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Résumé

Les plantes aromatiques et médicinales représentent une partie considérable de la biodiversité
naturelle de beaucoup de pays. Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la flore
algérienne et méditerranéenne, on s’est intéressé a 1’étude d’une espéce, Pistacia Lentiscus. Le
lentisque (Pistacia lentiscus L.) (Anacardiaceae), appelé localement « el ‘Darou » est une plante
méditerranéenne utilisée depuis I'antiquité en médecine traditionnelle, reconnue par ces vertus
thérapeutiques. Le travail représente une modeste contribution qui vise le criblage phytochimique
et I’évaluation de I’activité antiradiculaire des huiles essentielles et celle des extraits méthanolique
et éthanolique de la plante. Le criblage phytochimique réalisée sur les parties aériennes de la plante
révele la présence de plusieurs catégories de métabolites secondaires, en I’occurrence les phénols,
les flavonoides, saponosides et tanins. Le dosage des polyphénols totaux montre que la teneur en
phénols et en flavonoides au niveau de D’extrait éthanolique dépasse celles de 1’extrait
méthanolique. La teneur de ces métabolites dans les deux extraits est variable en fonction du
solvant utilisée. Les résultats de 1’évaluation de I’activité antradiculaire par le DDPH montrent que
les extraits éthanoliques présentent un pourcentage d’inhibition des radicaux libre le plus élevé
(96.39% a 100ug/ml) suivie par celle des HE (61.46% a 50 pg/ml). Cependant I’activité
antiradicalaire la plus faible a été enregistrée au niveau de 1’extrait méthanolique 22.33% a
50ug/ml. En effet, les principaux composés phénoliques végétaux mis en évidence dans les HE et
les extraits alcoolique de la plante en 1’occurrence les acides phénols simples, des dérivés des
flavonoides et des composés apparentés (anthocyanes) conferent a la plante des propriétés anti-

oxydantes.

Mots clés :

Pistacia lentiscus, criblage phytochimique, phénols, extrait, huiles essentielles, I’activité antiradicalaire



abstract

Aromatic and medicinal plants represent a considerable part of the natural biodiversity of many
countries. In the context of the development of medicinal plants of the Algerian and Mediterranean
flora, the study of one species, Pistacia lentiscus, was investigated. Lentisque (Pistacia lentiscus
L.) (Anacardiaceae), locally known as ‘El ‘Darou’, is a Mediterranean plant used since ancient
times in traditional medicine, recognized by these therapeutic virtues. The work represents a
modest contribution aimed at phytochemical screening and evaluation of the antiradicular activity
of essential oils and that of the methanol and ethanolic extracts of the plant. Phytochemical
screening on the aerial parts of the plant reveals the presence of several categories of secondary
metabolites, namely phenols, flavonoids, saponosides and tannins. The determination of total
polyphenols shows that the phenol and flavonoid content of the ethanolic extract exceeds that of
the methanol extract. The content of these metabolites in both extracts varies according to the
solubility of the solvents used. The results of the DDPH evaluation of the antradicular activity show
that the ethanolic extracts have the highest inhibition percentage of free radicals (96.39% at
100pg/ml) followed by that of essential oils (61.46% at 50 ug/ml). However, the lowest antiradical
activity was recorded at the level of methanol extract 22.33% at 50ug/ml. Indeed, the main plant
phenolic compounds highlighted in HE and the alcoholic extracts of the plant in this case simple
phenol acids, derivatives of flavonoids and related compounds (anthocyanins) confer to the plant

anti-oxidizing.
Keywords:

Pistacia lentiscus, phytochemical screening, phenols, extract, essential oils, antiradicular activity
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Introduction

Les plantes ont existé sur la surface du globe terrestre depuis la vie sur terre, elles ont un role

prépondérant dans 1‘évolution des sociétés humaines. Le végétal constitue la base de vie de 1°€étre

humain (Daaboul, 2004).

Pendant des millénaires, I’utilisation des plantes medicinales fut le principal recours pour guérir
I'hnomme. Cette utilisation est généralement adaptée aux pathologies légéres, en visant un traitement
symptomatique.

Il y’a environ 500 000 plantes sur terre, 100 000 d’entre elles, environ, possédent des propriétés
médicinales contribuées a leurs principes actifs qui agissent directement sur l'organisme. On les
utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie : elles présentent en effet des avantages
dont les médicaments conventionnels sont souvent depourvus. (Gilles W., 1976, Iserin P., 2001).

