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INTRODUCTION GENERALE

Depuis I'antiquité I'nomme utilise son environnement en particulier les plantes comme
une source principale pour survivre, au besoin en nutriments et comme remedes contre plusieurs
maladies. De nos jours, les plantes médicinales ont une grande importance dans le domaine de la

santé publique grace aux thérapeutiques qu’elles acquic¢rent (Karou et al,. 2005).

Les plantes médicinales possedent une richesse en propriété biologique comme des agents
médicamenteux peuvent avoir également des usages alimentaires...et des agents médicinaux tels

que les antioxydant et les anti hémolytiques (Belyagoubi 2011).

Actuellement, dans les pays du tiers monde en particulier, la phytothérapie occupe encore
une place importante. La flore végétale de ces pays reste assurément riche et prometteuse, tant dans
la perspective de découvrir de nouvelles espéces botaniques que de trouver de nouvelles molécules

ayant une activité thérapeutique (Messai et al,. 2010).

Parmi les plantes qui n’ont pas fait I’objet d’études détaillées, on trouve la coque des graines
de pinus pinea L qui porte un intérét thérapeutique et qui est connu par sa composition en principes
actifs tel que les alcaloides connus pour leurs vertus thérapeutiques. Le genre Pinus comprend
environ 800 especes dans le monde, principalement concentrées dans ; hémisphere nord (Nergiz and

IclaIDénmez 2004).

Le Pin pignon a été introduit depuis fort longtemps en Afrique du Nord. En Algérie, les
plantations de cette plante ont été réalisées entre 1935 et 1974. D’autres reboisements existent dans
les zones littorales a I’Est du pays sous forme de petits bouquets a proximité des habitations

(Karaali et al,. 2011).

Les alcaloides sont des métabolites secondaires de nature hétérocyclique avec I'azote comme
hétéroatome, bio-synthétisé a partir d'acide aminé de faible poids moléculaires. Les propriétés
médicinales des alcaloides rendent les groupes métabolites secondaires particuliérement intéressant.

Ces métabolites constituent la base scientifique de l'utilisation thérapeutique.
Dans cette optique, notre objectif principal porte essentiellement sur :

+ La préparation d’un extrait alcaloidique a partir de la coque des graines de Pinus pinea L.

+ L évaluation in vitro des activités antioxydantes et anti-hémolytique de notre extrait ;

Ainsi, ce manuscrit est divisé en trois parties :
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+ La premiére partie est un apercu bibliographique sur I’étude de la plante médicinale Pinus
pinea L., son nom scientifique et sa taxonomie, sa description botanique, sa répartition
géographique et ses propriétés thérapeutiques), les alcaloides (biosynthése, classification et
propriétés) et leurs activités biologiques (antioxydant et anti-hémolytique)

+ La deuxieme partie de ce travail été consacré aux différentes méthodes expérimentales
appliquées ainsi qu’au matériel utilisé

+ La troisiéme partie été consacré aux résultats et discussion relatifs a ’activité antioxydant et

anti hémolytique de ces alcaloides.

Notre étude s’achévera par une conclusion générale regroupant tous les résultats obtenus

avec des recommandations sur les futurs travaux qui cl6turent ce mémoire.
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I. Généralités sur le pin pignon

Pinus pinea L. est I'une des essences caractéristiques de la flore méditerranéenne. Il est
utilisé depuis 1’antiquité en raison de son importance économique liée principalement a la

production de bois et de pignons (Calama et al,. 2003).

Il s'agit d'une espéce plastique résistante a la sécheresse et au froid, adaptée aux conditions
climatiques de la région méditerranéenne, préférant les stations de haute altitude et prospérant

également sur les dunes cotiéres. (Deroueche 2015).

Pinus pinea L. a été introduit depuis longtemps en Afrique du Nord. En Algérie, les
plantations de cette plante ont été réalisées entre 1935 and 1974. Il existe actuellement de trés belles
pinédes de pin pignon datant des années 1970, notamment a Oran, celles de Sidi lakhdar ou le pin
pignon est mélé au pin d'Alep et a quelques eucalyptus (Letreuch-Belarouci 1991). D’autres
reboisements existent dans les zones littorales de I’Est du pays sous forme de petits bouquets a

proximité des habitations (Karaali et al,. 2011).

De nombreuses hypotheses sont actuellement formulées sur la phylogénie de Pinus pinea L.
Selon Klaus and Ehrendorfer (1989), cette espéce appartient au groupe des Pins méditerranéens
au sens strict (P. canariensis, P. halepensis. P. brutia, etc.), dont P. pinea L. partagerait

vraisemblablement I’origine.

I.1. Systématique et nomenclature

Le Pin parasol, Pin pignon en Francais, nommé par les anglophones Stone pine ou Umbrella
pine et senouber el-thamri (<3 nsuall) en arabe (Fady 2005). Selon Gaussen (1930) le pin
pignon (Pinus pinea L.) appartient & la famille des Pinaceae, classe des Coniféropsidae. Sa position
taxonomique est la suivante (Tableau 1) :

Tableau I : La position taxonomique de Pinus Pinea L. (Gaussen 1930).

Taxonomie Description
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnosperme
Ordre Coniferes
Sous-Ordre Pinaceae
Genre Pinus
espece Pinea
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1.2. Description botanique
Le pin pignon peut atteindre 15-25m de haut, les cones sont de 8 a 15 cm de long sur 7 a 10

cm de large, globuleuses, bruns lustrés, et les graines sont grosses de 1.5 & 2 cm avec une coque
dure, les aiguilles elles sont entre 8 a 20 cm de haut, elles sont réunies par 2 ou 3, souples, vrillées,
avec bords denticulés (Kadri 2014).

Il vit entre 200 & 250 ans, mais certains auteurs ont signalé des spicimens de plus de 400 ans,
les bourgeons sont cylindriques, pointus, avec des écailles réfléchies, d’un brun clair, arbres
monoiques, forment des inflorescences cylindriques. Les aiguilles, d’un vert glauque, réunies sur les
rameaux sont géneralement fasciculés par deux. Elles mesurent de 10 a 20 cm de long et 1,54 2 mm
d'épaisseur. Elles sont flexibles et dentées, et ont un apex pointu souvent jaunatre. La floraison a
lieu entre mai et juin, et la fructification au cours du troisieme automne suivant la floraison (Adili

2012). L’aspect morphologique de Pinus pinea L. est représenté dans la figure 1.

Figure 1: photographies originales de I’arbre de Pinus (a), des cones (b), des graines (c)

(Adili 2012)

1.3. Aire de répartition géographique de pin pignon
Le pin pignon a une répartition circumméditerranéenne, du Portugal jusqu’a la Syrie. Il a

longtemps été cultivé a des fins ornementales et pour la production de graines. L’abondance de
I’espece se situe dans la partie nord-ouest de la méditerranée, a savoir I’Espagne (28000ha), I’Italie
(13400 ha) (Boudy 1950).

