparition de celui-Ci sera précisé.

1.4.1.2. Test d’irritation primaire cutanée
La méthode s’applique aux produits ne colorant pas la peau d’une maniére indélébile. Elle
consiste a I’observation des réactions cutanées provoquées par ’application unique d’un
produit. (J. O. de la république francaise du 21 /01/82, Hamdi Pacha Y. 1993)
Les observations sont faites sur les deux zones, scarifiées et non scarifiées, selon une
échelle numérique de 0 a 4. Ces observations sont effectuées dans 1’ordre suivant :

- Erythéme et formation d’escarres ;

- Formation d’cedéme.
Les chiffres obtenus chez les six lapins sont additionnés, pour I’érythéme et pour 1’cedéme
apres 24 heures et 72 heures sur les zones non scarifiées et scarifiées. Les chiffres ainsi
obtenus (Ery + (Ed) sont additionnés, et la moyenne est déduite en divisant le total par
24.Cette moyenne représente 1’indice d’irritation primaire cutanée (I.P.C), sa valeur nous

renseigne sur le degré d’irritation selon I’ordre suivant :

LP.C <0,5 =» Non irritant

0,5< LP.C <2 = Légerement irritant
2< IP.C <5 = Irritant

5<1P.C <8 = Trés irritant
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1.4.2. Test de toxicité aigue

Cette étude consiste a déterminer la toxicité aigiie des préparations huileuses administrées
par voies orale et intrapéritonéale. Le but recherché est de déterminer leur éventuelle
toxicité sur les souris en fonction de la dose administrée (exprimée en mL/kg).

Cette toxicité aigle est matérialisée par la dose létale (DL50) qui correspond a la dose qui

provoque 50% de mortalité des souris traitées.

1.4. 2.1. Animaux

Des souris blanches (Mus Msculus) albinos de souche suisse provenant du département de
pharmacie (Faculté de médecine, Constantine), agées de 6 a 10 semaines, pesant entre 18
et 30g.

1.4. 2.2. Protocole

Des souris sont réparties en lots de 10 chacun, répartis dans des cages en plastique avec un
acces libre a I’eau et a la nourriture (mélange standard en granulées pour souris). Les
animaux sont privés de nourriture 24h avant le début de I’expérimentation. Les souris sont
traitées par une prise unique de la préparation huileuse par voies orale et intrapéritonéale,
avec des doses variant de 10, 20, 30, 40, 50, 60 et 70 mL / kg (per 0s) et 0.5, 1, 2, 3, 4, 5,
et 6 mL / kg (v.i.p) comme précédemment reportées (Zaoui et al, 2002). Le lot controle est
mis dans les mémes conditions, mais ne recoit par le traitement par la préparation huileuse.
Aprés administration de 1’huile, les souris sont observées le premier jour toutes les 60
minutes pendant 08 premieres heures, et tous les jours une seule fois a la méme heure pour
une durée de 14 jours. Pendant cette période d’observation, le nombre de morts ainsi que
les troubles symptomatologiques (diarrhée, vomissement, immobilité, etc.) observes sont
documentés. Ce suivi des signes cliniques de la toxicité inclue 1’observation de 1’évolution
de poids chez les souris des différents lots expérimentaux tout au long de la période de

I’évaluation de la toxicité aigiie (Adjoungoua, et al, 2008).

Dans notre cas, nous avons adopté la méthode de KABBER et BERHENS (Adjoungoua, et
al, 2008) pour le calcul de la DL50.
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Xaxb
DLso = DL10 - —

DLso : dose donnant 50% de morts.

DL10o : dose donnant 100% de morts.

a : moyenne des morts entre deux doses successives.
b : différence entre deux doses successives.

n : moyenne des animaux utilisés.
1.4.3.Evaluation de ’activité cicatrisante

L’évaluation de I’activité cicatrisante est faite sur des plaies d’excision réalisées sur des
lapins albinos, selon un protocole précédemment décrit (Boulebda et al. 2010).

Cette étude a concerné 1’évaluation du potentiel cicatrisant in vivo des trois préparations
huileuses (EHPL, EHOFI, HAS).

1.4.3.1. Animaux

Des lapins (albinos New-Zealand) de sexe male, adultes et en bonne santé, proviennent
d’un achat auprés d’un éleveur conventionné de la région d’Ain M’lila (O. E.B.). Les
animaux agés de 6 a 10 mois et d’un poids variant entre 1,8 kg et 2,4 kg ont été
sélectionnés pour cette étude. Les lapins ont été acclimatés dans un environnement
standardisé (température ambiante de 22+2°C, cycle de lumiere de 12 h lumiere-
obscurité, etc.) pendant une période de deux semaines avant I’essai. L’accés des animaux a
I’eau et I’aliment standard (granulés pour lapins) a volonté. Le transfert des animaux dans
des cages individuelles s’est fait 48 heures avant le début de I’expérience dans les mémes
conditions que précédemment. Des lots de 06 animaux sont constitués.

Toutes les procédures expérimentales ont été adoptées en conformités avec les directives

internationales de protection des animaux (voir déclaration en annexe V).

1.4.3.2. Protocole
La procédure utilisée dans cette étude est celle décrite par Boulebda et al., 2010.
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a) Modeéle de plaie d’excision :

i. Mode opératoire

Tous les lapins choisis aléatoirement pour cette évaluation ont été tondus préalablement sur

toute la surface dorsale a I’aide d’une tendeuse électrique.

ii. Préparation et anesthésie générale

Le jour du début de 1’expérience, les petits poils restant sur le dos de I’animal ont été
ensuite rasés avec une lame de rasoir stérilisé. Les lapins recoivent une anesthésie générale
au chlorhydrate de kétamine a la posologie de 20 mg/kg, associé a 2 mg/kg

d’Acépromazine, injectés par voie intramusculaire (IM).

iii. Excision chirurgicale des plaies

Des plaies d’excision rectangulaires de dimension (2 x 1 cm), ont été pratiquées au niveau

de la colonne dorsolombaire de la méme fagon pour tous les lapins.

b) Traitement des plaies :

Les différents lots, chacun constitué de 06 animaux, ont recu les traitements suivants :

Un (1) LOT #CONT# : animaux opérés non traités ;
Trois (3) LOT #EHPL#, #EHOFI# et #HAS# : animaux opérés recevant les 3 préparations

huileuses.

Les traitements par voie topique ont débute juste apres I’excision des lapins, a raison de 0,5

mL par plaie, ceci quotidiennement jusqu’a ce que 1’épithélialisation compléte ait eu lieu.
1.4.3.3. Mesures des parameétres de progression:
La progression de la régression des plaies est suivie a travers leur surface. Celle-ci est

déterminée par le biais d’une prise de vue par un appareil photographique (Canon EOS

1000D), suivi d’un traitement de la surface par un logiciel informatique (AUTOCAD®).Le
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pourcentage de régression de la plaie d’excision est déterminé, a J1(100% de surface
excisée). Le pourcentage de régression de la plaie au jour x est déterminé a partir de

I’équation suivante (Srivastava et Durgaparasad ; 2008) :

% de la contraction de la plaie = [(surface J; — surface Jx)/surface J1] X 100.

J1 : le premier jour de I’expérimentation

Jx : le jour J de la mesure de la surface de contraction

La prise de poids corporelle des animaux est effectuée chaque semaine a I’aide d’une

balance pour animaux.
1.4.3.4. Analyses statistiques :

Les résultats des mesures de la progression de la cicatrisation (régression de la surface de
la plaie en fonction du temps) ont été effectuées périodiquement (J =1, 3, 6, 9, 12 et 15
jours) jusqu’a la fin de I’expérience. Les % de la contraction de la plaie sont exprimés en
(moyenne + ET) pour chaque lot de lapins. Les résultats sont statistiquement analyses par
le test t-Student pour identifier les différences entre les groupes de traitement. Les valeurs

sont considérées significativement différentes pour (P<0,05).
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Chapitre 11 Résultats et discussion

I.1. Caractérisation organoleptique préliminaire des drogues végétales

Dans le but de caractériser au mieux le matériel d’étude (figure 21), nous avons procédé a
la mesure des parameétres organoleptiques suivants : la taille, le poids et la couleur. Les

valeurs moyennes (n=100) sont rapportées dans le tableau 26.

A. spinosa (AS) P. lentiscus (PL) O. ficus indica(OFI)

Figure 21: Morphologie des amandes, des baies et des graines.

Tableau 26 : les caractéristiques organoleptiques des différents échantillons.

Echantillons
Parameétres AS OFlI PL
organoleptiques (amandon)(n=100) (graine)(n=100) (baie)(n=100)
Dlmgnsllon (diam. /long, 17.6+1.8 40+15 6.0 +2.0
exprimés en mm)
Poids (exprimés en ) 41,95+3,33 8,47+1,95 15,22+0,43
couleur Jaune péle Marron claire Noir
Forme ovale Haricot, rein ronde

Les paramétres organoleptiques mesurés ainsi que les descriptions botaniques des trois
échantillons étudiés sont cohérent avec ceux rapportés par d’autres auteurs (Baba Aissa,
1999 ; El Monfalouti et al., 2010 ; Hichey et King, 1988 ; Iserin, 2001).
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1.2. Détermination des taux de protéines, cendres et eau des DV

Le matériel végétal (fruits de PL et AS, graine OFI) a fait I’objet d’une détermination des

taux en eau, en protéines, et en cendres. Les valeurs trouvées sont exprimees dans le

tableau 27.

Tableau 27 : Les propriétés physico-chimiques du matériel végetal.

Teneur (%) AS* OFI* PL*
Eau 7,82+0.5 6,2+0,1 11,6+0,1
Protéines 26,21+1,07 28,39+0,92 23,85+ 1,26
Cendres 10,52+0,06 3,23+0,02 1,46+0,02

* valeur du pourcentage exprimée en moyenne + ET. (n=3).

Plusieurs constations peuvent étre faites a partir des valeurs des taux de protéines :

- Globalement, les 03 échantillons de AS, OFI et PL sont considérés riche en matiéres en
protéines (lIserin, 2001 ; Karleskind, 1992) ;

- L’échantillon OFI analysée montre une valeur en protéines totales (28,39+0,92)
significativement plus élevée que celle de PL (23,85+1,26) et AS (26,21+1,07).

- Aucune étude n’est signalée sur le contenu en protéines totaux de PL;

- Des valeurs de taux de protéines nettement inférieures sont rapportées par d’autres
auteurs pour AS (Charrouf et Guillaume, 2014) et OFI (EI Kossori, 1998). Cette différence
peut étre expliquée par la méthode moins précise utilisée par ces auteurs, basée sur la

digestion acide par rapport a la méthode d’analyse élémentaire utilisée dans notre étude.
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1.3. Caractérisations physico-chimiques des préparations huileuses

1.3.1. Rendement d’extraction a I’hexane

Les rendements d’extraction a I’hexane (regroupant les matieres lipophiliques) des

différentes plantes sont représentés dans le tableau 28.

Tableau 28: Rendement d’extraction a ’hexane.

Echantillon Rendement d’extraction %
P. lentiscus L. (EHPL) 25,67+ 0,85

A. spinosa L. (HAS) - o

O. ficus indica L. (EHOFI) 10,45+0,10

@ non concerné (i.e. huile grasse)

Les baies de PL ont donné un résidu des matiéres extractibles a I’hexane plus important en
masse comparé a celui obtenu a partir des graines d’OFIl. Cette différence peut étre

expliquée par la nature de la partie végétative extraite (baie/graine).

1.3.2. Analyses organoleptiques et physico-chimiques préparations huileuses (EHPL,
EHOFI et HAS)

Les résultats des mesures effectuées sur les parametres organoleptiques (couleur, Etat
physique, odeur et saveur, etc.) et physico-chimiques généraux (densité, indice d’acides,

indice de réfraction, etc.) sont illustrés dans le tableau 29.
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Tableau 29 : Propriétés organoleptiques et parametres physico-chimiques des différentes

préparations huileuses.

Parametres HAS EHOFI EHPL
Couleur . . .
jaune jaune claire verte
Etat liquide la T° ambiante . . N
visqueux visqueux Trés visqueux

Saveur . .

aromatique sans saveur acre astringent
Odeur inodore inodore piquante
Densité a 20 °C (g / mL)* 0,901+0,03 0,909+0,01 0,918 +0,02
Indice de réfraction (20°C)* 1,495+0,03 1,476x0,01 1,465+0,03
Indice d'acide (mg KOH / g)* 1,95+0,04 1,8240,1 2,27+0,03
Indice de saponification 187,95£0,03 177,10£0,05 193,30+0,05
(mg KOH / g d'huile)* B R SR
Indice d’iode (I> g / 100g)* 91,06+0,09 93,45+0,22 87,38+0,31

* valeur moyenne de plusieurs mesures + ET (n=3).

Plusieurs constatations peuvent étre faites a partir de I’examen des résultats du tableau 29.

i) Densité : la densité ou masse volumique dépend de la température et de la composition
chimique de I'huile. Elle nous renseigne sur la nature de la composante en acides gras,
notamment de la longueur de la chaine, de la présence d’instauration et de fonctionnalité

sur la chaine carbonée (Bruneton, 1999).

Les huiles grasses a forte proportion d’acides gras insaturés, comme celles des huiles
d’olive et d’avocat (tableau 30), ont des densites élevées, au-dela de 0,900 (Karleskind
,1992). Par ailleurs, les huiles a forte proportion d’acides gras saturées, cas de I’huile de
palme, ont des densités relativement plus faibles, inférieur a 0,900 (Boudjira, 2002 ;
Farines et al. ,1984 ; Maurin, 1992).
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Les valeurs de densité des préparations huileuses (HAS, EHOFI, et EHPL) sont

comparées a celles d’autres huiles grasses insaturées et saturées de référence (tableau 30).