En effet, 'usage de plantes médicinales peut apporter directement des réponses a certains
problemes de santé ; mais avant de pouvoir recommander 1’usage de telle ou telle espéce pour une
maladie, il est necessaire de valider 1’usage traditionnel a travers I’évaluation expérimentale et
scientifique de I’activité pharmacologique de la plante. De plus, il est impératif de Vérifier
¢galement I’absence de toxicité des plantes employées. L’usage de plantes médicinales locales, en
réponse a des problemes de santé peut étre percu comme une alternative aux médicaments

conventionnels qui présentent des effets indésirables (Boukeloua, 2009).

Les métabolites secondaires doués d'activités biologiques tels que les polyphénols, flavonoides,
alcaloides, terpénes etc ont fait ’objet de nombreuses études (Bousselessela et al., 2014 ; Bitis et
al., 2017 ; Teles Y.C et al., 2018).

Parmi les plantes a fort potentiel thérapeutiques dans ce domaine Pistacia lentiscus L. est un
arbrisseau appartenant a la famille des Anacardiacée, connu en Algérie sous le nom de « Darou
s =l », cette plante est largement utilisée en médecine traditionnelle algérienne. Les médecines
traditionnelles pratiquées de part et d’autre des rives de la méditerranée, attribuent au lentisque des
vertus dans le traitement des ulcéres, des plaies et des brllures légéres. La médecine traditionnelle
algérienne utilise surtout I’huile grasse obtenue par expression des fruits de lentisque dans le
traitement des petites blessures, brilures 1égéres et érythémes. L’huile est aussi employée par voie

orale contre les problemes respiratoires d’origine allergique et les ulcéres de 1’estomac.
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Introduction générale

Pour notre part, notre choix s’est porté sur le lentisque ou Pistacia lentiscus qui est une source
trés riche en polyphénols que I’on rencontre dans les feuilles. Elle est largement utilisée dans le
bassin méditerranéen pour ses nombreuses vertus thérapeutiques. L'objectif de notre travail vise a
montrer la richesse de cette plante en polyphénols et a déterminer leur activité antioxydants.
L’¢étude de notre travail a été divisée en trois parties :

& Une premiére partie, consacrée a une revue bibliographique sur la description botanique du
lentisque, de sa chimie et pharmacologie, des généralités sur les composés polyphénoliques
en tant que classe de composeés secondaires des plantes, et étude sur les huiles essentielles.

= La deuxieme partie décrit le matériel et les méthodes physico-chimiques et biologiques
utilisée dans le cadre de cette étude.

& La troisieme partie contient les principaux résultats et leur discussion

& Une conclusion générale, avec les références bibliographiques et une partie des annexes

cl6turent ce manuscrit.
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Etude bibliographique Données biologique sur la plante Pistacia lentiscus

PARTIE 01 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

.1 Présentation de Pistacia lentisques L. (Derou)

1. Origine de Pistacia lentiscus

La famille des Anacardiacées est une famille de plantes dicotylédones qui a été proposée
pour la premiere fois par Lindley en 1830, qui comprend environ 70 genres et plus de 600 espéces.
(Watson, L. & Dallwitz, M. J. 1994)

Pistacia lentiscus L. Originaire du bassin méditerranéen, le lentisque pousse a I'état sauvage
dans la garrigue et sur les sols en friche. (Bensalem, 2014)

Le lentisque, ou pistachier lentisque (Pistacia lentiscus L.), est un arbuste ou arbrisseau du
genre Pistacia a feuilles composées pennées ou trifoliolées, généralement alternes (Landau, S et
al., 2014). Le lentisque est également appelé arbre a mastic en référence a la résine appelée mastic

qui coule des troncs et branches de la plante (figure 1).

Figure 1 : arbuste de Pistachier lentisque Figure 2 : Feuille, fleur, graine du Pistacia lentiscus

2. Taxonomie et nom vernaculaire de Pistacia lentiscus

Le Pistacia lentiscus est une espece appartenant a la famille des Anacardiaceae (syn.
Pistaciaceae). Il contient neuf especes et cing sous-espéces, et deux groupes
monophylétiques découlent d’une étude menée par Al Saghir en se basant sur la morphologie de

ce genre.
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Etude bibliographique Données biologique sur la plante Pistacia lentiscus

Le premier groupe (section Pistacia) contient (P. atlantica), (P. chinensis), (P. eurycarpa),

(P. falca), (P. integerrime), (P. khinjuk), (P. mutica), (P. palaestina), (P. terebinthus) et (P. vera)
— Pistachier vrai (qui donne la Pistache)

Tandis que I’autre groupe (section Lentiscella) contient (P. aethiopica), (P. lentiscu, P.
mexicana, P.texana et P. weinmanifolia (Al Saghir et al., 2010).