La superficie totale couverte par le pin pignon est environ 600 000 ha (75% en Espagne, 9%
au Portugal, 8% en Turquie, 7% en lItalie, 3% en Tunisie, 0,5% au Maroc avec des pourcentages
inférieurs en Grece, Liban, Algérie et France) (Adili 2012). L’aire de répartition naturelle du Pinus

pinea L. dans le monde est représentée dans la figure 2.
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Figure 2: Aire de répartition naturelle du Pinus pinea L. dans le monde (Sbay and Hajib, 2016)

En Tunisie, le pin pignon occupe actuellement 20000 ha environ sur les dunes littorales,
dans les subéraies dégradées et dans les maquis (Adili 2012). Au Liban, a été estimer que les
peuplements sont d’origine artificielle (Post 1932). Au Maroc, les plantations de pin pignon ont été
réalisées principalement dans le nord du pays, le long de la cote. Les reboisements récents sont
surtout localisés dans la région de Tanger, Larache et Tétouan (Sbay 2000).

En Algérie, il pousse bien sur les dunes littorales de Mostaganem a Bourahma, Bouachria,
Khadra et Stidia. Il constitue une magnifique pinéde a Ouled Baroudi (THABEET et al,. 2007).
Comme il se trouve dans la forét d’Akboub .

Il existe également a Relizane, la Mactaa (Oran), El Kala, Djebel Ouahche (Constantine),
Blida, Setif et Zéralda (Zanndouche 2001).

1.4. Propriété thérapeutique et usage traditionnaire

Pinus pinea L. est trés connu pour ses propriétés en médecine traditionnelle, il est comme
cataplasme pour plusieurs maladies y compris un effet sur la fatigue. Il est aussi connu pour ses
propriétés anti-inflammatoires, antivieillissement, antinéoplasiques, antibactériennes, liées a leurs
effets sur l'activité de cyclo-oxygénase, anticancéreux, et anti-oxydantes. Il est utilisé aussi pour
traiter la tuberculose, et soulager et les infections urinaires, les angines et les douleurs d'estomac, il

est considéré comme possédant une valeur nutritionnelle importante (Kadri and khettal 2015).

L’huile essentielle de Pinus pinea L. a une activité antifongique, elle a la capacité d'inhiber
la croissance des champignons pathogenes des plantes tels que Sinapis arvensis L, Loliumrigidum
Gaud et Raphanusra phanistrum (Amri et al,. 2012). Elle est également connue pour étre un

5
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puissant antiseptique pour les infections des voies respiratoires, les infections urinaires, les calculs
biliaires et efficace dans les infections Pulmonaires tels que la grippe, la sinusite, les rhumatismes.
Les bourgeons de cette espéce sont utilisés en parfumerie et en savonnerie (Feikh 2014).

Il. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des produits & la structure chimique souvent complexe, il
existe plusieurs milliers de métabolites (au moins 30 000 structures caracterisées) et sont classés en
fonction de leur appartenance chimique (Judd et al,. 2002). Parmi ces substances, on trouve des
composes phénoliques, des flavonoides, des tanins, des saponosides, des terpénoides et des
stéroides et des alcaloides qui présentent de multiples intéréts utilisés dans I'industrie alimentaire et

pharmaceutique (Iserin et al,. 2007).

I11.1. Les alcaloides

11.1.1. Définition
Le terme alcaloide a été introduit au début du 19eme siécle pour désigner les substances

naturelles qui réagissent comme des bases, telles que les alcalis (Bruneton 1999a).

Un alcaloide est un métabolite secondaire naturel (le plus souvent d'origine végétale),
hétérocyclique avec lI'azote comme hétéroatome, bio-synthétisé a partir d'acides aminés de faible
poids moléculaire, de structure chimique complexe plus ou moins basique et doté de propriétés
physiologiques prononcées méme a faible dose et de propriétés pharmacologiques marquées
(Aniszewski 2007).

Les alcaloides constituent I’une des plus grandes familles de métabolites secondaires, avec
prés de 10 000 a 12 000 structures différentes (Donatien 2009).

On distingue :

v Les pseudo-alcaloides : Ne possédent pas d’azote intra cyclique et I’incorporation de

I’azote dans la structure se fait en phase finale.

v Les proto-alcaloides : L’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique, ils sont

Elaborés a partir d’acides aminés.

v" Les alcaloides vrais : sont classés selon la nature de leur cycle. L’atome d’azote est inclus
dans un hétérocycle. Bio-synthétisés a partir d’acides aminés et ils possédent une activité

pharmacologique marquée.

11.1.2. Classification structurel des alcaloides
Les alcaloides ne constituent pas une catégorie définie de composés chimiques en raison de

la variété de leurs structures moléculaires. A partir du 21e siécle, ils sont catégorisés en fonction de

leur structure chimique (Ben Bordi and Hezla 2016) :



Synthese bibliographique

> Acyclique :
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Figure 3: Structure chimique de galégine.

» Mono ou polycyclique : 1ls sont alors classés selon la structure du noyau hétérocyclique
comme :

v Les azines : Pipéridine, nicotine.

Figure 4: Structure chimique de nicotine.

v Les Tropanes : Atropine, hyoscyamine, scopolamine, cocaine
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Figure 5: Structure chimique de cocaine

v Les quinoléines : Quinoléine, quinine
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Figure 6: Structure chimique de cocaine

v" Les isoquinolines : Morphine, codéine.

Figure 7: Structure chimigque de morphine.

11.1.3. Propriétés physiques et chimiques des alcaloides

Les alcaloides sont des substances azotées de masses trés variables allant de 100 a 900
g/mol. La plupart d'entre eux sont des substances cristallines, de structure extrémement variée, ils
sont souvent solubles dans les solvants organiques et peu solubles dans I'eau, et I'inverse est souvent
le cas. La basicité est tres variable et dépend de la disponibilité du doublet libre de I'atome d'azote,
elle permet l'union avec des acides minéraux comme les sulfates et les nitrates ou organiques

comme les sulfamates et les tartrates pour former des sels (Bruneton 2009).

11.1.4. Propriétés thérapeutiques est médicinales des alcaloides

Les propriétés médicinales des alcaloides rendent ce groupe de métabolites secondaires
particulierement intéressant. Ces métabolites constituent la base scientifique de [l'utilisation
thérapeutique (N’Guessan et al,. 2009). Au niveau du systeme nerveux central, ils agissent comme
dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine, strychnine...). lls agissent
directement sur le systeme nerveux avec des effets sur la conscience et la motricité. L'action sur le
systéme nerveux peut aller jusqu'a une action antispasmodique, mydriatique, anesthésique locale ou
analgésique et narcotique (Bruneton 1999b). Certains jouent le role d'anesthésiques locaux
(cocaine) (Kansole 2009).