Tableau 30 : valeurs de la densité de quelques huiles grasses (Boudjira, 2002 ; Farines et
al. ,1984 ; Maurin, 1992).

Désignation de I’huile densité Acides gras dominant
Huile d’olive 0,910a0,916 AG insatures

Huile d’avocat 0,910 a 0,920 AG insaturés

Huile de palme 0,895 a 0, 900 AG saturés

Les valeurs obtenues pour les préparations huileuses HAS, EHOFI et EHPL sont
(0,901+0,03), (0,909+0,01) et (0,918 +0,02), respectivement. Ceci démontre que les
valeurs obtenues pour les trois préparations sont en faveur d’huiles grasses a dominance
insaturée. Des études faites directement sur I’huile de lentisque et I’huile d’argane raporte
des valeurs de densité de 0,919 +0,01 (Djerrou, 2014) et 0,912+0,065 (Charrouf et
Guillaume, 2014), respectivement.

i) Indice de réfraction (IR) : I’indice de réfraction dépend, comme la densité, de la
composition chimique de I'huile et de la température. 1l croit avec l'instauration et la
présence sur les chaines grasses de fonctions secondaires (Bruneton, 1999).

Les valeurs obtenues pour HAS, EHOFI et EHPL sont (1,495+0,03), (1,476+0,01) et
(1,465+0,03), respectivement. Pour HAS, une étude relativement récente rapporte un IR
entre 1,463 a 1,472 mesuré a 20°C pour I’huile d’argane (Charrouf et Guillaume, 2014).En
outre, d’autres études sur les IR donnent des valeurs de 1,471 pour ’extraits a I’hexane
d’EHOFI (El Mannoubi et al., 2009), et 1,446 a 1,468 pour I’huile végétale d’EHPL
(Djerrou, 2014). Ces valeurs sont aussi proches de celles rapportees par Karleskind (1992),
concernant d’autres huiles végétales, a savoir les huiles d’olive, de palme, et d’avocat, qui

sont respectivement (1,468-1,470) et (1,453-1,458) et (1,465-1,474).

iii) Indice d’acide (1A): Ce parametre nous informe sur le taux d'acides gras libres existant
dans I'huile (Bruneton, 1999). Les valeurs obtenues pour les préparations huileuses (HAS,
EHOFI et EHPL) sont (1,95+0,04 mg KOH/g), (1,82+0,1 mg KOH/qg) et (2,27+0,03mg
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KOH/g), respectivement. Concernant 1’extrait huileux (EHPL), une étude précédente
signale que la valeur d’lA varie selon le stade de maturité de la plante (Charef et al., 2008).
Des valeurs d’lA de 7,7£0,3 et 24+0,5 mg KOH/g sont obtenues respectivement des baies
de couleur noire et rouge (Charef et al., 2008). Notre valeur d’IA trouvé est de
2,27+0,03mg KOH/g, obtenue a partir de baies noires mdres, est plus faible que le minima
raport¢ par 1’é¢tude précédente. D’autres études réalisées directement sur I’huile de
lentisque et 1’huile d’argane raportent une valeur d’IA de 7,0 + 0,3 mg KOH/g (Djerrou,
2014) et <2,5 mg KOH/g (Charrouf et guillaume, 2008) respectivement. Pour EHOFI, EL
Mannoubi a rapporté une valeur de TA de I’extrait a I’hexane des gaines d’OFI de
1,27+0,005mg KOH / g (El Mannoubi et al., 2009). Cette valeur est plus faible que celle
trouvée dans notre étude (1,82+0,1 mg KOH/g). Une valeur élevée d’IA signifie une
mauvaise conservation des fruits avant extraction ou de 1’huile, ou une récolte faite a partir

de fruit non mares (Djerrou, 2014).

iv) indice de saponification (IS) : Les valeurs obtenues pour les préparations huileuses
(HAS, EHOFI et EHPL) sont (187,95+0,03mg KOH/g), (177,10+0,05 mg KOH/g) et
(193,30+0,05 mg KOHY/qg), respectivement.

Pour AS, une étude ultérieure faite sur I’huile d’argane rapporte une valeur d’IS de 194,0+
5,0 (Charrouf et Guillaume, 2014). Cette valeur est plus élevée que celle trouvée dans
notre étude (187,95+0,03mg KOH/qg).

Pour EHPL, la valeur de I’'IS semble relativement élevée de celle obtenue par une
précédente étude (Charef, 2008), qui rapporte comme un IS de 147,8 + 0,2 pour I’extrait a
I’hexane des fruits noirs de Pistacia lentiscus, tandis que pour les fruits rouge, donne un IS
de 154,6 £ 0,1.

I.4. Caractérisations par CPG-SM des acides gras et phytostérols des

préparations huileuses :

Les préparations huileuses ont fait 1’objet d’une analyse par CPG-SM de leur contenu en
acides gras et phytostérols. Les résultats de ces analyses sont exposés dans la partie qui

suit.
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1.4.1. Caractérisations chromatographiques (CPG-MS) des acides gras

Les résultats obtenus a partir de 1’analyse des préparations huileuses HAS, EHOFI et

EHPL sont rapportés dans le tableau 31.

Tableau 31 : Composition des acides gras des trois préparations EHPL, HAS et EHOFI.

Composition en acides gras esters éthyliques, exprimée

en (% AG totaux)

Acides gras EHPL HAS EHOFI
A. myristique (C14:0) ND 0,11 0,05
A.pentadécanoique(C15:0) ND 0,02 ND
A. palmitique (C16:0) 20,83 11,18 10,83
A. palmitoléique (C16:1) 2,91 0,07 0,69
A. héptadécanoique (C17:0) 0,04 0,05 0,06
A. cis-10-Héptadécanoique (C17:1) 0,06 ND ND
A. stéarique (C18:0) 1,00 ND ND
A. élaidique (C18:1n9t) ND 6,09 3,51
A. oléique (C18:1n9c) 48,91 44,40 18,59
A. linolélaidique (C1 :2n6t) ND ND 0,22
A. y-linolénique (C18:3n6) ND ND 57,60
A. linoléique (C18:2n6c) 21,86 36,69 ND
A. linolénique (C18:3n6) 0,30 0,11 0,32
A. arachidique (C20:0) 0,10 0,42 0,41
A. cis-11-Eicosenoique(C20:1) 0,11 0,40 0,22
A. behenique (C22:0) ND 0,12 0,24
A. érucique (C22:1n9) ND ND 0,05
Cis-13,16-docosadienoique (C22 :2) ND 0,24 ND
A. tricosanoique (C23:0) ND ND 0,03
A. lignocérique (C24:0) 0,04 0,04 0,14

ND : non détecté
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Figure 22 : chromatogramme CPG-MS des AGmethyl estersde HAS.

Les tracés chromatographiques des AGME des préparations huileuses analysées sont

regroupés dans 1’annexe VI.

Pour HAS (tableau 31, figure 22), les principaux acides gras sont I’acide oléique (44,40%),
ac. linoléique (36,69%), ac. palmitique (11,18%) et ac. €laidique (6,09%). D’autres acides
gras sont présents avec des quantités moindres (0,42<%), dont certains restent non

identifiés.

Pour EHOFI (tableau 31), les principaux acides gras sont 1’acide y-linolénique (57,60%),
ac. oléique (18,59%), ac. palmitique (10,83%), ac. de structure non identifiée (6,08%a
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RT=26,43 mn) et ac. élaidique (3,51%). D’autres acides gras sont présents avec des
quantités moindres (0,69<%), dont certains restent non identifiés.

Pour EHPL (tableau 31), les principaux acides gras sont 1’acide oléique (48,91%), ac.
linoléique (21,86%), ac. palmitique (20,83%), ac. palmitoléique (2,91%), ac. non identifié
(2,85% a RT=26,38 mn) et I’ac. stéarique (1,0%). D’autres acides gras sont présents avec
des quantités moindres (<0,30 %), dont certains restent non identifiés.

A ce stade les résultats montrent que les acides gras insaturés (mono- et polyinsaturés
confondus) sont dominants dans la composition des trois préparations huileuses (HAS,
EHPL, EHOFI) (tableau 32). Par ailleurs, les rapports de (AGPI/AGS) pour EHPL, HAS
et EHOFI montrent des valeurs allant de 1,00 a 4,94. EHOFI et HAS présentent des
valeurs de rapport (AGPI/AGS) supérieures a 1,5. Ces valeurs dénotent de leur bonne
qualité nutritionnelle. Selon les recommandations diététiques reconnues un rapport
(AGPI/AGS) > a 1,5 est une indication de la bonne valeur nutritionnelle de 1’huile

(Ribarova et al., 2003).

Tableau 32 : Contenu en Acides gras saturés vs insaturés (mono et polyinsaturés).

EHPL HAS EHOFI
YAGS (sat.) 22,01 11,94 11,76
> AGMI (mono insat.) 51,99 50,96 23,06
> AGPI (poly insat.) 22,16 37,04 58,14
SAGPI/SAGS 1,00 3,10 4,94

Des études ultérieures faites sur la composition de I’extrait apolaire du fruit de PL
signalent comme acides gras dominants, 1’ac.oléique, ac. linoléique, et 1’ac. palmitique
(Charef et al., 2008 ; Trabelsi et al., 2012). Une autre étude plus récente réalisée sur I’huile
de lentisque rapporte le méme profil des acides gras majoritaires (Djerrou, 2014). Notre
étude sur le profil des acides gras des fruits de PL est cohérente avec les précédents
travaux (Charef et al., 2008 ; Trabelsi et al., 2012 ; Djerrou, 2014).

Des travaux précédents réalisés sur ’huile de AS rapportent la présence comme acides gras
majoritaires, 1’acide oléique, ac. linoléique et ac. palmitique (Charouf et Guillaume, 2002).

Deux autres études utilisant 1’extrait de I’hexane du fruit (amandons) rapporte la présence
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des mémes acides gras majoritaires (Kouidri et al. 2014 ; Yousfi et al., 2009). Nos résultats
sur le profil des acides gras de I’huile de AS sont en accord avec les précédents rapports

(Charouf et Guillaume, 2002 ; Kouidri et al. 2014 ; Yousfi et al., 2009).

Deux précédentes études ont examiné le contenu de I’extrait de I’hexane des graines d’OFI
et signalent la présence notable de 1’ac. linol€ique, suivi de 1’ac.oléique et I’ac. palmitique
(Chougui et al., 2013 ; EI-Mannoubi et al., 2009). L’analyse de notre extrait hexanoique
des graines d’OFl montre d’une part 1’absence de 1’ac. linoléique, et d’autre part la
présence d’une quantité importante de 1’ac. y-linolénique (57,60%), accompagné d’ac.
oléique et ac. palmitique. Cette différence pourrait étre expliqué par les fluctuations qui
peuvent étre observées dans la composition des acides gras durant le développement de la
plante (Trabelsi et al., 2012).

1.4.2. Caractérisations chromatographiques (CPG-MS) des phytostérols

Les résultats de I’analyse CPG/SM de la fraction des phytostérols réalisée sur les trois
échantillons sont indiqués dans le tableau 33.

Tableau 33:Composition en phytostérols (mg/100g) pour les trois extraits huileux.

Composition en phytostérols (exprimé en mg/100g) =
Rt Stérols

HAS EHOFI EHPL
0.77 | Cholestérol ND ND 0.92+0.04
0.89 | Campestérol 8.34+ 0.07 11.04+0.61 39.15+1.03
0.95 | Stigmastérol 6.39+0.27 9.08+0.58 14.25+1.09
1.04 | beta-Sitostérol 119.32+1.45 125.94+0.97 206.75+0.55
Total 134.05+1.76 146.06+2.13 261.07+2.62

@ valeur moyenne +/- ET (n=3).

Les résultats exprimés dans le tableau 33, montrent :

- que ’EHPL a montré le taux le plus élevé en phytostérols totaux égal a 261,07 £2,62
mg/100g, comparé aux deux autres préparations examinées ; la valeur trouvée pour EHPL
est presque le double de la valeur trouvée pour HAS ;

- que le béta-sitostérol est le stérol le plus important pour les trois préparations examineées ;
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- que la présence du cholestérol n’est confirmé que dans 1’échantillon EHPL avec une

faible concentration (0.92+ 0.04mg/100g) ;

Une étude précédente faite sur 1’extrait de I’éther de pétrole des fruits de PL signale la
présence de 430 mg/100g en stérols totaux, repartis en PB-sitostérol (380 mg/100g),
stigmastérol (30 mg/100g), campestérol (7 mg/100g) et cholestérol (3 mg/100g) (Trabelsi
et al, 2012). Nos résultats sont en parfaite accord avec cette étude, en terme de présence
des quatre phytostérols avec le p-sitostérol comme composé majoritaire. Cependant, la
quantité de phytostérols totaux rapportée par 1’étude de Trabelsi et al. dans les fruits du PL
récoltés en Tunisie est presque le double. Cette différence peut étre expliquée par les
fluctuations dans la composition qualitative/quantitative des phytostérols qui peuvent étre
observées durant les étapes de développement du fruit jusqu’a sa maturation (Trabelsi et
al., 2012). 1l a été rapporté qu’a la fin de la maturation du fruit, I’activité enzymatique de
la biosynthése des phytostérols est arrétée. Durant cette période, les phytostérols ne sont

plus synthétisés, mais sont convertis vers d’autres formes (Venkatramesh et al., 2002).

L’insaponifiable de la fraction lipidique des graines d’OFI extraite a I’hexane, et analysé
par CPG-MS s’est révélé contenir une quantité en phytostérols totaux égale a 1606
mg/100g, avec le B-sitostérol (1150 mg/100g), campestérol (217 mg/100g), A>-avenastérol
(82 mg/100g), stigmastérol (76 mg/100g), sitostanol (57 mg/100g) et d’autres phytostérols
mineurs (EI-Mannoubi, 2009). La présence de sitostanol, A%-avenastérol et d’autres
phytostérols signalée dans cette précédente étude, et non rapportée dans notre analyse peut
étre expliquée par ’utilisation de El-Mannoubi et al. d’une base de données (MS/NIST
2002 data base) plus performante.