P. mexicana P. texana P. weinmannifolia

[
P. lentiscus P. lentiscus
var. emarginata

P. atiantica

P. chinensis subsp. integerrima

P. chinensis

Figure 3 : les espéces du genre Pistacia (D. ZOHARY, 1996)
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Données biologique sur la plante Pistacia lentiscus

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre espéces, en l'occurrence Pistacia
lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica. (S. Belhadj, 2001)

D’aprés Quezel et santa (1963), I’espéce Pistacia lentiscus L.est classée comme suite (tableau I)

Tableau | : Taxonomie de Pistacia lentiscus L.

Taxonomie Espece
Régne Plante
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Apétale
Ordre Sapindales
Famille Anacardiacée
Genre Pistacia
Espece Pistacia lentiscus L.

2.1 Les noms vernaculaires de Pistacia lentiscus

Le nom vernaculaire de Pistachier lentisque est Edhrou en arabe et Lentisco en espagnol le

Pistachier lentisque se dénomme en dialecte local dans la région de Jijel (Algérie) : Tro ou troo ;

et dans la kabylie (Algérie) : amadagh, et le fruit se dénomme tidekt (Bonnier et Douin (1990).

Berbeére
Arabe

Francais

Anglais
Espagnol
Allemand
Italien

Promotion 2022

Tableau Il : Noms vernaculaires de Pistacia lentiscus

Tidekth
Amadagh

Edharw,
Sareys

Arbre au mastic
Pistachier lentisque
Restringe

Lentisque d’Espagne

Mastic ou Mastick tree
Lentisco, Charneca comun
Mastix Baum

Lentischio, Sondrio
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Etude bibliographique Données biologique sur la plante Pistacia lentiscus

3. Description Botanique
Pistacia lentiscus L. se caractérise par :

3.1 Les fruits : sont des baies globuleuses d’environ 5 mm de diamétre, monospermes, d’abord
rouges, puis noirs a la maturité (novembre a janvier).

3.2 Les feuilles : sont persistantes, composées a nombre pair de folioles coriaces étroites et
pointues (Figure 4).

3.3 Les fleurs : sont unisexuées d’environ 3 mm de large qui se présentent sous forme de grappe
(floraison : mars —mai) (Figure 4).

3.4 Le mastic : est un suc résineux issu de I’incision du tronc de cet arbuste (Botineau, 2015).

Figure 5 : Les fleurs [A], les fruits [B, C] et le Mastic [D] de Pistacia lentiscus (Ben Douissa, 2004).
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4. Répartition géographique

Pistacia lentiscus L. est largement distribuée dans les écosystemes extrémes du bassin
méditerranéen, notamment dans les régions ensoleillées a basse altitude, et constitue, avec les
myrtes et les cistes, d’immenses broussailles appelées maquis. (Garnier et al., 1961 ;
Abdelwahed et al., 2007 ; Bhouri et al., 2010).

4.1 Dans le monde

Pistacia lentiscus L. occupe une distribution circumméditerranéenne et généralement considérée
comme une espece thermophile. C’est un arbuste que 1’on trouve dans les sites arides de 1’ Asie et
dans la région méditerranéenne de I’Europe et d’Afrique, jusqu’aux Canaries (figure 10).
(Belhadj, 2002 ; Hamlat et Hassani, 2008).

&

{7

1 lentiscus p -

Figure 6 : Distribution de P. lentiscus dans le monde (Al-Saghir, 2006).
4.2 En Algérie
En Algérie, le lentisque est largement distribué dans le Tell, participants ainsi a la strate arbustive
de ces formations forestiéres dans le bassin de la Soummam et les zone semi-arides en association

avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege (figure 11) (Kozhoridze et al, 2015).

Algerie S -

- Pistacia lentiscus L

Figure 7 : Aire de répartition du Pistacia lentiscus L. Autour du bassin Méditerranéen (Algérie)
(Seigue A., 1985)

Promotion 2022 page 7



Etude bibliographique Données biologique sur la plante Pistacia lentiscus

5. Activités pharmacologiques et biologique des extraits de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus L. qui est connu pour ses propriétés médicinales depuis Il'antiquité ; il
occupe une place appréciable dans la médecine traditionnelle et pharmaceutique de plusieurs
régions méditerranéennes avec différentes utilisations, de plus, il a des nombreuses activités
biologiques, Ces activités biologiques sont dues a la présence de composés phytochimiques
possédant des cibles moléculaires précises pouvant atteindre différents processus physiologiques.
(Belhachat ,2018).