I11.  Hémolyse et activité anti-hémolytique

111.1. Hémolyse
111.1.1. Définition
L'hémolyse se réfere au processus visant & la destruction de la membrane érythrocytaire
provoquant la libération d’hémoglobine (Hb) et d'autres composants associés aux dommages des
globules rouges dans le plasma (Shobana and Vidhya 2016), s'ils ne sont pas neutralisés par des
8
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mécanismes de protection innés, ils ont le potentiel d'activer de multiples voies inflammatoires.
L'héme est I'un de ces modeles capables d'activer des voies d'inflammation convergentes telles que
la signalisation des récepteurs Toll-like (TLR), la formation de piéges extracellulaires pour les
neutrophiles et les autres molécules puissantes qui peuvent étre libérées par les globules rouges au
moment de leur rupture, notamment les protéines de choc thermique (HSP), comme Hsp70,

I'interleukine-33 et I'Adénosine 5' triphosphate (Mendonca et al,. 2016).
I11.1.2. Types d’hémolyse

On peut distinguer deux types d’hémolyses, 1’'une est physiologique et 1’autre est
pathologique (hyper-hémolyse) (Lippi et al,. 2011).
111.1.2.1. Hémolyse physiologique

L'hémolyse physiologique consiste en la destruction du globule rouge (GR) qui a atteint sa
durée de vie maximale (120 jours). Le vieillissement naturel de la cellule entraine des modifications
biochimiques, morphologiques, conduisant a sa phagocytose par le systeme des phagocytes
mononucléaires. Ce processus n'a aucune répercussion cliniqgue ou biologique et se déroule
principalement dans la moelle osseuse et, dans une moindre mesure, dans la rate, le foie et la

circulation sanguine (Kadali et al,. 2016).

111.1.2.2. Hémolyse pathologique

L'hémolyse pathologique ou hyper-hémolyse est le dépassement du processus physiologique
de lyse des érythrocytes qui devient pathologique, ce phénomeéne est d0 a une destruction excessive
des globules rouges ou a un raccourcissement de leur durée de vie (Kadali et al,. 2016). L'hyper-
hémolyse peut se produire par l'introduction d'agents chimiques tels que certains médicaments,
capables de modifier l'intégrité cellulaire en induisant des réorganisations et des changements
morphologiques qui résultent d'une cascade d'effets partant de I'altération de la membrane lipidique
conduisant finalement a la formation de sphérocytes et par conséquent a la lyse des hématies
(Manaargadoo-Catin et al,. 2016, Portier et al,. 2007).

111.1.3. Action des anti-hémolytiques synthétiques
Les médicaments anti-hémolytiques tels que les suppléments de fer, la vitamine B12, les
corticoides et aussi l'acide folique (vitamine B9) inhibent ou retardent la lyse des globules rouges
(Bachy 2015).
I11.1.4. Mécanismes physiologiques de maintien de I’intégrité de la membrane Erythrocytaire
Un équilibre entre le passage actif et passif des électrolytes a travers la membrane

érythrocytaire permet le maintien du volume cellulaire de I’érythrocyte.
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La pompe Ca*"ATPase, par exemple, maintien une concentration constante de Ca®* entre 30
et 60 mM a I’intérieur de la cellule par rapport a une concentration extérieure de 1.8 mM.

En cas de disfonctionnement de ce transport a travers la membrane du globule rouge, cela
entrainera 1’accumulation de ces ions a l’intérieur de la cellule, causant un grand nombre de
pathologies dont la drépanocytose et des anémies hémolytiques.

Les globules rouges, de par leurs fonctions dans 1’organisme, sont particulierement exposés
aux especes réactives d’oxygene.

L’érythrocyte peut éliminer les électrons a 1’origine de ce stress par le complexe PMRS
(Plasma Membrane Redox System) et AFR réductase (Acrobate Free Radical), des complexes

enzymatiques qui expulsent ces électrons vers le milieu extérieur (Aguilar 2007).

IV. Radicaux libres et activité antioxydante

L’oxygene est le premier élément essentiel pour la vie, responsable du fonctionnement
normal de tout le systéme aérobie, mais 1’oxygene peut étre responsable d’un nombre de processus

d’oxydation suivis de mauvaises conséquences comme le stress oxydatif (Saito et al,. 2013).

IV.1. Radicaux libres
Un radical est une molécule possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur ses

orbitales électroniques externes. La présence d’un électron célibataire confére souvent a ces
molécules la possibilité de réagir avec de nombreux composés dans des processus essentiellement
non spécifiques, leur durée de vie en solution et tres courte (Amzal 2010).

Quand I’oxygéne interagit avec certaines molécule, des radicaux libres sont formés, ils sont
trés instable et réagissent rapidement avec d’autres composants avant de capturer 1'électron
nécessaire pour acquérir la stabilité (Hebrard 2010).

Nous pouvons citer quatre types de radicaux libres tels que ; ’anion radicalaire carbonate
(CO3™), I'oxygéne moléculaire (O;), ’anion super-oxyde (O,) et le radical hydroxyle (OH)
(Rolland 2004, Favier 2003).

IV.2. Stress oxydatif
Le phénomene du stress oxydatif est le desequilibre entre la génération d'especes réactives

de l'oxygéne (ERO) et la capacité de l'organisme a les neutraliser et a réparer les dommages

oxydatifs. Il correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire.

Cette évolution est produite par plusieurs facteurs tels que la carence nutritionnelle en
antioxydants comme la vitamine E, la vitamine C et les oligo-éléments. Ce processus est également
dd a d'autres facteurs pro-oxydants comme l'alcool, les métaux, le tabac, ainsi qu'a une diminution

des antioxydants (Barouki 2006).
10
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IV.2.1. Les pathologies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans le développement de plusieurs pathologies humaines. La

relation entre les maladies et le type du stress oxydant est représentée dans le tableau Il (Favier

2006).

Tableau Il : Relations entre les maladies et le stress oxydant (Favier 2006).

Type de stress oxydant

Maladie

Maladies ou le stress oxydant est la cause

primordiale

Cancers, auto-immunité, cataracte,
dégenérescence musculaire, sclérose latérale
amyotrophique, photo-vieillissement cutang,
photosensibilisation, hémochromatose

Maladies dues a une production insuffisante

de radicaux libres

Granulomatose septique, psoriasis

Maladies ou le stress oxydant fait partie des

facteurs déclencheurs

Maladie d’Alzheimer, stérilités masculines,

maladies virales : EBV, HVB, rhumatismes,

athérome, insuffisance respiratoire

IVV.3. Les antioxydants
1VV.3.1. Définition
Les antioxydants sont des composés qui peuvent inhiber ou retarder I'oxydation des lipides

et d'autres biomolécules. Ils interdisent le début d'une réaction en chaine oxydante par des radicaux
ou éteignent la propagation. Ces réactions peuvent causer des dommages fonctionnels au corps
humain, comme le cancer ou les maladies cardiovasculaires. Les antioxydants peuvent empécher ce
processus en raison de leurs propriétés redox comme le comportement réducteur, le don
d'hydrogéne ou I'extinction de I'oxygéne singulet 'O, (Wollinger et al,. 2016). Ils peuvent étre
classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine (Orban et al,. 2011) en:

» Antioxydants naturels : tels que les métabolites secondaires (polyphénols), les métabolites

primaires (protéine, lipides).