Selon des études faites sur 1’insaponifiable des graines d’AS, la fraction des stérols est
caractérisée par la présence de quatre composés majoritaires, dans I’ordre décroissant de
leur importance le B-sitostérol, stigmastérol, campestérol et le stigmast-7-en-3p-ol (Farines
et al., 1981 ; Heinrich, 2000).
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|.5. Dosage par CLHP de I’alpha tocophérols des préparations huileuses

Les tracés chromatographiques de I’analyse directe de a-tocophérol obtenus par HPLC et
réalisée sur les trois préparations huileuses (EHOFI, HAS, EHPL) sont montrés dans la

figure 23 (A a C).
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Figure 23 : Tracés CLHP des trois échantillons (A/EHOFI,

B/HAS, C/EHPL).
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L’absorbance des échantillons a été lue a 460 nm. La concentration en a-tocophérol (Co.-7)

a été déduite de 1’équation suivante : abs.Y = 0,223 X (mg) + 0,061 (R2: 0,981)

»Pour EHOFI :

Absorbance (A= 10,43 %), donc C..t = 0,194 mg/mL, soit 21,34 mg/100 g extrait ;
»Pour HAS:

Absorbance (A= 7,59 %), donc C,.t = 0,067 mg/mL, soit 7,44 mg/100 g I’huile ;
»Pour EHPL :

Absorbance (A= 9,33 %), donc C,.t = 0,145 mg/mL, soit 15, 80 mg/100 g extrait.

Les analyses montrent des concentrations en a-tocophérol pour les préparations huileuses
EHOFI, HAS et EHPL de I’ordre de 0,194 mg/mL, 0,067 mg/mL et 0,145 mg/mL,
respectivement. L’HAS a montré une concentration faible par rapport aux préparations
EHOFI et EHPL.

Une précédente analyse par HPLC faite sur I’extrait de 1’hexane des fruits de PL donne des
valeurs en a-tocophérol de 759 + 61 mg/100g (Dhifi et al., 2013). Cette différence dans la
concentration avec la faible valeur rapportée par notre analyse (15,80 mg/100g extrait)
peut étre expliquée par 1’utilisation dans notre travail d’une extraction par Soxhlet au lieu
d’une simple macération dans 1’hexane utilisée dans cette étude (Dhifi et al., 2013). 1l est
bien établi que la chaleur générée durant I’extraction par Soxhlet peut altérer les

tocophérols connus pour leur thermo-fragilite.

Une étude sur de I’extrait de I’hexane du fruit de AS se développant en Algérie, rapporte
des valeurs de a-tocophérol de 32,5 + 0,22 mg/100 g (Yousfi et al., 2013). Une valeur de
3,5 mg/100 g pour le a-tocophérol est rapportée par une étude marocaine, effectuée
directement sur 1’huile extraite par expression (Khelloufi et al., 2003). La concentration de
a-tocophérol trouvée dans notre huile (de provenance Marocaine) est de 7,44 mg/100g,

valeur jugée intermédiaire entre les deux valeurs rapportées par les précédentes études.

Dans une étude rapportée par une équipe tunisienne, une valeur de 1,1 mg/100 g en a-
tocophérol dans I’extrait sec a I’hexane des graines d’OFI est rapportée (EI-Mannoubi et
al., 2009). Notre étude révéle une concentration supérieure en a-tocophérol égale a 21,34
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mg/100 g d’extrait sec. Ce résultat suggere que par les 03 espéces étudiees (AS, PL et
OFI), la derniére espéce est une bonne source de Vitamine E (a-tocophérol).

1.6. Analyse des composés phénoliques des extraits alcooliques (EAPL,
EAOFI, EAAS)

Les rendements de I’extraction a 1’éthanol des drogues végétales [AS (amande), OFI

(graine) et PL (fruit)] sont exprimés dans le tableau 34.

Tableau 34 : rendement d’extraction a 1’éthanol.

Echantillon Rendement d’extraction
%

EAPL : extrait de P. lentiscus 3,29+ 0,85

EAAS : extrait d’A. spinosa 3,86+0,31

EAOFI : extrait d’0. ficus indica 1,76+0,25

Les résultats présentés dans le tableau 34 montrent des taux comparables d’extraction a
1’éthanol pour (EAPL) et (EAAS), avec un rendement plus faible pour (EAOFI).

Les extraits alcooliques (EAPL, EAOFI, EAAS) ont fait I’objet de deux analyses :
i) dosage spectrophotométrique des phénols totaux (PT) et flavonoides totaux (FT) ;

ii) une caractérisation du profile en composés phénolique par CL-SM/SM.

1.6.1. Dosage des phénols (PT) et des flavonoides totaux (FT)

Les phénols totaux (PT) et les flavonoides totaux (FT) des extraits alcooliques de nos
échantillons (EAAS, EAOFI et EAPL) ont été déterminés par spectrophotométrie, utilisant

la méthode des microplaques a 96 puits et un lecteur Elisa.

Les déterminations des PT et FT sont faites par rapport a leurs equivalents de pyrocatéchol

(PC) et de quercétine (Q), respectivement.
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Les résultats obtenus a partir de I’analyse des extraits alcooliques (EAAS, EAOFI et
EAPL) sont rapportés dans le tableau 35.

Tableau 35 : Teneurs en phénols totaux (PT) et flavonoides totaux (FT) des extraits.

Extrait Contenu en Phénols Totaux Contenu en Flavonoide Totaux
alcoolique (ug PC equiv/mg) ® (ug Q equiv/mg) ©

EAAS 35,57 £ 1,06 31,90 £ 0,72

EAPL 26,09 £ 0,15 31,51+ 1,00

EAOFI 27,55+ 0,40 32,45 + 1,26

8Valeur représente la moyenne + ET (n = 3);
bpc equiv/mg : pyrocatéchol équivalent par mg d’extrait [Absorbance: y = 0,0316 x (mg) + 0,0422 (R2: 0,9952)];
€ Q equiv/mg : quercétine équivalent par mg d’extrait [Absorbance : y = 0,0269 x (mg) + 0,0393 (R2: 0.9989)].

La lecture des résultats en tableau 35 améne a certains nombres de commentaires :

- Aucune différence significative n’est observée pour les valeurs de FT trouvées pour
EAAS, EAPL et EAOFI ;

- Une différence significative est constatée pour les valeurs de PT des échantillons
analysés, ou on constate qu’EAAS contient le taux le plus élevé en PT (35,57 + 1,06ug PC
equiv/mg), avec des valeurs moindres pour OFI (27,55 + 0,4ug PC equiv/mg ext) et PL
(26,09 + 0,15pg PC equiv/mg ext).

- Les valeurs de PT pour EAPL et EAOFI rapportées par notre étude sont de loin
inférieures a celles décrites par d’autres travaux, qui signalent des taux en PT pour EAPL
(Remila et al., 2015) et EAOFI (Guevara-Figueroa et al., 2010 ; Méndez et al., 2015)
égales a (205,79+6,51 mg Cat equiv/g ext) et (128.8 £ 29.4 mg Cat equiv/100 @),
respectivement. De méme, un travail précédent sur le contenu en FT pour EAPL a
rapporté une valeur de (6,28 + 1,04 mg Rut equiv/gext) inférieure a la valeur trouvée dans
le cas de notre étude (31,51 +/- 1,0 ug Q. equiv/g ext) (Remila et al., 2015).
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Pour le contenu en PT et FT de EAAS, une étude faite par d’autres auteurs (Belarbi et al.,
2009) sur sue I’extrait acétone/eau des amandes préalablement délipidées a rapporté une
valeur des polyphénols totaux (50,01mg/kg) nettement inférieure a celles trouvée par notre
travail (Tableau 35).

Ces différences entre les valeurs rapportées de PT et FT pourraient étre expliquées par
I’emploi de standards différents, a savoir : le pyrocatéchol et la quercétine pour notre
étude, contre la catéchine et la rutine pour les autres études (Remila et al., 2015 ;
Guevara-Figueroa et al., 2010 ; Méndez et al., 2015). D’autres facteurs peuvent étre

également invoqués, plus particulierement la variabilité naturelle (Bruneton J. 1999).

1.6.2. Caractérisation du profile en composés phénoliques par CL-MS/MS

Dans cette partie, les profils phénoliques des extraits alcooliques des espéces étudiées ont
été déterminés par CL-SM/SM. Cette analyse a été réalisée selon une méthode standardisée
et validée (Ertas A., et al., 2014), utilisant 27 témoins standards représentant divers

composés phénoliques (tableau 25 , section 1.3.5.2.)

Les parameétres analytiques de la validation de la méthode d'analyse de CL-SM / SM sont
rapportés dans le tableau 36.
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Tableau 36: Temps de rétention (RT) des standards et paramétres de validation de la
méthode d'analyse de CL-SM / SM.

Andlyteno.  Analytes RF Equation ™ RSO Lineantyrange(mgll) LODIOQ(ugLY  Recovery(¥) U
| Quinic acid 336 f)=25133+336c 09927 00388  250-10000 23745 1033 48
) Malic acid 360 fix)=-5674+936x 09975 0.24  250-10000 192/641 1014 53
] tr-Aconitic acid 413 flY=-28416+793x 09933 03908  250-10000 15.6/519 1028 49
4 Gallic acid 425 fx)=2641743581x 09001 04734  25-1000 48159 1023 51
5 Chlorogenic acid 529 fx)=26780+490x 09932 0.1882  250-10000 1343 97 49
b Protocatechuicacid 551 flx)=6197+36% 09991 0598  100-4000 258/859 1002 51
1 Tannic acid 630 fly=30233+903c 09955 09075  100-4000 102342 08 5
§ tr-Caffeic acid T fln)=83058+1585 09942 10080  25-1000 Ty 956 52
9 Vanillin 857 M)=-575+M5r 09995 04094  250-10000 101337 9. 49
10 p-Coumaric acid 017 fix)=21064+735x 09009 1358  100-4000 152508 %4 51
1 Rosmarinic acid 019 flx)=-1150+180r 0999 0520  250-10000 104348 1017 49
12 Rutin 067 flu)=3842+519x 09971 08146  250-10000 17./566 1022 50
13 Hesperidin 069  flx)=10541+1958 09973 0363  250-10000 21679 1002 49
14 Hyperoside 0% fix)=827+10x 09549 02135 100-4000 124414 %3 49
15 4OHBenzoicacid 1138 fx)=54285+6350r 09925 14013 25-1000 30100 1062 5
16 Salicylic acid 139 f)=757149152c 09904 06619  25-1000 4133 1062 50
17 Myricetin 142 fx)=5415+543x 09991 28247  100-4000 99329 1060 59
18 Fisetin 100 fx)=34400+3319r 09988 24262  100-4000 107/336 %9 55
19 Coumarin 118 fx)=34370+2366r 0994 04203  100-4000 91304 1044 49
A Quercetin 1393 fx)=1693+2060x 09995 43149 25-1000 20/68 %9 1
2 Naringenin 1415 fix)=39056+11006r 09956 20200  25-1000 2688 a0 55
2 Hesperetin 1480  fx)=6545+1603x 09961 10164  25-1000 330 1024 53
Jki Luteolin 1484 f)=3057+11150 09992 39487 25-1000 58194 1054 69
U Kaempferol 1485 fx)=5714210x 09917 05885  25-1000 20166 9.1 5
% Apigenin 1673 fx)=18526+5438r 09954 06782  25-1000 01/03 %9 53
2% Rhamnetin 1841 fx)=632+110x 09994 25678  25-1000 0207 1008 6.1
Jij Chrysin 060 fix)=23532¢+69%8x 09965 15530  25-1000 005017 1022 53
* . retention time.

b 12 coeffcient of determination,

 RSD: relative standard deviation,

4 0D/L0Q ugL):imit f detecton/imit of quantification,
* U(X): percent relative uncertainty at 5% confidence level (k=2).
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Le tracé chromatographique témoin des standards est représenté dans la figure 24.

Figure24 : Tracé chromatographique témoin des standards.

(x1.000.000)
_51.175.197 13 15
04 3
0,80-5 ¢ 12 20 25 26
11 16 17 23
=) - 2
ERY ‘
%‘ - 19 || 22
s 11 27
L .
3 21
0'20'5 ( 10
3 7 L
ol LU UL oL
* T Ll T T I ¥ T 1 T I 1 L\l Ll 1 I Ll T T T I T T | T I |l 1 |l ] I L] ] L] ] I L) ] T ) I
50 15 100 12,5 150 17.5 20,0 25
Rt/mn

1: Acide Quinique, 2: ac. Malique, 3: ac. t-Aconitique, 4: ac. Gallique, 5. ac. Chlorogenique, 6: ac.
Protocatechique, 7: ac. Tannique, 8: ac. Tr- caffeique, 9: Vanilline, 10: ac. p-coumarique, 11:. ac.
Rosmarinique, 12: Rutine, 13: Hésperidine, 14: Hyperoside, 15: ac. 4-OH Benzoique, 16: ac. Salicylique,
17: Myricetine, 18: Fisétine, 19: Coumarine, 20: Quercetine, 21: Naringenine, 22: Hesperetine, 23:
Luteoline, 24: Kaempferol, 25: Apigenine, 26: Rhamnetine 27: Chrysine.

Les composés contenus dans les extraits alcooliques (EAAS, EAOFI et EAPL) sont
identifiés par comparaison de leurs temps de rétention (RT) avec ceux des standards

utilisés (tableau 36). Leur quantité respective est exprimée en pg/g d’extrait.