Plusieurs études ont été apportées sur les propriétés pharmacologiques de pistacia lentiscus, citant

en titre d’exemple :

5.1 Activités anticancéreuses : la gomme du mastic de pistacia lentiscus contient des composées
qui inhibent la prolifération et induisent I’apoptose des cellules cancéreuses (Balan et al.,
2007).

5.2 Activités antimicrobiennes et antivirales : les composes phénoliques de pistacia lentiscus
ont un moyen de défense contre les micro-organismes. Les nombres de groupement hydroxyle
augmente la toxicité contre soit par la chélation des ions métalliques, soit par des interactions
non spécifiques, telles que 1’établissement des ponts hydrogeénes avec les protéines des parois
cellulaires, afin d’inactiver 1’adhésion des micro-organismes (Cowan, 1999 ; Lin et al, 2005).

5.3 Activités Antimutagene : les polyphénols isolent de pistacia lentiscus (acide galliques, acide
et di galliques et 1,2,3,4,6-pentagalloylglucose), ont une activité inhibitrice de la mutageénicite
et la génotoxicité dans des essais, in vitro (Bozorgi et al., 2013).

5.4 Activités anti-inflammatoires : la présence des flavonoides dans les différentes parties de
pistacia lentiscus lui confere cette activité anti- inflammatoire, cela par I’inhibition
d’importantes enzymes de régulation. En effet, certains flavonoides sont de puissants
inhibiteurs de la production des prostaglandines, des molécules pro-inflammatoires tres
actives. Cet effet serait d0 a la réduction du métabolisme de I’acide arachidoniques par
I’inhibition de lipo-0Xxygénase, de la cyclooxygénase et de phospholipase A2 (Manthey, 2000
; Bozorgi et al., 2013).

5.5 Activités antioxydants : la richesse des différentes parties de pistacia lentiscus en polyphénols
et en flavonoides lui confére I’activité antioxydante et cela par le piégeage direct des ERO,

I’inhibition des enzymes génératrices d’ERO, la chélation des ions de métaux de transition,
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responsables de la production des ERO et I’induction de la biosynthése d’enzymes
antioxydantes (Halliwell, 1994 ; Atmani et al., 2009 ; Bozorgi et al., 2013).
Tableau Il : Activités biologiques de Pistacia lentiscus

Activités biologiques =~ Plantes Références

Extraits/ composés | Parties

Acide gallique fruits Addelwahed et
P.lentiscus et 1,2,3.4,6- al., 2007
pentagalloylglucose
P.lentiscus Triterpénes résine Assimopoulou et
Antioxydant al., 2005
P. atlantica, Extrait éthanolique  feuilles Benhammou et
P. lentiscus al., 2008
P.lentiscus Extraits feuilles Atmani et al,
phénoliques 2009
Bhouri et al,
P.lentiscus Acide Di gallique fruits 2010
- Aksoy et al,
P.lentiscus Résine 2006
P. atlantica Extrait éthanolique  feuilles Benhammou et
P. lentiscus al., 2008
Antisaicroblenne P.lentiscus, Ether alcochol, feuilles Kordali et al,
P.vera, éther de pétrole, 2003
P. terebinthus éthyle acétate,
chloroforme

P.lentiscus,
P.vera,
P. terebinthus

huiles essentielles

feuilles et résine

Duru et al., 2003

Anti Apoptotique P /entiscus polaires résine Dedoussis et al,
2004
Anti mutagénéses P.lentiscus Acide gallique et fruits Addelwahed et
Et anti cancéreuse 1,2,3.4.6- al., 2007
pentagalloylglucose
Anti-cancéreuse P.lentiscus résine Balan et al,
Extrait éthanolique 2007
Anti-génotoxique P.lentiscus Acide Digallique fruits Bhouri
etal., 2010
Anti-hémolytique P.lentiscus Extraits feuilles Djeridane et al,
phénoliques 2007
P.lentiscus - feuilles Janakat et Al-
Hépatoprotective Merie, 2002
P.lentiscus Extraits aqueux feuilles Ljubuncic et al.,

2005

P.lentiscus

résine

Triantafyllou et
al., 2007
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I-2 Composés phénolique
1. Définition des composés phénoliques

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires spécifiques du régne végetal qui
forment un trés vaste ensemble de plus de 8000 molécules d’une extréme diversité (Edeas, 2008),
allant des molécules phénoliques simple de bas poids moléculaire, tels les acides phénoliques, a
des composés hautement polymérisés comme les tannins (Lugasi et al., 2003). L’élément structural
fondamental qui caractérise toutes ces molécules est la présence d’au moins un noyau benzénique,
auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction
éther, ester, hétéroside (Bruneton, 1999). Plusieurs classes de phénols ont été classées sur la base
de leur squelette.