» Antioxydants enzymatiques : synthétisés par 1’organisme a Action directe (Catalases,

Glutathion peroxydase, super oxyde dismutase).
» Antioxydants synthétiques : tels que Le

butylhydroxytoluene (BHT), le

butylhydroxyanisole (BHA).

11
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IV.3.2. Mécanisme d’action des antioxydants
Plusieurs types de molécules a activité antioxydante sont présents dans I'organisme, avec des
mécanismes d'action différents, et ils peuvent également agir a différents stades d'une séquence
oxydative. Les antioxydants ont la capacité d'éliminer ou de diminuer les concentrations locales
d'oxygeéne, d'éliminer les ions des meétaux catalytiques (cuivre, fer,...), de neutraliser les radicaux
initiateurs, de provoquer la rupture de l'ordre de la chaine d'oxydation, de réparer les dommages
oxydatifs et de promouvoires les dommages excessifs de 'ADN pour empécher leur transformation
(Amzal 2010)
On peut signaler deux modes d’action des antioxydants :
> Systeme de défense primaire : on a I’exemple de glutathion peroxydase et la catalase
qui préviennent la production de (FAO) ; la forme active de I’oxygeéne en limitant la
phase d’initiation des réactions d’oxydation (Halliwell 1999)
» Systeme de défense secondaire: C’est un systéme de protection contre les
conséquences de 1’oxydation des biomolécules, comme la dégradation des protéines
dénaturées par le protéasome, I’intervention de ligase et I’endonucléases au niveau de

I’ADN qui prévient la cancerisation de la cellule (Wollinger et al,. 2016).
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I. Matériel

I.1. Matériel végétal
La partie expérimentale de cette étude a été réalisée sur la coque des graines de Pinus pinea

L. achetées sur un marché locale de la ville de Blida.

1.2. Sang
Le sang utilisé pour préparer les suspensions cellulaires afin d'évaluer I'activité anti-

hémolytique a été préleve sur de sujets sains a I'ndpital Amar OUAMRANE de Lakhdaria, le sang a

été recueilli dans des tubes héparinés et transporté au laboratoire dans une glaciere a 4°C.

1.3. Réactifs et solvants
Les solvants et réactifs utilisées pour I'extraction et I'évaluation des activités antioxydantes

et anti-hemolytiques sont de grade analytique.

Les solvants organiques (éthanol et chloroforme) ont été fournis de Sigma-aldrich. Les
réactifs chimiques, acides et sels sont : ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique), ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g), persulfate de potassium (K;S,0g),
trichloracétique acide (TCA), acide ascorbique, acide salicylique, acide chlorhydrique (HCI), BHA
(ButylHydroxyAnisole), BHT (ButylHydroxyToluéene), FeCls, Na,HPO,4, NaH,PQO,4, hydroxyde de
sodium (NaOH) ont été fournis de Sigma-Aldrich, Biochem et prolabo.

II. Méthodes

11.1. Préparation de la poudre végétale

Les graines de Pinus pinea ont été nettoyées avec de I'eau distillée puis décortiquées. Les
coques ont été nettoyées une seconde fois et séchées a l'air libre. Les cogues propres et seches ont
été broyées a l'aide d'un broyeur électrique pour obtenir une poudre fine, puis tamisee a travers un
tamis de 200 pum et stockée dans des récipients hermétiques jusqu'a son utilisation. La poudre ainsi

obtenue a une couleur brune plus au moins intense.

11.2. Extraction assistée par ultrasons des alcaloides

» Principe de I'extraction

L’extraction assistée par ultrasons est cependant une méthode efficace pour extraire des
composeés bioactifs des plantes (Wang and Weller 2006). Cette méthode est attribuée a la pression
de la propagation des ondes ultrasonores et aux phénomeénes de cavitation qui en résultent. Les
puissantes forces de cisaillement augmentent le transfert de masse des matiéres extractibles.
L'impact par ces micro-jets entraine I'écaillement, la détérioration et destruction des particules. Cet
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effet permet d'exposer de nouvelles surfaces et d'augmenter le transfert de masse. Pendant le
processus d'extraction, la cavitation peut favoriser la pénétration du solvant et détruire les
membranes cellulaires lorsque des intensités élevée sont appliquées (Ji et al,. 2006, L. et al,. 2004,
Shotipruk et al,. 2001).

» Mode opératoire

Le protocole d'extraction a été décrit par Aguilar-Hernéndez et al,. (2020) en y apportant
quelques modifications. Une masse de 2 g de poudre de la coque de P. pinea a été placée dans un
bécher avec 15 ml d'éthanol, puis le bécher a été émergé dans un bain a ultrasons et irradié pendant
10 min a 25°C. Apres extraction, le mélange a été centrifugé a 8000 g pendant 15 min et le

surnageant a été recueilli et dilué avec 10 ml d'éthanol et 5 ml d'HCI a 5% ont été ajoutés.

Les échantillons ont été agités modérément pendant a 4h a température ambiante, puis
laissés au réfrigérateur (4°C) pendant une nuit. Les extraits ont été filtrés, placés sur de la glace et
leur pH a été ajusté a 10.0 avec NaOH 6M. Enfin, du chloroforme a été ajouté aux échantillons a un
rapport de 1:2 (échantillon : chloroforme). Aprés décantation, la phase organique a été récupérée et

séchée dans une étuve a 40°C.

I1.3. Le rendement d’extraction

Le rendement d’extraction des extraits obtenus est définit comme étant le rapport entre la
masse des extraits bruts a 1’état sec et celle de la matiere végétale utilisée.

Le rendement d’extraction de chaque extrait sec a été calculé suivant la formule ci-

dessous :

% Rendement d’extraction = [(P1-P0) / P] x 100

Ou:
PO : Poids de flacon vide.
P1 : Poids de flacon avec I’extrait apres évaporation (Extrait sec).

P : Poids de poudre initial.

14
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Figure 8 : Schéma récapitulatif de 1’extraction des alcaloides a partir de la coque des graines de P. pinea L.
(Aguilar-Hernandez et al,. 2020).

11.4. Evaluation des activités biologiques
11.4.1. Etude de I'activité antioxydante de I'extrait alcaloidique

I existe plusieurs méthodes afin d'évaluer in vitro I'activité antioxyante des extraits. Dans la
présente étude, la mise en évidence de I'activité antioxyadante de I'extrait alcaloidique a été réalisée

par le test de piégeage du radical libre ABTS et le test de la réduction de fer (FRAP).