L’ensemble des résultats sont représentés dans le tableau 37.
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Tableau 37 : Identification et quantification par CL-SM/SM des composés phénoliques
des 03 extraits alcooliques de PL, OFI et AS

0 Concentration en pg/g d’extrait sec (w/w) ; * valeur moyenne + ET (n=3).
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Les résultats de 1’analyse CL-SM/SM des trois préparations alcooliques (EAPL, EAOFI,
EAAS) montrent :

i) En ce qui concerne [’extrait (EAPL) : le tracé chromatographique de I’extrait (EAPL)

est montré dans la figure 25.
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Figure 25 : Chromatogramme de ’extrait (EAPL)

L’analyse de I’extrait EAPL, révéle la présence des composés majoritaires (>20 pg/g ext.)
suivants : acide gallique (2092,39+106,71 ug/g ext), ac. quinique (1519,84+72,95 ug/g
ext), ac. tannique (959,48+48,93 ug/g ext), ac. protocatéchique (323,60+16,50 pg/g ext),
hypéroside (287,08+14,07 ug/g ext), acide malique (87, 6 +4,64 ug/g ext), myricitine
(77,74£4,59 pg/g ext), quercétine (54,71+3,89 pg/g ext), kaempférol (45,07+2,34 pg/g
ext), Fisetine (23,54 + 1,29 pg/g ext) et d’autres composés mineurs. L’analyse a montré

aussi I’absence de rhamnetine en quantité déetectable.
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En I’absence de travaux sur les composés phénoliques contenus dans les fruits ou toute

autre partie de PL, aucun commentaire ne peut se faire.

i) En ce qui concerne [’extrait (EAOFI): Le tracé chromatographique de I’extrait

(EAOFI) est montré dans I’annexe VII.

L’analyse de D’extrait, révéle la présence des composés majoritaires (> 3 pHg/g ext.)
suivants :Ac. quinique (83,57 + 1,74 pg/g Ext), ac. chlorogénique (16,37 = 1,89 ug/g Ext),
hypéroside (09,44 + 0,19 pg/g Ext), vanilline (07,27 + 1,53 pg/g Ext), ac. malique (03,18 +
2,21 ng/g Ext) et d’autres constituants mineurs. L’analyse a montré aussi I’absence, en
quantité détectable, de I’ac. Protocatéchique, ac. p-coumarique, ac. rosmarinique,

hespéridine, myrcétine, rhamnétine, fisétine, hespéritine et chrysine.

Une analyse faite par LC-MS et LC-RMN du profil des composés phénoliques présents
dans D’extrait alcooliques des graines d’OFI, rapporte plus d’une vingtaine de composés
phénoliques, dont uniquement cing ont été identifiés; 3 isomeres du diglycoside du

feruloyle, diglucoside du sinapoyleet d’un dérivé du feruloyl (Chougui et al., 2013).

iii) En ce qui concerne l’extrait (EAAS) : le tracé chromatographique de I’extrait (EAAS)

est montré dans ’annexe VII.

L’analyse de D’extrait, révele la présence des composés majoritaires (>0,4 pg/g ext.)
suivants : ac. quinique (04,09 + 9,05 ug/g Ext), ac. malique (03,34 + 3,36 pg/g Ext),
coumarine (1,60 £ 0,07 pg/g Ext), hespéridine (0,50 + 0,02 ug/g Ext), ac. trans-aconitique
(0,50 + 0,02 pg/g Ext), ac. protocatéchique (0,40 £ 0,10 pg/g Ext) et d’autres constituants
mineurs. En tenant compte de la limite de détection de la technique utilisée, on remarque
I’absence ac. chlorogénique, vanilline, rutine, hypéroside, myrécétine, hespéritine,

lutéoline, apigénine et la chrysine.

Une étude récente sur le fruit de AS (Khallouki et al., 2015), faite sur la pulpe (partie
charnue du fruit sans la graine ou I’amande), a révelé la présence de composés
phénoliques (15400 pg/g), majoritairement représentés par les composé catéchiques (6006
1o/g, soit 39%), flavonoides (4312 ug/g, soit 28%), procyanidines (4004 ug/g, soit 26%),
et acides phénols(1078 pg/g, soit 7%). D’autre part, 1’épicatechine (4792 pg/g), ac. 4,40-
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Dihydroxy-3,30-imino-di-benzoique (2071 pg/g), Procyanidine B2 (1463 ug/g),
Procyanidine C1 (1250 pg/g), Quercetin-3-O-galactoside (9803 pg/g) et ac. 4-
dihydroxybenzoique (697 pg/g) sont rapportés comme les composés les plus remarquables

dans I’extrait alcoolique de la pulpe.

Notre étude réalisée sur I’amandon montre des valeurs tous composés phénoliques
confondus beaucoup plus faibles. Cette différence pourrait étre expliquée par la différence
de la partie végétale utilisée (pulpe du fruit sans la peau ni I’amande) (Khallouki et al.,
2015).

1.7. Tests biologiques

1.7.1. Etudes toxicologiques

Afin d’évaluer le potentiel toxique et irritant des préparations huileuses (EHPL, EHOFI,
HAS) envers la peau et les muqueuses, les tests d’innocuité suivants ont été réalisés :

» Mesure de la toxicité aigué (DL50, souris) ;

» Etude de I’innocuité sur la peau et les muqueuses (irritations cutanee et oculaire,

agressivités superficielles cutanée et rectales)

1.7.1.1.Toxicité aigué

Le test de toxicité aigué a été réalisé sur de souris adultes. Les pourcentages de mortalité
observés selon la dose et la voie d’administration (orale/intrapéritonéale) pour les 3
préparations huileuses (EHOFI, EHPL, HAS) sont montrés dans les tableaux38 et
39respectivement.
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Tableau 38 : Pourcentages de mortalité en fonction de la dose administrée per 0s

Dose (mL/kg)

10 20 30 40 50 60 70
Produit Mortalité (%6)
EHPL** 0 10 30 60 80 100
HAS*** 0 0 0 0 0 0 0
CONT*** 0 0 0 0 0 0 0

*DL50 (EHOFI) = 43,0 £ 0,8 mL/kg avec IC: [40,7- 45,4]; ** DL50 (EHPL)=37,0£1,0
mL/kg avec IC: [34,4 — 39,8]; *** (HAS, CONT) aucune mortalité n’est observée apres prise d’une
dose 70mL/kg.

Tableau 39 : Pourcentages de mortalité en fonction de la dose administrée per v.i.p.

Dose (mL/kg)

0,5 1 2 3 4 5 6
Produit Mortalité (%0)
EHOFI* 0 10 40 60 80 90 100
EHPL** 0 10 50 60 80 100
HAS*** 0 0 0 0 0 0 0
CONT*** 0 0 0 0 0 0 0

*DL50 (EHOFI)=2,72 £ 0,1 avec IC: [2,52-2,92] mL/kg ;**DL50(EHPL) = 2,52 + 0,2 avec IC: [2,22
—2,81] mL/kg ; *** (HAS, CONT) aucune mortalité n’est observée aprés prise d’une dose 6 mL/kg.
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Les observations de tous les symptdmes de toxicité constatés aprés gavage, et apres
administration intrapéritonéale, chez toutes les souris et pour les deux stades

d’expérimentation (j1, et j2-j14) sont rapportees dans 1’annexe VIII.

Les résultats obtenus pour les deux stades d’observations : J1 et J2-14, chez tous les lots de

souris traités et contréles montrent :

- Les lots de souris controles (ayant re¢u de 1’ecau physiologique per 0s et v.i.p.) n’ont

montré aucun signe clinique ni mortalité durant tous les 14 jours d’observation ;

- Les lots de souris traités par HAS (a différentes doses) et par les deux voies
d’administration (v. per 0s, v.i.p.), n’ont montré aucune mortalité durant les 14 jours. Mais
des signes cliniques habituels et des symptémes non graves et réversibles (ex. anorexie,
hypoactivité, asthénie, etc.) sont apparus chez les souris pendant une courte durée (trois
premiers jours des traitements). Les deux DL50 de I’huile HAS (orale et péritonéale) ne
peuvent pas étre déduite en raison de 1’absence de mortalité. Ceci est une indication de la
relative bonne tolérance des traitements par HAS, administrés oralement et par voie
intrapéritonéale a des doses maximale de 70mL/kg et 6mL/kg, respectivement ;

- Les lots de souris traités par EHPL et EHOFI (a différentes doses) et par les deux voies
d’administration (v. 0s, v.i.p.), ont enregistré des mortalités (tableau 38 et 39) et ont
présenté des signes cliniques graves et des symptdémes persistants durant la période
d’observation. Les lots de souris traités par EHPL et EHOFI, par gavage, ont donné des
valeurs de DL50 égales a 43,0 + 0,8 mL/kg et 37,0 = 1,0 mL/Kkg, respectivement. Les
valeurs correspondantes des DL50 des lots traités par EHPL et EHOFI, par voie
intrapéritonéale, ont donné des valeurs de DL50 égales a 2,72 + 0,1 mL/kg et 2,52 £ 0,2,
respectivement. Ces résultats indique la présence de toxicités aigues relatives chez les
souris traitées oralement et par voie intrapéritonéale par EHPL et EHOFI. Cependant les
signes et symptdmes de toxicité se sont manifestés qu’a des doses importantes, comme les

valeurs de DL50 obtenues pour chacune des deux voies d’administration le montrent.
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Pour AS, une étude ultérieure (Alaoui et al.1998) faite sur la toxicité aigué par voie orale
des saponines isolées du tourteau de 1’arganier sur le rat et la souris a déterminé une valeur
de DL50 = 1,3 g/kg. Egalement, une autre étude basée sur I'administration orale et
intrapéritonéale d'un extrait aqueux Le mélange des saponines du tourteau de l'arganier
chez la souris (Lops ofa) a présenté ainsi une toxicité aigué relativement faible avec une.
DL50 = 2g/ Kg v.o.et DL50 = 80 mg /Kg v.i.p. (Charroul, 1998).

En conclusion, La présente étude montre une faible toxicité, voire méme une absence de
toxicité des trois préparations huileuses de HAS, EHOFI et EHPL, administrées par voie

orale et par voie intrapéritonéale.

1.7.1.2. Etudes de ’innocuité
Cette étude réalisée chez le lapin a permis d’évaluer les irritations oculaire et cutanée

(I.1.PC. et agressivité rectale)

a) lrritation oculaire

Les résultats de 1’évaluation de I’irritation oculaire sont exposés dans les tableaux 40 et 41.

Tableau 40: Détermination de I’irritation oculaire des produits testés

Conjonctive Iris Cornée 1O

Produit Jours Chem | Larm | Roug | (A+B+C) | Co DX5) Inten | Surf | (ExF) | Somme
(A) ®) | (© (x2) (D) (E) | (F) | (x5) >
GO 1 1 6 o] o o | o | o 6
EHPL I 0 0 0 0 0| o 0 0| o 0
12 0 0 0 0 0| o o | o | o 0
0am | o 0 0 0 o] o o | o | o 0
HAS I 0 0 0 0 o] o 0 o | o 0
12 0 0 0 0 0| o o | o | o 0
0an | o 0 0 0 o] o o | o | o 0
EHorFl |1 0 0 0 0 0| o 0 0| o 0
12 0 0 0 0 o] o o | o | o 0

Parametres : Chem (chémosis) ; Larm (larmoiement) ; Roug (rougissement) ; Co (conjonctive) ; Inten
(intensité) ; Surf (surface) ; h (heure) ; J (jour) ; 1.O.1.(indice oculaire individuel)
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Sur la base des données obtenues dans le tableau précédent (tableau 41), le calcul des
indices d’irritation oculaires maximale pour les différentes zones de I’eeil (Conjonctive,

Iris, Cornée) pour les périodes allant de 1h a 72h, figure dans le tableau 41 :

Tableau 41: Détermination de I’irritation oculaire maximale (1.0.1.).

1.0.1. selon le temps (heure) et la zone
1h 24h 72h

Co | iris [ Corn | Co | Iris | Corn | Co | lIris | Corn
EHPL 6 0 0 0 0 0 0 0 0
HAS 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EHOFI 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A la lecture des tableaux précédents (40, 41), nous constatons :

- L’indice d’irritation oculaire au niveau de I’iris et de la cornée est égal a 0, quelle

que soit la période et ceci pour les 03 préparations huileuses ;;

- Pour la conjonctive, I’indice d’irritation oculaire est égale a 0 pour HAS et EHOFI,
ceci quelle que soit la période. Pour ’EHPL I’indice d’irritation au niveau de la
conjonctive est de 6, calculée dans la 1°® heure qui suit I’instillation, puis il

régresse jusqu’a s’annuler dans les 24h.

Compte tenu des résultats obtenus, nous pouvons déduire que 1’application de nos produits
par instillation sur I’ceil n’a engendré aucune irritation visible macroscopiquement au
niveau soit de I’iris ou de la cornée. La valeur de 1.0.1 égale a 6 pour EHPL, mesurée au
niveau de la conjonctive est décrite comme faible par la littérature (JORF du 24/10/84,
Hamdi Pacha Y. 1993).

b) Irritation cutanée
Les résultats de la mesure de I’indice d’irritation primaire cutanée (I.1.P.C.), évalue par
I’action des préparations huileuses testées sur la peau scarifiée et non scarifiée des lapins,

sont présentés dans le tableau 42.
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Tableau 42 : Indice d’irritation primaire cutanée.