2. Classification

Selon leur structure de base, les composés phénoliques peuvent étre regroupés en différentes
classes, les plus importantes sont les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins (ElI Gharras,
2009).

Polyphenols
; 1 ; ‘ '
| Flavonoids || Stilbenes | | Phenolic acids Lignans Tanins
Flavonols
Hydroxycinnamic Tanins
Isoflavones id
. hydrolysables

Flavanols and

Proanthocyanidins
y Hydroxybenzoic

Anthocyanidins *  aclds Tanins

condensés

Flavanones

Flavones

Figure 8 : Principales classes de polyphénols (OLIVER et al., 2016).
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Tableau IV : structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre de Structure
Squelette Classification Exemple de
carbones
base
7 Cs-C1 Acides phénols Acide gallique @COOH
)
8 Ce-C2 Acétophénones Gallacetophénone @’{)cm
8 Cs-C2 Acide phénylacétique Acide p- ¢)—O0H
hydroxyphénylacétique
Acides Acide p- O 4~COOH
9 Ce-Ca hydroxycinamiques coumarique
- -y . O O
9 Ce-Cs Coumarines Esculitine w
0
10 Ce-Ca Naphthoquinones Juglone @?
13 Ce-C1-Cs Xanthones Mangiferine
14 C6-C2-Cs Stilbénes Resveratrol
) o o
15 Ce-C3-Cs Flavonoides Naringénine

Promotion 2022

page 11




Etude bibliographie les métabolites secondaires

3. Propriétés biologiques des composés phénoliques
3.1 Propriété antioxydant

C’est la capacité d’une molécule a réduire ou a supprimer 1’oxydation des composés biologiques

par les radicaux libres ou toutes molécules pro-oxydantes (Durand et al., 2003).
3.1.1 Composés phénoliques comme antioxydants

L’activité¢ antioxydant des composés phénoliques dépend du nombre et de la position des
groupes hydroxyles sur le cycle aromatique, de la position de liaison, de la position des groupes
hydroxyles sur le noyau aromatique et de type de substituant (Andjelkovic et al., 2006) et la
glycosylation des molécules des flavonoides. La présence de certains groupes hydroxyles sur le
noyau des flavonoides augmente ’activité antioxydante, les substituants dans les cycles A et B
ainsi que la double liaison 2,3 (instauration) et le groupe 4-oxo dans le noyau C affectent aussi
I’activité antioxydante des flavonoides et la glycosylation des flavonoides diminue leur activité par

rapport a I’aglycones correspondants (Conde et al., 1997 ; Cai et al., 2006).

Plusieurs études et travaux ont montré que les composés phénoliques peuvent agir en tant
qu’antioxydant par différents mécanismes d’action, tels que le piégeage des radicaux libres, la
trempe de ’oxygéne singulier, la chélation des métaux de transition et I’inhibition des enzymes

oxydatives (Chirinos et al., 2008).

Toutes ces réactions provoquent l'inhibition ou la réduction de la formation des radicaux libres.
Elles interrompent la propagation des réactions en chaine par radicaux libres, ou retarder le déebut

ou réduire la vitesse de réaction (Andjelkovic et al., 2006).
3.2 Propriétés insecticide

L’activité insecticide des plantes aromatiques et médicinales s'exerce a deux niveaux : un Eifel
létal sur les populations adultes et une inhibition de la reproduction. Apres extraction des plantes
médicinales, I'étude de l'activité biologique sur les insectes des différentes fractions botaniques
montre que l'effet insecticide n'est pas le fait du seul extrait hydro distille. L'activité protectrice des
plantes médicinales résulte de I'action de plusieurs composes allélochimiques, notamment

terpéniques et poly phénoliques, que les plantes synthétisent au cours du métabolisme secondaire.