11.4.1.1. piégeage du radical libre ABTS
» Principe

Cette méthode est basée sur la capacité des composeées a piéger le radical cationique
ABTS™. En réagissant avec le persulfate de potassium, I'ABTS forme le radical ABTS™, de couleur
bleu verte sombre. L'ajout d'un antioxydant va réduire ce radical et provoque la décoloration du
mélange (Beddou 2015).

» Mode opératoire

La capacité de I'extrait alcaloidique a piéger le radical ABTS a été réalisée comme décrit par
Re et al,. (1999) avec quelques modifications. La solution mére d'ABTS contenait 7mM d'ABTS et
2,45 mM de persulfate de potassium, dissous dans de I'eau distillée. La solution a ensuite été laissee
a incuber pendant 16 h a l'obscurité et a température ambiante. Ensuite, une solution fraiche a été
préparée en diluant 2 ml de solution mére dans 200 ml d'éthanol absolu pour obtenir une absorbance
de 0,7 a 734 nm.

Un volume de 25ul de chaque concentration (1, 2, 4, 6, 8 et 10 mg/ml) a été ajouté a 750 pl
de solution ABTS fraichement préparée. Aprés 10 min d'incubation a l'obscurité, I'absorbance du
mélange a ete déterminée a 734 nm. L'activité de I'extrait a été comparée a celle des antioxydants
synthétiques (Acide ascorbique, BHT et BHA).

> Expression des résultats

L’activité antioxydant a été exprimée en pourcentage d’inhibition du radicale ABTS" selon la
formule suivante :
Pourcentage d'inhibition du ABTS (%) = [(A0-Al) / Al] x 100
Ou:
A0 : Absorbance du control (sans extrait).
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Al : Absorbance du test (avec extrait ou standard).

L'IC50 utilisée comme une estimation de l'activité antioxydante a été déterminée a partir de

la courbe de variation du pourcentage d'inhibition en fonction des concentrations de I'extrait.

11.4.1.2. Le pouvoir réducteur de fer (FRAP)
> Principe
Cette méthode est basée sur I'aptitude des extraits & réduire le fer ferrique (Fe**) présent dans
le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)g en fer ferrique (Fe?*) (Beddou 2015). En effet le
Fe** participe a la formation du radicale Hydroxyle par la réaction de Fenten (Dudonne et al..
2009).
» Mode opératoire
Le pouvoir réducteur du fer de I'extrait alcaloidique a été déterminé selon la méthode décrite
par Oyaizu (1986) avec quelques modifications. Un volume de 80 ul de chaque concentration (1, 2,
4, 6, 8 et 10 mg/ml) a été mélangé avec 250 pl de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 250 pl d'une
solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN) s a 1% (m/v). L'ensemble obtenu a été incubé a
50°C pendant 20 min, puis 250 ul d’acide trichloracétique (TCA) a 10% ont été ajoutés pour
stopper la réaction suivie par une centrifugation & 3000 rpm pendant 10min. un volume de 500ul de
surnagent de chaque tube ont été additionné au 500 ul d’eau distillée et 100 pl de chlorure de fer
(FeCls) a 0,1%. L'absorbance du milieu réactionnel a été déterminé a 700 nm.
> Expression des résultats
L'augmentation de I'absorbance dans le milieu réactionnel indique une augmentation du
pouvoir réducteur des extraits testés (Beddou 2015). L'activité de l'extrait alcaloidique a été
comparée a celle de I'acide ascorbique, BHT et BHA.

11.4.2. Etude de I'activité anti-hémolytique de I'extrait alcaloidique

L’étude de la protection de la membrane érythrocytaire présente un intérét crucial dans le
traitement de certaines pathologies hémolytiques. L’objectif de cette étude est d'évaluer la capacité
de I’extrait alcaloidique de de la coque es graines de P. pinea L. a prévenir I’hémolyse des globules

rouges humais, induite par un stress osmotique et thermique.

11.4.2.1 Préparation de la suspension érythrocytaire
Le sang collecté a été centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min pour séparer les érythrocytes

d'autres éléments consécutifs du sang. Le plasma a éteé retiré et le culot érythrocytaire été lavé 3 fois
avec du tampon phosphate (PBS) (pH 7,5, Nacl 0,9%) et une suspension érythrocytaire a 2% (GR :
PBS) a été préparé avec du PBS.
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Figure 9: Solution érythrocytaire

11.4.2.2 Effet protecteur de I’extrait vis-a-vis d’un stress osmotique

L'exposition de I’érythrocyte a un stress hypotonique entraine la lyse de sa membrane, qui
s’accompagne par la libération de I'némoglobine. Le test qui suit apprécie 1’effet protecteur de
I'extrait alcaloidique vis-a-vis des cellules érythrocytaires ayant subi un stress osmotique par une
variation des concentrations en NacCl (0,5, 0,7, 0,9 %).

» Mode opératoire

L’activité protectrice de 1’extrait Vis-a-vis de I’hémolyse induit par un stress osmotique a été
évaluée selon la méthode décrite par de Freitas et al,. (2008) avec quelques modifications. Un
volume de 3 ml de la suspension érythrocytaire a 2 % a été mélangé avec 3 ml du tampon phosphate
salin (pH 7,5) supplémentées avec de concentrations variables en NaCl (0,5, 0,7, 0,9 %), ou
chacune est combinée a des concentrations variables de I’extrait (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1 mg/ml).

Le mélange a été incubé pendant 30 min a 37 °C sous agitation douce puis centrifugé a 2000
rpm Pendant 10 min. I'absorbance du surnageant a été mesurée a 540 nm.

L'acide salicylique (AS) a été utilisé comme un anti-hémolytique de référence. Son activité
anti-hémolytique a été évaluée dans les mémes conditions opératoires que celles utilisées pour
I'extrait alcaloidique.

> Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est calculé par 1’équation suivante :

[ Inhibition d'hémolyse (%) = [(A1-A2) / A1] x 100 ]

Ou:
Al : Absorbance de la solution hypotonique de globules rouges sans I’extrait.

A2 : Absorbance de la solution hypotonique de globules rouges avec I’extrait.
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11.4.2.3 Effet protecteur de I’extrait vis-a-vis d’un stress thermique

L’évaluation de ’activité protectrice de 1’extrait vis-a-vis de I’hémolyse induite par un stress
thermique est réalisée in vitro par la méthode spectrophotométrique décrite par Sakat et al,. (2010).

Un volume de 3ml de différentes concentrations de I'extrait (0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1 mg/ml)
préparées dans un tampon phosphate salin (pH 7,4 ; NaCl 0,9 %) a été melangé avec 3ml de
suspension érythrocytaire a 2 %, le mélange réactionnel a été incubé a 56°C pendant 30 min. Apres
incubation, les tubes ont été centrifugés pendant 10 min & 2000 rpm et I'absorbance du surnageant a
été mesurée a 540 nm.