Peau scarifiée Peau non scarifiée (1.L1.P.C)*
Traitement 24 h 72 h 24 h 72 h 24h 72h
Eryt | Oed | Eryt | Oed | Eryt | Oed | Eryt | Oed
EHPL 2 0 0 0 0 0 0 0 0,083 0
HAS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EHOFI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Légende : Oed (cedéme) ; Ery (érytheme) ; L.I.P.C. (indice d’irritation primaire cutané) ;
(*) : [IPC< 0,5 non irritant, 0,5< MIPC< 2 légeérement irritant, 2< I[IPC< 5 irritant, 5< [IPC< 8 tres
irritant.

L’indice d’irritation primaire cutanée d’EHPL est de 0,083 tandis qu’il tend a zéro dans les
72h. Les valeurs d’L.I.P.C. mesurées pour les produits restants (HAS et EHOFI) dans les
24 et 72 h sont égales a zéro.

En plus de la précédente évaluation, 1’application des préparations huileuse HAS, EHPL,
EHOFI dans la muqueuse rectale chez les lapins pendant 15jours, suivie d’une observation
macroscopique du rectum des lapins a révéelé une absence de toute hémorragie ou

ulcération ou rougeur, ni diarrhée.

En conclusion, selon les normes rapportées (J.O.R.F. du 21 /01/82, Hamdi Pacha Y. 1993),
nous pouvons dire que les trois produits huileux testés sur le lapin, a savoir EHPL, HAS et
EHOFI, sont considérées non irritants au niveau oculaire, cutanée ni sur les muqueuses

anales.

1.7.2. Evaluation de Pactivité cicatrisante

Les résultats de I’évaluation du processus cicatriciel (exprimé en % de contraction) des
plaies chirurgicalement excisées et traitées par les trois préparations huileuses HAS,
EHOFI et EHPL, sont rapportés dans le tableau 43 et les figures26 et 27.
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Tableau 43 : Evaluation globale du processus cicatriciel des plaies d’excision chez le

lapin
Contraction, exprimée en pour cent (%)*

Traitement Jo j3 J6 j9 j12
CONT () 00 17,01 + 04,19 30,44 + 05,22 62,83 + 09,20 93,77+ 3,10
HAS** 00 49,54 + 08,98 ## | 54,66+09,66 ## | 76,3 +10,40 # 98,7 +0,74#
EHOFI** 0+0 52,52 + 07,00 ## 56,01 + 10,70 ## | 89,29 £ 06,19 ## 97,6 +180#n
EHPL** 0+0 47,7 £09,63 ## | 51,26 +07,68 # 73,66 + 11,50 90,8 + 3,50

Cont (-) : lapin opéré sans traitement

* valeur moyenne +ET,( n=6)

#p 0,05, * p <0,01 : vs control (-) ;

p <0,05 : vs groupe traité par EHPL pour la
méme période ;

HAS : lapin opéré traité par [’huile d’Argania spinosa

EHOFI : lapin opéré traité par I’extrait a I’hexane d’Opuntia ficus-indica
EHPL : lapin opéré traité par [’extrait a [’hexane de Pistacia lentiscus
** traitement par 0,5 mL/plaie/jour.

100 : § . "oy
| . . =
| Péripde )3 - )9 ‘ - ]
ID .
80 ™
- =
£ & . L] E
_m -,
: et
2 o ==
€
8
20
0
id i3 16 2

ia i1
L_IAS LJOFIUPL

HAS : lapin opéré traité par I’huile d’Argania spinosa
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Résultat représente la moyenne + E.T. (n = 6, par lot).

Cont (-) : lapin opéré sans traitement ;
#p <0,05, ¥ p <0,01 : vs control (-) ;
“p <0,05 : vs groupe traité par EHPL pour la méme

période

EHOFI : lapin opéré traité par I’extrait a I’hexane d’Opuntia ficus-indica
EHPL : lapin opéré traité par I'extrait a I’hexane de Pistacia lentiscus
** traitement par 0,5 mL/plaie/jour.

Figure 26: Evolution du processus cicatriciel (contraction %) des plaies chirurgicales chez le lapin.
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Figure 27 : Photographie de I’évolution chronologique de la cicatrisation des plaies
d’excision traitées par les préparations huileuses topiques HAS, EHOFI et EHPL.

La lecture des résultats présentés sur le tableau 43, figures 26 et 27 fait ressortir les

observations suivantes sur la progression de la cicatrisation:

+J=0 -vers 24h a 48h, la résorption de I’exsudat inflammatoire a été débutée ;
- toutes les plaies avaient des surfaces de plaies comparables, ainsi que les
mémes signes de I’inflammation et de saignement ;

+J=3 i- une détersion compléete en chronologie variable en fonction de chaque
type de traitement ; la durée la plus courte a été celle d’EHPL ;
ii- toutes les préparations huileuses de HAS, EHOFI et EHPL accélérent
significativement (p < 0,01) la cicatrisation, comparés au CONT(-);
- aucune différence significative n’est observée entre les 3 phytotraitements.

+J=6 - cas de suppuration ont été constatés chez le lot Cont (-) ;
- les mémes remarques que J3.

+J=9 - les deux préparations huileuses de HAS et EHOFI accélerent
significativement la cicatrisation, comparés au CONT(-). Toutefois aucune
différence significative n’est observée entre les 3 traitements ;
- Le traitement & base de EHPL présente une progression de la cicatrisation
non significative avec le CONT (-).
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+J=12 - les deux préparations huileuses de HAS et EHOFI accélerent
significativement la cicatrisation, comparés au CONT(-) (p < 0,05) et au
lot traité par EHPL (p < 0,05) ;
- Le traitement a base de EHPL présente une progression de la cicatrisation
non significative avec le CONT (-).

Généralement, il y’a eu une réduction progressive de la surface de la plaie avec le temps
dans les différentes traitements (figures 27 et tableau 43). Le pourcentage de contraction le
plus élevé a été obtenu dans les plaies traitées par 1’huile d’argan HAS et EHOFI suivis
par celle traitées par EHPL.

Les résultats observés chez les lapins sur 1’évolution de la régression des plaies excisées et
traitées par les préparations huileuses montrent qu’a la fin de la période de 12 jours :

- les traitements a base de HAS et EHOFI a raison de 0,5 mL/plaie/jour accélérent la
fermeture des plaies significativement (P<0,05) par rapport au contrdle et au lot EHPL ;

- Le traitement a base d’EHPL a raison de 0,5 mL/plaie/jour n’a pas d’effet positif
significatif sur la vitesse de fermeture de plaies par rapport au contréle.

Une étude précédente sur 1’évolution du processus cicatriciel de I’huile du fruit de PL, sur
des plaies d’excision chirurgicale chez le rat indique que la contraction des plaies et
stimulée non seulement par 1’huile de lentisque, mais également par sa fraction

insaponifiable (Boulebda et al., 2010).

D’autres études précédentes faites sur 1’évolution du processus cicatriciel de ’huile du fruit
de PL, sur des brulures expérimentales signalent une accélération significative de la
contraction des brulures ainsi qu’une réduction de la durée d’épithélialisation, et ceci chez

le rat (Abdeldjelil, 2016 ; Bensegueni, 2007) et le lapin (Djerrou et al. 2010).

Notre étude sur le potentiel de I’effet cicatrisant de I’extrait a 1’hexane des fruits de
lentisque, a raison de 0,5 mL/plaie/jour, montre que ce traitement a un effet positif
significatif (p<0.05%*), par rapport au contrdle, et ceci pendant la premi¢re moiti¢ de la
période de traitement, cependant il n’a pas d’effet positif significatif sur la vitesse de
fermeture de plaies par rapport au contrdle, et ceci pendant la derniére moitié de la période
de traitement.
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En raison de I’absence de travaux faits par d’autres auteurs, sur 1’évolution du processus
cicatriciel de la préparation huileuse HAS extraites a partir des amandes d’argane, ou
toute autre partie d’AS, il est raisonnable de proposer que 1’activité cicatrisante rapportée
traditionnellement pour 1’huile d’argane, et soutenue par notre expérimentation, soit due a
une action globale et synergique de ses constituants apolaires et aussi polaires, en
favorisant la vascularisation au niveau des capillaires, et permettant ainsi de nourrir les

tissus et par conséquent une régenération plus rapide des tissus lésés.

Egalement, en 1’absence des études 1’évolution du processus cicatriciel des préparations
huileuses de EHOFI extraite a partir des graines, des études faites sur les extraits aqueux et
alcooliques des raquettes de la méme espéce ont montré une induction de la contraction
des plaies traités par rapport au témoin, cependant, 1’extrait aqueux a monté une meilleure
contraction de la plaie pendant la réaction inflammatoire et la phase proliférative. (Ben
laksira et al., 2013 ; Park, et Chun, 2001).

En Conclusion, aprés un traitement de plaies d’excision chez le lapin par des préparations

huileuses HAS, EHOFI, et EHPL, les résultats de présent travail montrent :

- Les deux traitements HAS ; et EHOFI favorisent le processus cicatriciel (contraction
%) des plaies chirurgicales chez le lapin d’une fagon significative (p<0.05*), durant

toute la période de traitement.

- La présence d’un effet potentialisant (qui accélere) la cicatrisation d’une fagon
significative (p<0.05%*), chez les lapins traités avec la préparation huileuse a base P.

lentiscus L. et ceci uniqguement pendant la premiére moitié de la période de traitement.
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CONCLUSION GENERALE

La pharmacopée traditionnelle algérienne ou Nord-africaine utilise des préparations semi-
solides pour applications cutanées depuis I’antiquité, entre autres, a base d’huiles obtenues
des fruits de trois plantes, a savoir lentisque (Pistacia lentiscus ou PL), figuier de Barbarie
(Opuntia ficus-indica ou OFI) et argane (Argania spinosa ou AS), pour leur vertu cicatrisante
dans les cas de plaies et brulures. Malgré que ces phytoremédes jouissent d’une grande
réputation en médecine traditionnelle pour soigner toutes sortes d’affections cutanées
(irritations, eczéma, br0lures, plaies, etc.), peu de travaux scientifiques ont abordé
globalement 1’évaluation de leur propriété cicatrisante sur des plaies, leur potentiel toxique en
relation avec leur composition chimique. Aucune étude d’évaluation de 1’effet cicatrisant des
huiles des fruits d’argane et des graines du Figuier de Barbarie n’est connue. Dans le cas du
lentisque, les précédents travaux rapportés dans la littérature concernent 1’évaluation de
I’activité cicatrisante de I’huile extraite des baies associée ou non a d’autres ingrédients
(Abdeljalil, 2016 ; Bensegueni, 2007 ; Boulebda et al, 2010 ; Djerrou et al, 2010 ; Maameri et
al, 2012 ;).

Dans ce travail, une étude comparative du potentiel cicatrisant de préparations huileuses a
base de ces trois plantes a été faite sur animal, ainsi qu’une évaluation de leur innocuité
(toxicité aigué, irritation oculaire et cutanée). Vu I’importance nutritionnelle de constituants
de plantes, comme les protéines, acides gras, phytostérols, tocophérols et composés
phénoliques, et leur apport revitalisant global connu sur la peau, nous avons tenté de les

caractériser par des analyses physicochimiques et phytochimiques.

Les résultats de 1’évaluation de ’activité cicatrisante des plaies d’excision chez le lapin,
traitées par les 3 préparations huileuses (extraits de I’hexane de OFI et PL, huile grasse de

AS) a raison de 0,5 mL/plaie/jour, montrent qu’a la fin de la période de 12 jours :

- les traitements a base de HAS et EHOFI accélérent la fermeture des plaies
significativement (P<0,05) par rapport au contrdle témoin et au lot EHPL ;
- Le traitement a base d’EHPL n’a pas d’effet positif significatif sur la vitesse de fermeture

de plaies par rapport au contréle.
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Les résultats des analyses physico-chimiques et phytochimiques des trois préparations

huileuses et des extraits alcooliques des plantes étudiées sont regroupés dans le tableau 44.

Tableau 44 : Composition des plantes étudiées

Composeés AS OFI PL
S 2| Proteines (%, wiw) 26,21 + 1,07 28,39 + 0,92 23,85+ 1,26
TS
o AGPI/AGS 3,10 4,94 1,0
£ g Phytostérols totaux 134,05+ 1,76 146,06 + 2,13 261,07 + 2,62
g 2 | (% B-sitostérol), (mg/100g) (89,01%) (86,25%) (79,19%)
s 2
Alpha-Tocophérol (mg/100g) 7,44 21,34 15,80
Phénols totaux
(ug/mg extr.) 35,57 + 1,06 27,55 + 0,40 26,09 + 0,15
Flavonoides totaux (pg/mg
extr.) 31,90 +0,72 30,45+ 1,26 31,51+ 1,00
[<5]
>
-(_93' Cpsés phénoliques totaux
8 | (Mg/mg extr.) 67,47 58,00 57,60
©
F Cpsés. phénolique. Ac. quinique Ac. quinique, Ac. gallique
o identifiés. (mg/g) ac. malique ac. chlorogénique ac. quinique
coumarine hypéroside ac. tannique
ac. tannique valline protocatéchique
ac. maligue hyperoside
ac. malique

Il ressort en premier lieu de la lecture du tableau 44, que les preparations huileuses
d’EHOFI et HAS ont une composition en acides gras polyinsaturés des plus intéressantes
puisqu’elles ont des rapports (AGPI/AGS) largement supérieurs a celui d’EHPL (4.95, 3.10 et
1.0, respectivement). Il est utile de souligner que 1’acide y-linolénique (C18:3, n6) est
prédominant dans 1’échantillon analysé de EHOFI (57 % AG totaux), alors qu’il est absent
des deux autres préparations huileuses HAS et EHPL. Par contre 1’analyse de EHOFI révele
que I’acide linoléique (C18 :2, n6) est absent, alors qu’il est présent en quantité importante
dans HAS (36,69 % AG totaux) et EHPL (21,86 % AG totaux). Le taux des AGS trouvé pour
EHPL est deux fois supérieur a celui mesuré pour chacun d’EHOFI et HAS. Il est bien établi
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que les acides gras polyinsaturés (n3, n6), non seulement améliorent la structures cellulaires,
mais normalisent également la synthése des eicosanoides, mediateurs pro-inflammatoires
(Menvielle-Bourg, 2008). L’acide linoléique, majoritaire dans HAS et EHPL, confére aux
huiles qui le contiennent des propriétés revitalisantes sur la peau. Il intervient aussi bien dans
I’activit¢ mitotique que dans le maintien de 1’intégrité des membranes des kératinocytes
épidermiques et de la kératinisation (Adlouni, 2010).