Promotion 2022 page 12



Etude bibliographie les métabolites secondaires

3.3 Activité antimicrobienne

L’activité¢ antimicrobienne des composés phénoliques des végétaux et des plantes médicinales
est largement étudiée contre un large éventail de micro-organismes. Parmi les polyphénols, les
flavan-3-ols, les flavonols et les tanins ont recu plus d'attention en raison de leur large spectre et
leur forte activité antimicrobienne en comparaison avec d'autres polyphénols et au fait que la
plupart d'entre eux sont capables de supprimer le facteur de virulence de certain nombre de
microbes telles que I'inhibition de la formation de biofilm, la réduction de I'n6te ligands adhérence
et la neutralisation des toxines bactériennes et montrent une synergie avec des antibiotiques
(Daglia, 2012).

3.4 Activité anti-inflammatoire

In vitro, plusieurs flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de 1’acide
arachidonique plaquettaire. C’est ainsi que la myricétine et la quercétine bloquent I’action des
cyclo-oxygénase et lipoxygénase a des concentrations relativement élevées. A faibles
concentrations, c’est la lipoxygénase qui est inhibée préférentiellement. Certains travaux suggerent
qu’elles posséderaient une bonne activité anti-inflammatoire sans les effets indésirables de type

ulcérogene (Di Carlo et al., 1999).
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1.3  Huile essentiel du lentisque

1. L’huile essentielle
Les huiles essentielles de Pistacia lentiscus L. sont obtenues par hydrodistillation des différentes
parties aériennes de la plante ainsi que de sa résine (Amhamdi et al., 2009). L’huile obtenue
présente un aspect liquide et limpide, elle est de couleur jaune dégageant une odeur aromatique,
trés puissante et pénétrante. Pour 100 g de matiére végétale, le rendement moyen en huile
essentielle peut varier de 0.14 a 0.4% en fonction de I’origine de la plante, la nature de ses parties
utilisées, la période de récolte et la méthode d’extraction (Arab et al., 2014).
Dans le cas de I'huile essentielle de feuille, le rendement était de 0,45% en poids du matériau
chargé (Congiu et al., 2002).
Selon Amhamdi et al., (2009), les principaux composants de I'huile essentielle des feuilles de
Pistacia lentiscus étaient : myrcene (39.2%), limonene (10.3%), gurjunene (7.8%), germacréne
(4.3%), pinene (2.9%), muroléne (2.9%), humuléne (2.6%), epi bicyclosesquiphellandréne (2.5%),
a -pinéne (2.2%).

2. L’huile végétale
L'huile fixe (vegétale) de Pistacia lentiscus L. est une huile alimentaire utilisée a usage culinaire,
cosmétique et médicinale. Le rendement en huile varie de 11,95% (fruits non mares) a 45,97%
(fruits trop mdrs); une différence liée a une augmentation progressive de la teneur en huile des

fruits de Pistacia lentiscus L. au cours du processus de maturation du fruit (Mezni et al., 2014).

L’analyse de la composition chimique de cette huile réalisee par Mekni, (2011) a montré une
prédominance de I’acide linoléique (47.02%), les autres principaux constituants sont par ordre
decroissant d’importance : 3-Undecylphénol (18.86%); acide palmitique (15.64%) et le 3-
pentadecylphénol (14.11%).

3. Physico-chimiques d’huile de Pistacia lentiscus
L’huile de pistachier est caractérisée par une consistance huileuse a aspect allant de liquide a

limpide, elle est incolore a jaune. Son odeur aromatique est tres puissante. Ainsi elle est insoluble
dans I’eau (Tableau V)
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Tableau V : Les propriétes physico-chimiques de I’huile de feuilles de Pistacia lentiscus (Arab

et al., 2014)
Parameétres Résultats
Aspects Liquide, limpide, mobile
Couleur Incolore a jaune
Odeur Intense, herbacée
Hydrosolubilité Insoluble
Consistance Huileuse
Densité a 20°C 0.850 a0.875
Point éclair 39°C
Indice de réfraction a 20°C 1.475-1.485
Rotation optique a 20°C -11°a4°

4. Propriétés biologiques et pharmacologiques de I’huile de feuilles de P.L
Les activités biologiques et pharmacologiques des feuilles de Pistacia lentiscus ont été decrites a
travers plusieurs études scientifiques. Ces activités sont aussi en dépendance de la teneur de la
substance ou de I’ensemble des substances biologiquement actives.