L'effet protecteur de 1’extrait vis-a-vis d’un stress thermique a été comparé a celle de l'acide
salicylique utilisée comme un anti-hémolytique de référence.

» Expression des résultats

La protection contre I’hémolyse induite par la chaleur est calculée par 1I’équation suivante :

[ Protection (%) = [100- (Aech/Acontrote)] * 100 ]

Ou:
Acch : Absorbance de I'extrait.
Acontrole - Absorbance du contrdle positif ou I'eau physiologique a été remplacée par de I'eau

distillée, ce qui a provoqué une hémolyse totale.
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Résultats et discussion

I. Rendement d'extraction des alcaloides

Differentes méthodes d'extraction des alcaloides sont reportées dans la littérature.
Dans la présente étude, I'extraction assistée par ultrasons des alcaloides de la coque des

graines de P. pinea L. a été utilisée.

Le rendement d'extraction correspond a la masse d'extrait aprés séchage. Il est reporté
a la masse initiale de I'échantillon soumis a l'extraction et exprimé en pourcentage. Le
rendement d'extraction de l'extrait alcaloidique aprés différentes étapes d'extraction est de
0,83 £ 0,117 %. En comparant ces résultats avec ceux obtenus par Virjamo and Julkunen-
Tiitto (2018), leurs résultats étaient bien plus élevée que ceux obtenus dans notre étude, le
rendement des alcaloides trouvés dans les aiguilles et I'écorce de P. sylvestris était de 25%.
Cependant, un rendement de 0,93% a été obtenu pour la plante Fumaria officinalis (Suau et

al,. 2004), ce qui est beaucoup plus proche du rendement de la coque.

La différence entre les rendements d'extraction des alcaloides entre différentes especes
de plantes peut étre due a plusieurs facteurs physico-chimiques, le moment de la récolte peut
également jouer un réle important dans le rendement d'extraction. La taille homogeéne de la
poudre fine peut également influencer le rendement d'extraction, la forme fine de la poudre
permet une meilleure interaction entre le solvant et la surface des particules. Cette différence
peut également étre due a la nature du solvant d'extraction utilisé, dont I'extraction avec du

méthanol / eau (v/v) donne un meilleur rendement (Bate-Smith 1968).

1. Evaluation de I’activité antioxydante

L'évaluation de l'activité antioxyadante de I'extrait alcaloidique de la coque des graines
de P. pinea L. a été évaluée par le test de piégeage du radical libre ABTS et le pouvoir de

réduction de fer.

I1.1. Activité anti-radicalaire ABTS"

Le profil d'activité anti radicalaire obtenu révéle que I'extrait alcaloidique possede une
activité anti-radicalaire. Les résultats de I'activité anti-radicalaire obtenue pour I'extrait, acide
ascorbique, BHA et BHT sont representés dans la figure 11 et Annexe 1 et Annexe 2

respectivement.

D'aprés les résultats présentés dans la figure 11 et les annexe 1 et 2, nous observons

que le pourcentage d'inhibition (PI) du radical ABTS, que ce soit pour I'extrait, BHA, BHT ou
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I'acide ascorbique, évolue en fonction des concentrations. Le pourcentage d'inhibition de
I'extrait alcaloidique a atteint une valeur de 91,347 + 0,093 % a une concentration de 10
mg/ml, tandis que le BHA et le BHT a une concentration de 1 mg/ml ont atteint un PI de
99,515 + 0,110 % et 99,427+ 0,076 %, respectivement. L'acide ascorbique a atteint une valeur
de 84,7 + 1,764 % a une concentration de 0,08 mg/ml.
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Figure 10 : pourcentage d'inhibition du radical libre ABTS en fonction des différentes concentrations
de l'extrait alcaloidique.

Belyagoubi-Benhammou et al,. (2014) ont rapporté un Pl de 65,13 % pour I'extrait
alcaloidique des rameaux d'Anabasis articulata a une concentration de 4 mg/ml. De méme,
I'extrait alcaloidique de I'Anabasis. aphylla a eu une bonne activité comme I'a rapporté

Shakeri et al,. (2012), la capacité de piégeage du radical ABTS était de 81,8 %.

L’IC50, est un paramétre récemment introduit pour l‘interprétation des résultats
obtenues par la méthode du ABTS. Elle est définit comme étant la concentration du substrat
nécessaire pour la réduction de 50% du radical ABTS (Molyneux 2004).

En estimant I’IC50, I’extrait de la cogue de graines de P. pinea L. est tres peu efficace
par rapport antioxydants synthétiques (tableau I11). Nous rapportons que I'lC50 de I'extrait a
une valeur de 3,368 mg/ml qui est beaucoup plus inferieur que celles obtenues pour Il'acide
ascorbique, BHA et BHT ayant des valeurs de 0,056, 0,085 et 0,1 mg/ml, respectivement.
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Tableau Il : Le pouvoir antioxydant de I'extrait alcaloidique et des antioxydants synthétiques
exprimés en mg/ml.

Tableau 11 : Le pouvoir antioxydant de I'extrait alcaloidique et des antioxydants synthétiques
exprimes en mg/ml.

Alcaloides Acide ascorbique  BHT BHA

IC50 (mg/ml) 3,368 0,056 0,1 0,081

Les résultats indiquent que les alcaloides de la coque de P. pinea L. ont des propriétés
redox leur permettant d'agir en tant qu'agents donateurs d'hydrogéne et d'électron. Ainsi, le
pouvoir anti-radicalaire de I'extrait alcaloidique peut s'expliquer par le faite que la coque des
graines de P. pinea L. est riche en différentes types d'alcaloides et la synergie entre ces
derniers est responsable de cette activité. De méme, Gan et al,. (2017) ont signalé que

I'activité antioxydante était corrélée aux alcaloides de Lepidium meyenii..

11.2. Pouvoir réducteur (FRAP)
L'activité antioxydante a été évaluée par la technique de réduction du fer FRAP, qui

représente un indicateur significatif du pouvoir antioxydants des plantes (Kranl et al,. 2005).

Dans ce test, nous avons mesuré le potentiel réducteur a travers la réduction du
complexe Fe** en forme ferreux fe?* qui s'est traduit par une couleur bleu. L'absorbance du

mélange est proportionnelle a I'intensité de la couleur (Wojdylo et al,. 2007).

La figure 12 représente le pouvoir réducteur de I'extrait alcaloidique en fonction de sa

concentration.

1 2 4 6 8 10
Concentration (mg/ml)
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Figure 11: Pouvoir réducteur de I'extrait alcaloidique en fonction de la concentration

Le pouvoir réducteur de I'extrait alcaloidique est expliqué par l'augmentation de
I'absorbance mesurée a 700 nm. D'aprés la figure 12, on observe que lI'absorbance de I'extrait
augmente avec la concentration, atteignant une valeur de 0,743 £ 0,0014 a une concentration
de 10 mg/ml.