Le taux de a-tocophérol trouvé dans I’extrait a ’hexane des graines d’OFI (21,34 mg/100 g
ext) est supérieur a celui trouvé dans les extraits a I’hexane d’AS (07,44 mg/100 g ext) et de
PL (15,80 mg/100 g ext). Des recherches ont mis en évidence 1’importance biologique et
pharmacologique des tocophérols, notamment du a-tocophérol (vitamine E) comme
protecteur contre les radicaux libres qui sont a ’origine des altérations de la peau (Adlouni,
2010). D’autre part, le taux de phytostérols trouvé dans I’extrait de I’hexane de fruit de PL
(261,07 mg/100 g ext) est relativement élevé que celui de EHOFI (146,06 mg/100 g ext) et
HAS (134,05 mg/100 g ext). Il a été démontré que certains phytostérols ont des propriétes
bénéfiques et protectrices sur la peau (Adlouni, 2010 ; Duke, 1992). L’analyse du contenu en
composés phénoliques totaux (PT + FT) des extraits alcooliques de AS, OFI et PL ont révélé
des concentrations de 67.47, 58.00 et 57.60 pg/100 g d’extrait, respectivement. Les
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antibactériennes et veinotropes (veinotoniques
et vasculo-protectrices) des flavonoides et d’autres composés phénoliques qui pourraient étre
présents en quantités limités dans les préparations huileuses des plantes étudiées (Khallouki,
2015) pourraient agir en synergie avec les autres constituants apolaires en favorisant la
vascularisation au niveau des capillaires, et permettant ainsi de nourrir les tissus et par

conséquent une régénération plus rapide des tissus Iésés.

Sur le volet toxicologique, et selon les normes en vigueur, les trois produits huileux testes sur
le lapin, & savoir EHPL, HAS et EHOFI, sont considéres non irritant au niveau oculaire et
cutanée, ni sur les muqueuses anales. L’étude de la toxicité aigue chez les souris montre aussi
une absence ou faible toxicité des trois préparations huileuses de HAS, EHOFI et EHPL,
administrées par voie orale et par voie intrapéritonéale. Ces résultats constituent une
indication de la relative bonne tolérance des traitements par HAS/EHPL/EHOFI, dans les

conditions expérimentales de la présente étude.

Les résultats obtenus avec I’EHPL sont moins probants que ceux d’EHOFI et HAS. Une

¢tude effectuée sur les plaies d’excision chez le rat a pourtant démontré 1’efficacité de 1’huile
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et son insaponifiable (Boulebda et al, 2010). Les résultats négatifs rapportés par notre étude
sur EHPL pourraient étre justifiés par la méthode d’extraction (extrait de 1’hexane au lieu de
I’huile directement), la variété botanique utilisée, I’origine géographique de la plante ou sa
période de récolte (Menvielle-Bourg, 2008). D’autres études sont nécessaires pour mieux
apprécier le pouvoir cicatrisant du lentisque.

Finalement, gréce a la diversité de ses composés actifs, les préparations huileuses d’EHOFI
et HAS possedent des propriétés, qui nous intéressent particuliérement au niveau cutané, lors
des phases de cicatrisation. Il est raisonnable de proposer que I’activité cicatrisante rapportée
traditionnellement pour les huiles de ces plantes, et soutenue par notre expérimentation, soit
due a une action globale et synergique de leurs constituants. L.’apport revitalisant global bien
établi sur la peau des composés nutritionnels, comme celui des acides gras poly insaturés,
phytostérols, tocophérols, composés phénoliques, etc. contribuerait pour plus d’efficacité au

processus global de cicatrisation et de régénération de 1’intégrité de la peau.

Ces résultats constituent une premiére indication de la présence de propriétés favorables a la
cicatrisation dans le cas de I’huile d’Argania spinosa et I’extrait de I’hexane des graines
d’Opuntia ficus-indica, dans les conditions expérimentales et limites de la présente étude. Ils
viennent a I’appui des vertus de cicatrisant rapportées par la médecine traditionnelle.
Toutefois, pour se prononcer objectivement sur la valeur thérapeutique réelle de ces plantes, il
est nécessaire de réaliser d’autres études précliniques complémentaires a savoir de :

- déterminer la nature des molécules bioactives et des mécanismes d’action impliqués a
I’origine de I’effet cicatrisant global observé lors du traitement par ces deux préparations ;

- établir le profil toxicologique complet de ces préparations huileuses (effets mutagénes,

carcinogenes, tératogenes, etc.).
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Abstract

The objective of this study was to investigate tibvacity of the fixed oil ofOpuntia ficus
indica and Pistacia lentiscus kseeds in mice through determination ofskBalues, and also
to present physicochemical characterization ofittezl oil of these oils.

The acute toxicity ofOpuntia ficus indica L. and Pistacia lentiscus Lfixed oil were
investigated in micesing the method of Kabba and Berhensgd\alues obtained by single
doses, orally and intraperitoneally administerednice, were respectively 43 = 0,8 ;[40.7-
45.4 1 ml/kg body wt. p.o. and 2.72 £ 0,1 ;[2.582Z ml/kg body wt. i.p. foOpuntia ficus
indica; and 37 £ 1 ;[34.4 — 39.8 ] ml/kg body wt. pamd 2.52 + 0,2 ;[2.22 — 2.81 ] ml/kg
body wt. i.p. abouPistacia lentiscus

The fixed oil ofPistacia lentiscugndOpuntia ficus indicaseeds were extracted and analyzed
for its chemical and physical properties such ad salue, free fatty acid percentage (%
FFA), iodine index, and saponification value aslves refractive index and density. The
yields of seed oil were respectively calculate@@25% and 10.41%.

The acid and free fatty acid values indicated thatoil has a low acidity. The low toxicity of
Opuntia ficus indica L.and Pistacia lentiscus Llfixed oil, evidenced by high L{3 values,
suggests a wide margin of safety for therapeutsedfOpuntia ficus indica and Pistacia
lentiscusfixed oil .

Key words: Opuntia ficus indica L; Pistacia lentiscus L; seed oil ; acute toxicity
Introduction

Pistacia lentiscugL.), a member of the Anacardiacea family, tygsfithe Mediterranean
regions and it is commonly dispersed in Algeriarotree entire littoral (More and White,
2005; Seigue, 1985).

The majority of the traditional products is theguir fatty oil fromPistacia lentiscusseeds.
ThePistacia lentiscuseed oil composition and its chemical characiesstere investigated.
The seed oil composition #istacia lentiscugruits was studied during the maturation period,
the fruit are globulous berries first red then klat maturity (Yahya, 1992 ; Iserin, 2001). All
the authors have agreed tlragtacia lentiscuseed oil was rich in polyunsaturated fatty acids
and vitamins and may potentially be included imaadiand human diets. Recently, the effect
of virgin fatty oil of AlgerianPistacia lentiscuseed on experimental burn wound’s healing
in rabbits was studied (Djerrou et al., 2010).

Opuntia ficus indica (L.), known as prickly peamamber of th&€€actaceadamily, is an arid
and semi-arid countries plant (Getachew 2005; Yiegi2004). This cactus reaches up to 2 m
height and has a CAM physiology with very high watse efficiency. It is planted for fruit
consumption and also as an ornamental, for windeption fencing, land reclamation and



rehabilitation, and erosion control. Flowers ofstplant are pollinated by insects. Seeds are
dispersed by birds, feral pigs and lizards thatl fapon fruits. Seeds from fruits and scats
germinate after long rainfall and warm temperat2dsC) (Montserrat Vila, 2009). O. ficus
indica produces edible and nutritive fruits whosenposition depends on the variety, the
maturation state and the environmental conditiagentserrat Vila, 2009). In traditional
medicine, prickly pear fruits have been used fagirtthypoglycemic and hypolipidemic
actions. Some authors have attributed these bealeéiffects to high contents of fibers in
these fruits (Virginie, 2004). Opuntia ficus-indi¢a.) is used in other regions as laxative,
anti-inflammatory, or against diarrhoea (Bullit2007). It is also to be antacid, astringent,
antidermatosic, emollient, antiseptic, vulnerargalgesic, expectorant, antiviral, sedative,
antioxidant (Lamjed, 2010; Bullitta, 2007).

The current studyvas undertaken to highlight certain informatiorglirding physico-chemical
aspects and safety Bflentiscus and O.f.indicseed oils.

Material and methods

Acquisition of plant material

The Opuntia ficus indica L. plant seeds were harvested (August 2009) in Cotséan
Algeria, howeverPistacia lentiscus Lplant seeds were harvested (November 2008) in
Skikda; Algeria . A voucher specimen of both plarftas been deposited at the
Pharmacognosy and Botany Laboratory, Mentouri Guntiste University, Algeria.

Extraction

TheOpuntia ficus indica Land Pistacia lentiscus Lseeds were powdered mechanically. The
extracts were obtained by Soxhlet extraction of geened seeds in (3 x 1.5) liters of hexane
thrice in 18 hours. The solvent was removed froenetktract undereduced pressure.

Experimental animals

-1-Acute toxicity: Acute toxicity studies were carriemut in Mus musculusnice from the
Pharmacy department , 8-10 weeks old and weighli@ g each, using a single dose,
administered orally or intaperitoneally. The anismakre distributed in plastic cages with free
access to water and food. It consists of a standartiure of corn, barley, soya, added
multivitamin complex and packaged in the form cdrgrlated

a- Opuntia ficus indica Lfixed oil acute toxicity:

Seventy mice, divided into 7 groups, were desigimedstudy of acute toxicity via the oral
route. Each group of 10 mice (5 males and 5 fehabxeived, respectively, a single oral
dose of 10, 20, 30, 40, 50, 60 or 70 ml/kg bodygivebf Opuntia ficus indica Lfixed oil.
Seventy other mice divided into 7 groups were usestudy toxicity intraperitoneally. Each
group received, respectively, a single dose of 0,8, 3, 4, 5 or 6 ml/kg body weight of
Opuntia ficus indica Lfixed oll.

b- Pistacia lentiscus Lfixed oil acute toxicity:

Sixty mice, divided into 6 groups, were designedstody of acute toxicity via the oral route.
Each group of 10 mice (5 males and 5 females) vedeirespectively, a single oral dose of
10, 20, 30, 40, 50 or 60 ml/kg body weightRestacia lentiscus Lfixed oil. Sixty other mice
divided into 6 groups were used to study toxiciyraperitoneally. Each group received,
respectively, a single dose of 0.5, 1, 2, 3, 4 onl&kg body weight oPistacia lentiscus L.
fixed oil.

After administration of the plants oil, the micer@@bserved for gross effects and mortality
on the first day every 60 minutes during the fd8thours, and every day once at the same



time for a period of 14 days. Post- mortem exanonat were carried out on the dead
animals.

Results

Table 1 presents the chemical compositioRistaciaseedsPistaciaseeds contained 11.6%
moisture. We found that the total oil recoverednfreseeds accounted for 202.5 g/kg, this
value being the mean of three replicated extrasti®his amount is lower than those reported
in previous works where the seed oil content ofesalvspecies oPistacia lentiscudruits
varied between 312 and 328 g/kg (Charef et al.8200

The ash percentage was 3.23istaciaseeds also contained significant amounts of crude
fiber 24.7%. The shape #fistacia lentiscuserries is spherical with 3mm average diameter

and 3g average 100-seed weight.

Table 1. Chemical Composition of tRéstacia lentiscusndOpuntia ficus indicé&eeds oil

Component Content (mg/100 g dry matter)
Pistacia lentiscus \ Opuntia ficus indica
Moisture content, % 11.6+0.1 6.2+0.1
oil content, % dry matter 20.25+0.10 10.45+0.10
Ash, % dry matter 3.23£0.02 1.46+0.02

Table 2. Physicochemical characteristic®istacia lentiscu$Seed Oil (Mean values of three
replicates * standard deviation).

Properties Pistacia lentiscus Opuntia ficus indica
Mean Mean

Acid value 2.27+0.03 1.82+0.01

lodine valugg of 12/100 g of oil) 87.38+0.31 93.45+0.22

Saponification valuémg of KOH/g of oil) 193.30+0.05 177.10+£0.05

Peroxide value (meq O2/kg of oil)

Density (20°) 1.12+0.06 2.04+0.05

Refractive index (20°) 0.918+0.02 0.909+0.01

Unsaponifiable matter % 1.465+0.03 1.476+0.01

Physical state at room temperature 0.87+0.02 /

Oil color Liquid Liquid
Deep green yellow brown

Pistacia seed oil shows a high iodine value (87.377) dudéstdigh content of unsaturated
fatty acids. This value is lower than that of otlsered oils such as corn oil (103-128),
cottonseed oil (99-119), and mustard seed oil (22}-{Yong and Salimon, 2006). The high
iodine value shows that the seed oil upholds thedgqualities of edible oi(Yong and

Salimon, 2006). The saponification value, determlias 193.3, is comparable with that of



safflower, sunflower, and corn oil (Brien, 2004) for which the average range of
saponification value is 191-250. The density arfthciive index are comparable to values
reported by (Ennouri et al., 2005).

The effects of oral and intraperitoneal single doskplants seed fixed oils on mortality and
LD50 values in Mus Msculus mice are summarizedabl& 3. LD50 values were determined
using the method of Kabba and Berhens (Adjoungtad 2008) to calculate the LD50.