En effet, les feuilles sont pourvues d'action antidiabétique, hépato protective (Mehenni et al.,2016
; Janakat et Al-Meir, 2002), anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique, antipyrétique,
astringente, expectorante et stimulante (Villar et al.,1987 ; Magiatis et al., 1999 ; Kordali et al.,
2003).

1.1 Activité antioxydant
Atmani et al. (2009) ; Bampouli et al. (2015) ; Goli et al. (2005) ; Gardeli et al. (2008), ont
montré que les feuilles de Pistacia lentiscus aient un taux élevé en composés phénoliques qui
possedent une tres bonne activité antioxydante (anti- radicalaire) contre le DPPHe une élimination
du H20; qui est une source de radicaux libres délétéres tels qu’OH et O..

1.2 Activite antibactérienne
Les études de Benhammou et al. (2008) ; Djenane et al. (2011) ont indiqué que la force et le
spectre d'activité variaient entre le type de Gram de bactéries cibles et le mode d’extraction de P.

lentiscus.
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1.3 Activite antimutagéne
L’huile essentielle et les différents extraits des feuilles de Pistacia lentiscus présentent un effet
inhibiteur sur la mutagénicite, en induisant une activité inhibitrice, contre les mutagénes dans des
essais, in vitro (Bozorgi, 2013).

1.4 Activite antifongique
Dans leurs travaux, Kordali et al. (2003) ont démontré la sensibilité de quelques souches fongiques
a lextrait de feuilles de P. lentiscus. Ce dernier est riche en métabolites secondaires qui sont
responsables de I’inhibition de la croissance de Phythiumultimum et Rhizoctaniasolani.

1.5 Activité anti-inflammatoire et anti- ulcéreuse
Les extraits de feuilles de P.lentiscus sont d’excellentes sources de composeés bioactifs, comme les
flavonoides, les tanins et les terpénoides (Romani et al., 2002) , qui aient la muqueuse gastrique
et aussi sont des composés importants a activité anti-ulcereuse, antiinflammatoire, anti-sécrétoires,
gastro-protectrice, cyto-protectrices,et dans le traitement des ulcéres intestinaux ( Dellai et al .,
2013 ; Remila et al., 2015).
Le développement de nouveaux agents antioxydants, anti-inflammatoires et anticancéreux peuvent
étre dues a la présence de composés identifiés qui font de P. lentiscus une source intéressante de
ces activités. Le terpinén-4-ol de I’huile permet d’inhiber les médiateurs de I’inflammation tels que
I’IL-1B, TNF-a et IL-17 (Remila et al., 2015).
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I-3 Stress oxydatif et les radicaux libres :

1.1 Stress Oxydatif :

Le stress oxydant est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules ou un de nos
tissus lorsqu’ils sont soumis a une production, endogéne ou exogene, de radicaux libres oxygénés

qui outrepasse leurs capacités antioxydantes (Sies H. 1991)

L’exces de radicaux libres non neutralisés par les moyens de défense est trés dommageable pour
les macro biomolécules essentielles, entrainant anomalies d’expression des genes et des récepteurs
membranaires, prolifération ou mort cellulaire, troubles immunitaires, mutagenése, dépbts de

protéines ou de lipofuschine dans les tissus (Favier A. 2003)
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Figure 9 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants.

2.1Les radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui porte sur sa couche électronique périphérique
un ou plusieurs électrons non appariés, ¢’est-a-dire non couplés a un électron de spin oppose. Cela
entraine une treés haute réactivité chimique avec les éléments voisins (Leverve, X. (2009) ;
Rochette, L. 2008).

Les especes radicalaires sont électrophiles et vont chercher a arracher un électron a une molécule
voisine afin d’apparier leur électron célibataire. Cet état est donc seulement transitoire, de 1’ordre
de la microseconde (Gambini, J., Granier, R. 2013), car le radical va soit accepter un autre
électron, soit transférer le ou les électrons libres sur une autre molécule (lipide, protéine, acide

nucléique) afin de rapparier son ou ses électrons célibataires et d’obtenir ainsi un état plus stable.
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(Fontaine, E., Barnoud, D., Schwebel, C. and Leverve, X. 2002). Il s’agit donc d’un
intermédiaire de réaction. Cela va entrainer une réaction en chaine qui va produire de nouveaux
radicaux libres car la molécule agressée par le radical libre devient a son tour radicalaire.