En comparant le pouvoir réducteur des antioxydants synthétiques a celui de I'extrait
alcaloidique, leur capacité a réduire le fer est plus efficace que celle de I'extrait testé. Nous
rapportons qu'a une concentration de 0,8 mg/ml, I'absorbance du BHA et BHT était de 2,4905
+ 0,158 de 0,570 £ 0,004, respectivement (Annexe 4). Tandis que I'acide ascorbique avait une
absorbance de 0,386 £ 0,0021 & une concentration de 0,1 mg/ml (Annexe 3) alors que I'extrait
alcaloidique avait une absorbance de 0,1285 + 0,0021 & une concentration de 1 mg/ml.

La capacité de I'extrait alcaloidique a réduire le fer suggére la présence de molécules
réductrices. Ces résultats suggerent que l'extrait a plusieurs propriétés antioxydantes.
Egalement, la propriété antioxydante de I'extrait alcaloidique de la coque des graines P. pinea
L. peut étre due a la protopine qui est I'une des constituants chimiques majeurs et est partagee
par le berberine qui est rapporté comme des constituants majeurs responsables de I'activité

antioxydante (Noureddine et al,. 2013).

I11. Evaluation de I'activité anti-hémolytique

L'effet anti-hémolytique des extraits de Pinus pinea L. a été évalué in vitro afin de
démontrer I'effet protecteur de cet extrait sur la préservation de l'intégrité cellulaire, qui est

essentiellement liée aux membranes des globules rouges.

111.1. Effet protecteur de I'extrait vis-a-vis d'un stress osmotique
Un milieu hypotonique est un milieu dans lequel la pression osmotique est inférieure a
la pression intracellulaire ; ce déséquilibre induit une diffusion d'eau dans la cellule (milieu

hypertonigue) a travers la membrane.

L'entrée massive d'eau dans I'nématite conduit a son gonflement puis a sa rupture et a
la libération de son contenu cytoplasmique, en particulier I'némoglobine, c'est le phénomene

d'’hémolyse.

L'influence de l'extrait alcaloidique de Pinus pinea L. sur la lyse osmotique des

globules rouges est déeterminée en mesurant I'inhibition de I'némolyse a des concentrations
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croissantes de solutions salines. Ce test a été effectué en utilisant NaCl comme hémolysant a
différentes concentrations en I'absence et en présence de I'extrait.

Les résultats obtenus dans cette étude sont présentés dans la figure X. nous notons une
croissance proportionnelle entre la concentration de I'extrait et le pourcentage de protection

d’hémolyse induite par toutes les concentrations salines utilisées (0,5, 0,7, 0,9 %).

La valeur de protection maximale contre I'némolyse induite par le NaCl a été
enregistrée a 1 mg/ml pour chaque concentration de NaCl. A partir de la figure 13, nous
observons que de a NaCl 0,9%, la protection était la plus élevée (60 + 0,692 %), suivie par 0,7
% (58,61 + 0,480 %) et 0,7 % (59,29 £+ 1,172 %).
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Figure 12: I'effet protecteur de I'extrait vis-a-vis d'un stress osmotique induit par 0,5, 0,7 et 0,9 % du
NacCl.

L'effet protecteur de I'acide salicylique utilisé comme un anti-hémolytique de
réference montre la méme évolution que celui de I'extrait (figure 14). Comme pour I'extrait, la
protection de I'acide salicylique conte I'némolyse augmente avec la concentration, cependant,
I'effet protecteur de l'acide salicylique est beaucoup plus élevé que celui de l'extrait a
I'exception du Nacl 0,9%, I'effet protecteur de I'acide salicylique varie de 88,366 + 1,265 % a
83,44 + 2,214 % pour le NaCl a 0,5 % et 0,7 %, respectivement. L'effet protecteur de I'acide
salicylique conte I'hnémolyse induite par Nacl a 0,9% est de 53,02 + 3,480 %.
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Figure 13: L'effet protecteur de l'acide salicylique vis-a-vis d'un stress osmotique induit par 0,5, 0,7 et
0,9 % du NaCl.

Il a été démontré que I'incorporation des métabolites secondaire dans la membrane des
érythrocytes améliore la stabilité de ces derniéres contre la lyse hypotonique. Cette propriété
peut s'expliquer par I'augmentation du rapport volume/surface des cellules qui pourrait étre

obtenu soit par I'expansion de la membrane ou le rétrécissement de la cellule (Chopade et al,.
2012).

111.2. Effet protecteur de I'extrait vis-a-vis d'un stress thermique
L’effet stabilisant de I’extrait étudié face a la lyse érythrocytaire induite par la chaleur
est illustré dans la figure 14. Ces résultats sont exprimés en pourcentage de protection par

rapport a la concentration d'extrait utilisé et comparés a un anti-hémolytique e référence
(acide salicylique).
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Figure 14: L'effet protecteur de I'extrait et de I'acide salicylique vis-a-vis d'un stress thermique.

Les résultats obtenus montrent que les pourcentages de protection sont proportionnels
a I’augmentation des concentrations de I'extrait alcaloidique. Pour des concentrations allant de
0,1 a 0,8 mg/ml I’extrait a montré une activité anti-hémolytique importante et dose
dépendante, avec des pourcentages de protection allant de (47,12 + 1,894 a 68,124 + 1,198
%). Ces données sont comparables a celles de 1’acide Salicylique (42,5 + 1,615 a 77,26 *
0,501 %), ce qui confirme le potentiel de I'extrait alcaloidique des graines étudiées comme un
agent anti-hémolytique.

Les érythrocytes exposés a des températures relativement élevées, se déforment
progressivement pour devenir sphériques. Ainsi la perturbation de leurs membranes diminue
leur capacité a résister a I’hémolyse (Gershfeld and Murayama 1988). L’effet protecteur
contre la lyse érythrocytaire induite par la chaleur peut s’expliquer par I’interaction de
I’extrait avec les protéines membranaires inhibant ainsi leur dénaturation (Lepock et al.,.
1989).

L'activité anti-héemolytique des extraits de plantes serait probablement due a leur effet
inhibiteur sur les enzymes impliquées dans la production de médiateurs chimiques de

I'inflammation ainsi que sur le métabolisme de I'acide arachidonique (Shobana and Vidhya
2016).
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le regne végétal est une source inépuisable de molécules qui peuvent présenter un
intérét thérapeutique et 1’étude des activités biologiques des plantes médicinales a augmenté
considérablement ces derniéres années et cela dans divers pays notamment en Algérie. Notre
étude est consacrée a I’extraction des a partir de la coque de pin obtenus par une méthode

conventionnelle « extraction par ultrason ». Le rendement en alcaloides a été 0,83 + 0,117 %.