LDso: dose giving 50% of deaths. Yax b
DLjo¢ dose giving 100% of deaths.
a: average deaths between two successive doy DL sy = DL 190 -
b: difference between two successive doses.
n: Average of animals used. n

All doses, orally and intraperitoneally administérecaused immediate agitation and
behavioral perturbations with temporary writhingl/ldwed by a quiet attitude period and

sedation. Generally, diarrhea was observed and athienals died 12 hours after the

administration of fixed oil. Autopsied dead animalsowed congested lungs and hearts
stopped in diastole. The surviving animals quickécovered their normal activity and

growth, after a period ranging from 4 to 8 dayspataling on the dose and mode of
administration.



Table 3.Mortality percentage and LD50 values@puntia ficus indica and Pistacia lentiscus
-treated mice with oral or intraperineal single eks

Opuntia | Dose (ml/kg| 10 20 30 40 50 60 70
ficus body wt.)

Oral indica | Mortality (%) | O 10 20 40 70 90 100
administration LDsg: 43+ 0,8; CI: [40.7- 45.4 I ml/kg body wt.
Pistacia | Dose (ml/kg body 10 20 30 40 50 60
lentiscus| wt.)
Mortality (%) 0 10 30 60 80 100
LDsg: 37+ 1; Cl: [34.4 — 39.8 ]ml/kg body wt.

Opuntia | Dose (ml/kg| 0.5 1 2 3 4 5 6
ficus body wt.)
Intraperitoneal indica | Mortality (%) | O 10 40 60 80 90 100

administration LDsg: 2.72+0,1; ClI: [2.52-2.92] ml/kg body wt.
Pistacia | Dose (ml/kg body 0.5 | 1 2 3 4 5
lentiscus| wt.)
Mortality (%) 0 10 50 60 80 100

LDsc: 2.52+0,2; CI: [2.22 — 2.81 Jnl/kg body wi.

LD, — lethal dose 50; Cl — confidence intervals; valaee expressed as mean + SD.
LDs, was determined using the method of Kabba and BEXRHEAdjoungoua et al, 2008).

Discussion

In the present study, the botanical data colleeted comparable to those described in the
literature (Chiej, 1982; Hichey and King, 1988; Bath999). In addition a sample of a branch
of leaves ofP. lentiscuswith ripe fruit of the plant have been formallyeittified as those of
P. lentiscus L, Anacardiaceadamily.

Density depends on temperature and chemical cotigosif the oil. These tell us about the
nature of the component fatty acids, including teegth of the chain, the presence of
unsaturation and functionality on the carbon chdine density value shown in Table 2,
measured for mastic oil is from 0.918+0.02 (n f@)P. lentiscusand 0.909+0.01 fo®O. f.
indica. These values are in the same order as those fwithctertain fatty oils reported by
Karleskind (1992); Olive oil has a density betw@®®10 and 0.916, Palm oil density ranging
from 0.895 to 0.900, Avocado oil, density of betw@&910 and 0.920.

But some vegetable oils, like AlImond or Argan, hémeer densities, respectively equal to
0.906 and 0.900 (Farines et al. 1984; Maurin et292; Boudijira, 2002).

The refractive index depends, such as density, lmmaal composition of the oil and
temperature. It increases with the unsaturation #oed presence of the fatty chains of
secondary functions. The refractive index measudoedthe samples of our oils are from
1.465%0.03 (n = 3) foP .lentiscusand 1.47640.01for O .f .indica.These values are close to
those reported by Karleskind (1992) on olive oihlnp oil, and avocado, which are
respectively (1.468 to 1.470), (1.453 to 1.458) @nd65 to 1.474).

The acid provides information on the rate of frattyf acids existing in the oil. The values of
the acid for the samples &f .lentiscusandO .f .indicaoils are respectively 2.27+0.03 and
1.82+0.01 mg KOH / g (n = 3).



Charef postpones acid values of 7.7 = 0.3 and 245tmg KOH / g forP. lentiscusoil,
respectively extracted from the black and red ber(Charef et al ., 2008). The second value,
relatively high compared to the value of our sanfptssisting mainly of fruit and ripe black)
reported by Charef for berries red, not yet ri be explained by the fact that these berries
contain rate of free fatty acids higher compared tgpe black berries.
The results specific to the saponification of this as they were indicated in Table 1, are
respectively: 193.30+£0.05 and 177.10+0.05 (n =@)R. lentiscusand O. f. indica oils.
The value seems relatively high to that obtainedChwref (2008), namely a saponification
number of about 147.8 + 0.2 for the oil extractexhf the black fruit oP. lentiscuswhile for

the red fruit, this index is 154.6 + 0.1. The vabighe saponification of the sample of mastic
oil is much more consistent with values reported dther oils. According to Karleskind
(1992), vegetable oils of olive, palm and avoca@spectively saponification indices from
184 to 196, 190 to 205 and from 177 to 198 (KaiteslA., 1992).

Saponification value, determined as 177.10+0.05 @rf. indicaoil , is lower than that of
safflower, sunflower, and corn olil, but it is sostd to that reported by Mannoubi et al.
(2009) abouO.f.indicaoil.

P. lentiscusaandO. f. indicaoils provide relatively high iodine values (Taliledue to its high
content of unsaturated fatty acids (Table 4). Thedge is comparable with that of other seed
oils such as corn oil (103-128), cotton seed d#—(A49), and mustard seed oil (92-125)
(Mannoubi and al. 2009).

The peroxide values d?. lentiscusandO. f. indicaseed oils were respectively evaluated as
1.12+0.06 and 2.04+0.05 med/Ghowing the relative stability to oxidation o&te oils.

The high iodine value and oxidative stability shithnvat the seed oils uphold the good qualities
of edible oil (Mannoubi et al. 2009).

This investigation deals also with the qualitatared quantitative study of toxic phenomena
and their occurrence related to time after a sidglee by two routes of administration of the
fixed oil of P. lentiscud. andO. f. indicaseeds in mice.

This study may give some indication of the expe&fects of acute overdosage in man and
may be useful for the design of toxicity studieguieing repeated dosing on the relevant
animal species.

The single-dose toxicity test should be conducteduch a way that signs of acute-toxicity
and death are revealed. Animals should be obseatvedgular intervals and all signs of
toxicity and the time of their first occurrence atiir severity, duration and progression
recorded. The time and mode of any death shouttbbemented.

For the acute toxicity studies, no death of mices wecorded in the control groups. The
effects of oral single doses Bf lentiscusand O. f. indicaseed fixed oils on mortality and
LDso values inMus musculusnice are summarized in Table 3.

LDso values were determined using the method of Kalroh Berhens (Adjoungoua et al,
2008). After oral and intraperitoneal single adrmiiration of samples seed oils disturbance
and behavioral perturbations followed by diarrheaerobserved.

The surviving animals quickly recovered their norraativity and growth, after a period
ranging from 4 to 10 days, depending on the dodar@wde of administration.

The current study has shown a low toxicity@puntia ficus indica and Pistacia lentiscus
fixed oil. The high values of oral and intraperiah lethal doses of both. f. indicafixed oill



(LD50 value = 43 ml/kg body wt., p.o. ; LD50 value = 2.ifikg body wt., i.p.); andP.
lentiscusfixed oil (LD50value = 37 ml/kg body wt., p.o. ; LD50 value = 2r58kg body wt.,
i.p.) show their low acute toxicity.

Conclusion

In the present study, some physico-chemical paemetfP. lentiscusand O. f. indicaoils
were investigated. The two samples seed oils hapeeific density and refractive index very
close to the results given by other vegetable dilse acidity and acid are acceptable,
compared with other values given by other authorgle same seed oils. The saponification
can reveal by TLC the presence of phytosterolsnpabconstituents of vegetable oils.

The study has shown aladow toxicity ofO. f. indicaandP. Lentiscudixed oil. The high values

of oral and intraperitoneal lethal doses of bOtuntia ficus indicdixed oil (LDso value = 43 mi/kg
body wt., p.o. ; LBvalue = 2.72 mi/kg body wt., i.p.); arRistacia lentiscugixed oil (LDso value =

37 mil/kg body wt., p.o. ; LBvalue = 2.52 ml/kg body wt., i.p.) show their loauge toxicity.
Recommendations can also be made to extend thiy seféing to measure the subacute and
chronic toxicity, teratogenesis, mutagenesis anairmagenesis. Also on chemically and
pharmacologically, the plant remains little studied
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Chemical profiling and total thickness-excised
wound-healing activity of Pistacia lentiscus L. fruits

growing in Algeria

Ahmed Boukeloua®*, Abdelmalik Belkhiri?, Mustafa Abdullah Yilmaz? and Hamdi Temel*

Abstract: The aim of this study was to determine the chemical characterization and

to assess full-thickness-excised wound-healing activity of the oil of Pistacia lentiscus L.
fruits grown in Algeria. The fatty acid composition of P. lentiscus L. extracts were ana-
lyzed by GC-MS and their total protein amounts were determined by elemental analysis.
Total thickness-excised wound-healing activity of hexane extract was carried out on
rabbits; comparing oil and wax effects. The results showed that P. lentiscus L. fruits con-
tain considerable levels of oil and protein. Additionally, oleic (46.91 + 1.03, 48.34 + 0.07)
in hexane and cold pressure extracts, respectively, palmitic (25.75 + 0.82, 25.44 * 0.65)
and linoleic (20.59 + 0.03, 20.27 + 0.81) acids were the major fatty acids. Wound-healing
activity was significantly higher in P. lentiscus L. fatty oil compared to the wayx, therefore,

fats refining is wildly recommended.

Subjects: Agriculture; Analysis & Pharmaceutical Quality; Clinical Trials - Pharmaceutical
Science; Dermatopathology; Food Chemistry; Laboratory Animal Science; Natural History;
Natural Products; Nutrition; Pharmaceutical Laboratory

Keywords: Pistacia lentiscus L.; GC-MS; fatty acids; total protein; excised wound healing
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PUBLIC INTEREST STATEMENT

Pistacia lentiscus L. (Anacardiaceae), known
locally as “ed’drew”, is an evergreen shrubby
tree 1-3 m high with edible fruit containing a
fixed oil, used in traditional medicine, specially at
eastern part of North Africa (Algeria, Tunisia), for
its wound-healing effect and as remedy against
respiratory allergy ailments. Separation of wax
from this oil enhances wound-healing activity.
Cutaneous and oral toxicities evaluations of P
lentiscus oil in animal (mouse, rabbit) concluded
with the absence of short time toxicities at used
concentrations.

In this study, P. lentiscus oil has shown promising
healing properties, by reducing the inflammatory
phase, stimulation of wound contraction, and
reducing the epithelization period.

The study concludes that P. lentiscus fatty oil is
effective for healing wounds. It is tolerable in the
short term, but may cause skin sensitization after
prolonged use.
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1. Introduction

Medicinal plants have played an important role in health care for centuries. More than 80% of the
world’s population rely on traditional medicines to treat various skin disorders, including wound infec-
tions (Priya, Ghanamani, Radhakrishnan, & Babu, 2002; World Health Organization, 2002). Wound
healing is a physiologic process involved to repair damaged tissues, including hemostasis, inflamma-
tion, proliferation, and maturation (Enoch & Leaper, 2005; Nguyen, Orgill, & Murphy, 2009; Rieger,
Zhao, Martin, Abe, & Lisse, 2014; Stadelmann, Digenis, & Tobin, 1998; Toporcer et al., 2006). Diabetes,
infection, and metabolic deficiencies are the main factors that contribute to nonhealing wounds
(Lazarus et al,, 1994). The care of the wounds prevents infection and enhances wound healing via
disinfection, treatment, and protection from reinjury (Alizadeh, Ahmadi, Mohammadzadeh, Paknejad,
& Mohagheghi, 2009). Several drugs for wound healing take their origin from plants (Habbu, Joshi, &
Patil, 2007). Researches of new plant products that may promote wound healing have recently taken
advantages and can serve as new lead compounds for wound healing (Wang et al., 2013). Pistacia
lentiscus L. (Anacardiaceae) is an evergreen shrub 1-5 m tall with globulous edible fruits first red then
black at maturity, cultivated for the extraction of oil and the resin (Iserin, 2001; Sharma, 1993). It is
native to the Canary Islands, throughout the Mediterranean region, from Morocco and Iberian
Peninsula in the west throughout Southern France and Turkey to Iraq and Iran in the east (Simpson, &
Ogorzaly, 2013; Tingshuang, Jun, Avi, & Dan, 2008). Previous pharmacological studies indicated that
the fatty oil extracted from P. lentiscus L. fruits is used to care respiratory diseases, diarrhea, and phar-
yngitis, and for treatment of wounds and burns (Djerrou et al., 2010; Trabelsi et al., 2012). The objec-
tives of the current study were to investigate the healing effect of P. lentiscus L. fruits hexane extract
on the total thickness-excised wounds, and the composition on fatty acids and total protein.

2. Results and discussion

2.1. Total fat and protein contents

The protein contents of P. lentiscus L. fruits have been determined on the basis of total nitrogen
contents according to the elemental analysis method. The protein contents were calculated as total
nitrogen amount multiplied by 5.68 *+ 0.3 (Sosulski & Imafidon, 1990). Nitrogen content of the sam-
ple was found to be 4.2% + 0.006; consequently, the value for total protein contents ranged from
23.86% (Table 1). It is said that P. lentiscus L. mature black fruits are rich in terms of protein contents
as well as fat contents (Table 1).

2.2. Fatty acids composition

The results of total oil from P. lentiscus L. fruits showed that hexane extract has higher rate of total
oil (25.67%) than cold pressure extract (20.84%) as shown in Table 1. The results of GC-MS study
indicated three dominant fatty acids: oleic, palmitic, and linoleic acids, and two moderate fatty ac-
ids: palmitoleic and stearic acids for hexane and cold pressure extracts, with similar percentages in
both types of extraction (Table 2). Benhammou, Atik Bekkara, and Panovska (2008) reported good
nutritive quality of this oil due to its contents in unsaturated fatty acids (Oleic + linoleic = 73%) and
saturated fatty acids (Palmitic + stearic = 25.8%). The cold pressure extract had more oleic acid
comparing to hexane extract with similar amounts for the remaining fatty acids. In addition, oleic
(18:1) acid has been found as the major fatty acid in both hexane and cold pressure extracts with
maximum values of 46.91 and 48.34%, respectively, followed by palmitic (16:0) and linoleic (18:2)
fatty acids. From the literature reviews, several studies gave the same three dominant fatty acids
with different amounts (Charef, Yousfi, Saidi, & Stocker, 2008; Mezni et al., 2012; Trabelsi et al., 2012);
they may vary not only due to the locations and the harvest times, but also to the extraction meth-
ods. In addition, some of the presented fatty acids have been described as bioactive molecules that

Table 1. Oil and protein contents of P. lentiscus L. fruits

Species Protein (%) 0il (%) hexane extract 0il (%) cold pressure extract
P. lentiscus L. 23.856 £1.260 25.671+0.852 20.84+1.318

Note: Values presented are the means of triplicate experiments for each extract.
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Table 2. Fatty acid analysis results of hexane and cold pressure extracts of P. lentiscus L. by

GC-MS
Rt (min)® | Constituents® Hexane extractc (%) | Cold pressure*
(%)
25.78 Stearic acid, methyl ester (C18:0) 1.38+0.34 1.29+0.07
18.60 Myristic acid, methyl ester (C14:0) 0.05+0.02 0.04 £0.02
19.83 Pentadecanoic acid, methyl ester (C15:0) 0.01£0.01 0.01£0.01
21.94 Palmitic acid, methyl ester (C16:0) 25.75+0.82 25.44 +0.65
23.86 Heptadecanoic acid, dimethyl ester (C17:0) 0.08 £0.02 0.06 £0.02
29.22 Arachidic acid, methyl ester (C20:0) 0.21+0.02 0.15+0.02
> SFA 27.48 £0.21° 26.99 £0.13¢
22.57 Palmitoleic acid, methyl ester (C16:1) 4.24+0.12 3.74+0.02
24.43 10-Heptadecanoic acid, methyl ester (C17:1) 0.08 +0.06 0.09+0.01
2638 Oleic acid, methyl ester (C18:1) 46.91£1.03 48.34+0.07°
29.67 11-Eicosenoic acid, methyl ester (C20:1) 0.15+0.01 0.19£0.01
> MUFA 51.38£0.31° 52.36 £0.03¢
27.26 Linoleic acid, methyl ester (C18:2) 20.59 +0.03 20.27 +£0.81
28.46 Linolenic acid, methyl ester (C18:3) 0.55+0.04 0.39+0.01
> PUFA 21.14 £0.03° 20.66 £ 0.41°
SFA/UFA 0.38 0.37
PUFA/SFA 0.77 0.76
Cox value 2.71 2.65

Note: Values presented are the means of triplicate experiments for each extract.
9Retention time (in minutes).

®Compounds listed of elution from a HP-5 MS column.

Percentage of relative weight.

can solve human health disorders, such as antihyperlipidemic, lowering cholesterol level, and blood
pressure (Djerrou, 2014; Kris-Etherton, 1999). It was obvious that the prominent class of fatty acid
was represented by MUFA at 51.38%, followed by SFA at 27.48%, then PUFA at 21.14%. The SFA/UFA
ratio was accounting for 0.4; it indicates that P. lentiscus L. fatty oil has much more unsaturated fatty
acids than saturated ones, which attributes dietetic and nutritive properties to this oil.

2.3. Excised wound healing

This study investigated the efficiency of P. lentiscus L. hexane extract (PLHE) for full-thickness-ex-
cised wounds healing. The skin of different rabbits has been inspected and the percentage of wound
contraction has been recorded every three days (see Table 3). The results showed that both PLHE
and Madecassol® significantly (p < 0.05*) promote wound healing compared to wounds dressed
with PLW and the untreated wounds, during all observation times with absence of wound infection
in PLHE treatment. However, as there is very high significant difference (p < 0.001***) in the last heal-
ing phase (day 15) between MAD and PLW, it can be concluded that PLW reduces cell proliferation
and maturation and seemed to delay cicatrization effect. Also high significant difference (p < 0.01**)
in the second healing process (day 6) between PLHE and CONT- groups showed that PLHE promoted
wound healing during inflammation phase without infections. Consequently, the period of total
healing in CONT (-) and PLW treatment groups were at least 18 days, while MAD and PLHE groups
have been completed within 15 and 16 days, respectively. PLHE showed better contraction percent-
age than MAD during the first and the second measurement days (day 3 and day 6) which corre-
spond to the cell hemostasis and cell inflammation phases of wound-healing process, while MAD
produced the highest healing percentage during the last six days of treatment, that were in accord-
ance with the proliferation and maturation phases (Enoch & Leaper, 2005; Nguyen et al., 2009;
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Table 3. Evolution of the healing process (contraction %) of total thickness-excised wounds on

rabbits
Treatment Wound healing (%)

Day 3 Day 6 Day 9 Day 12 Day 15
CONT (-) 24,62 £1.41 36.80 £4.10 60.80 £ 1.64 81.73£2.99 92.68 £ 1.46
MAD 38.47 £2.08 50.73 £1.30 72.68+1.33 93.05+3.70 98.50+0.76
PLHE 41.11+1.42 54.64+1.28 70.85+1.53 92.93+4.18 95.29£1.39
PLW 18.04£3.26 41.08 £2.03 60.30+£1.25 79.93 +1.23 85.38£0.55
Statistical data
PLHE-CONT- Signif-p < 0.05* Signif-p <0.01** Signif-p < 0.05* Signif-p < 0.05* Nonsignificant
PLHE-PLW Signif-p < 0.05* Signif-p < 0.05* Signif-p <0.05* | Signif-p <0.01* Signif-p < 0.05*
PLHE-MAD Non-significant Non-significant Non-significant Non-significant Non-significant
MAD-CONT- Signif-p < 0.05* Signif-p < 0.05* Signif-p £0.05* Signif-p £ 0.05* Signif-p £ 0.05*
PLW-CONT- Non-significant Non-significant Non-significant Non-significant Non-significant
MAD-PLW Signif-p < 0.05* Signif-p < 0.05* Signif-p <0.05* | Signif-p <0.01** | Signif-p <0.001***

Note: The results represent the mean * SD (N = 4).

Rieger et al., 2014; Stadelmann et al.,, 1998; Toporcer et al., 2006). In the 15th day, PLHE healing
activity decreased during maturation phase and gave no significant difference in contraction rate
with CONT (-) treatment group. It was obvious that PLW reduces proliferated cells to be mature;
therefore, it might be necessary to remove the wax from P. lentiscus L. extracted oil in order to in-
crease its healing effects. We have demonstrated previously the effect of this oil on burn healing in
rabbits’ skin (Djerrou et al., 2010).

3. Conclusions

PLHE promotes equally wound healing on the skin of rabbits, after three weeks of daily application
comparing to reference drug, in hemostasis and inflammatory phases of cicatrization, without infec-
tion effect. Therefore, further studies of antimicrobial and antifungal activities of its fatty oil are
strongly recommended. Additionally, effective wound healing properties of P. lentiscus L. may be
attributed to the synergistic effect of its fatty acids, especially oleic, palmitic and linoleic acids, pro-
teins, and other compounds. Therefore, the studied species which is widely used in traditional thera-
pies needs to be screened well. Moreover, P. lentiscus L. fruits acquire considerable levels of total oil
and protein content. The results of our study can also be useful for nutritional research.

Supplementary material Mustafa Abdullah Yilmaz?

Supplementary material for this article can be accessed
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Exploration of the therapeutic potentialities of the traditional Algerian phyto-
pharmacopeia : study of some plants with wound healing activity

Abstract

The wound healing potentialities of traditional Algerian phyto-pharmacopeia lie usually in
some oily preparations, that their nutritional and pharmacological properties are related to an
overall and synergic action of their bioactive constituents.

This study resets on measuring of some physico-chemical and phytochemical parameters
(chromatography HPIC, GC-MS and LC-MS/MS) of argane oil (HAS), of lipophylic extracts
obtained from lentiscus fruits (EHPL) and Barbary fig seeds (EHOFI), and alcoholic extracts
(EA) from the three plants, as well as a toxico-pharmacological evaluation of three oily
preparations in animal (mousse, rabbit).

Obtained hysico-chemical parameters for the three oily preparations are comparable to those
published for similar preparation. The phytochemical tests showed the relative high contents
In these three plants of lipophylic extracting material; of proteins (EHOFI 28.39, HAS 26.21

and EHPL 23.85%), of unsaturated fatty acids (HAS 88, EHOFI 81.2 and EHPL 74.15%), of
unsaponifiable [a-tocophérol (EHOFI 21.34, EHPL 15.8 et HAS 7.44mg/100g) ; et
phytostérols (EHPL 261, EHOFI 146, et HAS 134 mg/1009)], of total phenols for EAAS
(35.57mg/g) and high total flavonoids for the three alcoholic extract. The quantification of
main constituents showed that EHOFI is riche on y-linolénic ac. (57 %), while the fatty acids
oleic and linoleic are presents in high quantities in HAS (44.4 et 36,69 %) and EHPL (48.91
et 21,86 %) respectively. [-sitostérol is the main constituent for the three oily preparations.
EAPL extract showed a dominant presence of gallic ac. (2092,39ug/g), quinic ac. (1519,84
Mg/g), while EAOFI showed the presence of quinic ac. (83,57 pg/g) and chlorogénic ac.
(16,37ug/9), as high polyphénols contents.

On the toxicological part, the three oily products tested on rabbits, are considered non irritant
neither on eye and skin, nor on anal mucosa. Their acute toxicity study on mice showed an
absence or low down toxicity of the three oily preparations, by oral and intraperitonel routes.
The evaluation of wound healing activity of the three oily preparations on excised wounds on
rabbits showed less convincing results for EHPL than those obtained for EHOFI and HAS.
These two latter treatments promote significantly (p<0.05*) wound healing process on
rabbits wounds during all treatment period.

Key words: Argania spinosa, Opuntia ficus-indica, Pistacia lentiscus, oily préparation,
composition, wound heaking effet, excised wound, rabbits.
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Théme : Exploration des potentialités thérapeutiques de la phyto-pharmacopée
traditionnelle Algérienne : étude de quelque plantes a activité cicatrisante

Résumé
Les potentialités cicatrisantes de la phyto-pharmacopée traditionnelle Algérienne résident

souvent en certaines préparations huileuses, dont les propriétés nutritionnelle et
pharmacologique sont associées a une action globale et synergique de leurs constituants
bioactifs.

Cette étude a porté sur la mesure de certains paramétres physico-chimiques, phytochimiques
(chromatographie CLHP, CPG-SM et CL-SM/SM) de I’huile d’argane(HAS), des extraits
lipophiliques obtenus du fruit de lentisque (EHPL) et des graines de figuier de barbarie
(EHOFI), et des extraits alcooliques (EA) des trois plantes, ainsi qu’une évaluation toxico-
pharmacologique des trois préparations huileuses chez 1’animal (souris, lapins).

Les paramétres physicochimiques obtenus pour les trois préparations huileuses sont
comparables a ceux publiés pour des préparations similaires. Les essais phytochimiques ont
démontré les teneurs relativement élevées de ces trois plantes en matieres lipophiliques
extractibles, en protéines (EHOFI 28.39, HAS 26.21 et EHPL 23.85%), en acides gras
insaturés (HAS 88, EHOFI 81.2 et EHPL 74.15%), a I’insaponifiable [a-tocophérol (EHOFI
21.34, EHPL 15.8 et HAS 7.44mg/100g) ; et phytostérols (EHPL 261, EHOFI 146, et HAS
134 mg/100g)], en phénols totaux pour EAAS (35.57mg/q) et en flavonoides totaux éleveés
pour les trois extraits alcooliques. La quantification des composés majoritaires a démontré
qu’EHOFT est riche en ac. y-linolénique (57 %), alors que les ac. oléique et linoléique sont
présent en quantités importantes dans HAS (44.4 et 36,69 %) et EHPL (48.91 et 21,86 %)
respectivement. Le B-sitostérol est majoritaire pour les trois préparations huileuses. L’extrait
EAPL a révélé la dominante présence des ac. gallique (2092,39ug/g), ac. quinique (1519,84
Mg/g), tandis que EAOFI a révélé la présence des ac. quinique (83,57 ug/g) et chlorogénique
(16,37ug/g), comme polyphénols importants.

Sur le volet toxicologique les trois produits huileux testés sur le lapin, sont considérés non
irritant ni au niveau oculaire et cutanée, ni sur les muqueuses anales. L’étude de leur toxicité
aigue chez les souris montre une absence ou faible toxicité des trois préparations huileuses,
administrées par voies orale et intrapéritonéale. L’évaluation de 1’activité cicatrisante  des
trois préparations huileuses sur des plaies d’excision chez le lapin a révélé des résultats moins
probants obtenus par ’EHPL que ceux obtenus par d’EHOFI et HAS. Ces deux derniers
traitements favorisent le processus cicatriciel des plaies chez le lapin d’une fagon significative
(p<0.05%*), durant toute la période de traitement.

Mots clés : Argania spinosa, Opuntia ficus-indica, Pistacia lentiscus, préparation huileuse,
composition, effet cicatrisant, plaies d’excision, lapins.
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