L'objectif principal de ce travail consistait a I’évaluation de 1’activité anti-oxydante et

anti-hémolytique d’un extrait actif de la plante médicinales « Pinus pinea L. »

Le potentiel anti radicalaires de 1’extrait de la coque de pin a été déterminé par la
méthode anti radicalaire ABTS*+ et la méthode de pouvoir réducteur dont les résultats
montrent que ces extrais possedent une bonne activité antioxydante, donc la coque contient

des molécules considérées comme des agents antioxydants potentiels.

Le taux d’inhibition de radical ABTS * a été estimée & un pourcentage de 91,347 +
0,093 % a 10mg/ml. Et son concentration inhibitrice (IC50) est de 3,368 (mg/ml) ce qui
signifie une bonne activité inhibitrice de nos alcaloides. Tandis que leurs capacité a réduire le
fer est moins importante son absorbance a été mesurer a 0,1285 + 0,0021 a une concentration

de 1 mg/ml.

Dans un second volet de notre étude on s’intéresse au pouvoir anti-hémolytique réalisé
par deux méthodes qui a été relevée a différentes concentrations en extrait. Cette étude a
montré que 1’extrait de plante ne provoque qu’une hémolyse modérée avec des pourcentages
compris entre 0,5 %, 0,7 %, 0,9%. Pour ce qui est de I’activité anti-hémolytique, les résultats
montrent que D’extrait posséde un effet protecteur relativement important vis-a-vis de
I’hémolyse induite par un stress osmotique qui a été estimée a un pourcentage de 60 + 0,692
% a une concentration en NaCl de 0,9 %, tandis que les pourcentages de protection de
I'hnémolyse induite par un choque thermiques a eté estimée a 68,124 + 1,198 %. Nous pouvons

dire ainsi que I’extrait exprime un effet stabilisateur de la membrane du globule rouge

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs, connues
par leurs propriétés thérapeutiques. Une étude antioxydant et anti-hémolytique nous permet de

conclure que les coques de pin sont de bonne source en antioxydants.
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Notre pays posséde une biodiversité immense de plantes médicinales qui se caractérise
par un réservoir assez important de métabolites avec des caractéristiques thérapeutiques et

pharmacologiques particulieres qui demande :

» De déterminer des nouvelles substances naturelles pourront répondre aux différents
problémes de santé et d’étre une alternative des médicaments synthétiques.

» D’étre plus exploitées par les chercheures et faire des études biochimiques sur des
plantes notamment le genre Pinus.

» De développer des médicaments anti radicalaires a base de plantes doués d’une

activité antioxydant et anti-hémolytique.
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Figurel : Pourcentage d’inhibition de radical ABTS" a différentes concentrations d’acide ascorbique
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Figure2 : Pourcentage d’inhibition de radical ABTS" a différentes concentrations de BHA et BHT
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Figure 4 : Le pouvoir réducteur de BHA et BHT.
Annexe N°5

Préparation des solutions pour les tests de I’activité antioxydant
» Préparation de tampon phosphate a pH = 6,6
Une masse de 1.076 g de Na,HPO,4 et 0.826 g de NH,PO, sont dissous dans un volume
de dH,0, le pH est ajusté a 6,6 et le volume d la solution est compléter a 100ml.

» Préparation de ferricyanure de potassium a 1%
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Une masse de 1 g de ferricyanure de potassium (KsFe(CN) ) est dissous dans 100 ml
de deO.

» Préparation de I’acide trichloracétique a 10 %
10 g d'acide trichloracétique (TCA) sont dissous dans 100ml de dH,O.

» Préparation de solution PBS

La solution de PBS est Préparée en mélangeant progressivement 1,44 g de Na,HPO,

avec 0.245 g de KH,PO, et 8 g de NaCl et 0,2 g de KCI dans un volume de d’H,0, le pH est
ajusté a 7.4 et le volume de la solution est complété a 100mL.

» Solutions PBS a différentes concentrations de NaCl :
0.9 % de NaCl1 : 0,9 % g de NaCl dans 100 ml de PBS a pH 7,4.
0.7 % de NaCl1 : 0,7 % g de NaC1 dans 100 ml de PBS a pH 7,4.
0.5 % de NaCl : 0,5 % g de NaCl dans 100 ml de PBS a pH 7,4.



Résumé

Le pin est l'une des plantes médicinales traditionnelles qui possede de nombreuses propriétés
biologiques, attribuées a sa richesse en principes actifs. Dans la présente étude, nous nous sommes
intéressés a l'extrait alcaloidique de la coque des graines de Pinus pinea L. et & son pouvoir
antioxydant et anti-hémolytique. L'étude du pouvoir antioxydant a été réalisée par deux méthodes
différentes, le test du pouvoir réducteur et le test de piégeage du radical ABTS. Les résultats obtenus
montrent qu'a une concentration de 10mg/ml d'extrait, le taux d'inhibition du radical ABTS est de
91,347 £ 0,093 % avec une IC50 de 3,368 mg/ml et un pouvoir réducteur d'une absorbance de 0,743 £
0,0014. En revanche, la deuxiéme partie a consisté a étudier le pouvoir anti-hémolytique par deux
méthodes, I'effet protecteur de I'extrait contre I'hémolyse induite par la chaleur et I'hémolyse
osmotique induite par des solutions de NaCl a différentes concentrations. Les résultats ont montré que
I'extrait alcaloidique, & une concentration de 1 mg/ml, avait un pourcentage de protection de 60 *
0,692% contre I'némolyse osmotique, tandis qu'a une concentration de 0,8 mg/ml, a montré un
pourcentage de protection de 68,124 + 1,198%.

Mot clés : Pinus pinea L., Alcaloide, Activité antioxydant, Activité anti-hémolytique.

Abstract

Pine is one of the traditional medicinal plants that has many biological properties, attributed to
its richness in active principles. In the present study, we were interested in the alkaloid extract of the
seed shell of Pinus pinea L. and its antioxidant and anti-hemolytic activity. The study of the
antioxidant activity was performed by two different methods, the reducing power test and the ABTS
radical scavenging test. The results obtained show that at a concentration of 10mg/ml of extract, the
inhibition rate of ABTS radical is 91.347 + 0.093% with an IC50 of 3.368 mg/ml and a reducing
power of an absorbance of 0.743 = 0.0014. On the other hand, the second part consisted in studying
the anti-hemolytic power by two methods, the protective effect of the extract against heat-induced
hemolysis and osmotic hemolysis induced by NaCl solutions at different concentrations. The results
showed that the alkaloid extract, at a concentration of 1 mg/ml, had a percentage protection of 60 *
0.692% against osmotic hemolysis, while at a concentration of 0.8 mg/ml, showed a percentage
protection of 68.124 + 1.198%.

Keywords: Pinus pinea L., Alkaloid, Antioxidant activity, Antihemolytic activity.
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