Tableau VI : Les especes réactives de 1’oxygéne (ERO)

Nom Symbole chimique
Formes Anion superoxyde 0>
radicalaires .
Radical hydroxyle OH.
Oxvde nitrique NO.
Radicaux peroxyles RO>
Peroxynitrite ONOO
Radical nitrosyle ONOOH
Oxygéne singlet 0>
Formes
non radicalaires Peroxyde d’hydrogéne H-0»

3.1 Conséquences cellulaires du stress oxydant

Les conséquences du stress oxydant seront extrémement variables selon la dose et le type
cellulaire (Fig. 14).
De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et ’expression de protéines d’adhésion,
des stress moyens faciliteront ’apoptose, alors que de forts stress provoqueront une nécrose et des
stress violents désorganiseront la membrane entrainant des lyses immédiates. D’autres
perturbations biologiques sont observées a la suite d’un stress oxydant : baisse de la fluidité des
membranes, anomalies de récepteurs, diminution de la sensibilité a I’insuline, perturbation de
I’immunité cellulaire, fibrose, dép6ts de lipides, affaiblissement musculaire, voire mort neuronale
ou apparition de mutations. De nombreuses anomalies pathologiques sont également induites par
le stress oxydant : mutations, carcinogenése, malformations des feetus, dépdts de protéines
anormales, fibrose, formation d’auto-anticorps, dép6ts de lipides oxydés, immunosuppression
(Favier A, et al 1995)
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Figure 10 : Conséquences pathogenes du stress oxydant.

4.1 Principales affections liées au stress oxydant
4.1.1 Athérosclérose

La formation de plaques athéromateuses est partiellement liée a la peroxydation des lipoprotéines
de basse densité (LDL). Aprés oxydation, les LDL entrainent la transformation des macrophages
en cellules spumeuses. En effet, les LDL natives ne sont pas capables d’induire la formation de
cellules spumeuses mais c’est seulement apres oxydation que les LDL captées par les macrophages
entrainent la formation de cellules spumeuses qui constituent des stries lipidiques qui est la
premiére étape de formation de la plaque d’athérome. (Henriksen, T., Mahoney, E. and
Steinberg, D. (1983). L’oxydation des LDL est une étape clef de la formation des plaques
d’athérome. Il semble que ce soit I’¢lément déclencheur du processus inflammatoire impliqué dans
I’athérosclérose. L’oxydation des LDL débute par I’oxydation des acides gras polyinsaturés. Les
radicaux libres sont capables de capter un atome d’hydrogéne d’une double liaison d’un acide gras
insaturé, provoquant ainsi un réarrangement qui conduit a un diene conjugué. Celui-ci va pouvoir
capter une molécule d’oxygeéne et donner un radical peroxyle (ROQOe¢) trés réactif. Il peut a son tour
réagir avec un acide gras insaturé, ce qui permet la propagation de 1’oxydation.

Les LDL oxydés semblent transformer le NO qui agit comme relaxant vasculaire en peroxynitrite
(ONOO-) qui est un pro-oxydant et cytotoxique. De plus, ce radical libre est dénué d’activité

relaxante sur le systeme vasculaire. (Chung Hy, Yokozawa T, Kim Ms et al. 2000)
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4.1.2 Cancers
Le radical hydroxyle HO+ semble étre le principal responsable des dommages oxydatifs sur I’ADN.
Ces espéces étant tres réactives, celles-ci sont donc générées sur le site de réaction. Certaines
portions de I’ADN présentent des métaux de transition (Fe, Cu) et ne sont pas protégées par les
histones donc ces zones peuvent étre le siege des réactions qui sont catalysées par les métaux de
transition. De nombreux facteurs étant retenus comme cancérigénes agissent en produisant des
espéces radicalaires. (Favier A. 2006)

4.1.3 Diabéte de type 2
Les radicaux libres sont indispensables pour certaines réactions biologiques, notamment la
transduction du signal de I’insuline. Cependant, les radicaux libres peuvent étre impliqués dans
I’insulinorésistance. (Bonnard, C., Durand, A., Peyrol, S., Chanseaume, E., Chauvin, M.,
Morio, B., Vidal, H. and Rieusset, J. 2008). Le diabétique présente donc un équilibre fragile entre
les forces oxydantes et réductrices. (Harani, Harani., Koceir, E., Zenati, A. AND Ouadahi, N.
2014)

4.1.4 Maladies neurodégénératives
Aprés avoir subi des stress oxydatifs, 1’alpha-synucléine (protéine neuronale) semble étre a
I’origine de pathologies neurodégénératives. Dans les démences a corps de Lewy et dans les 1ésions
cérébrales neurodégenératives, 1’alpha-synucléine est retrouvée principalement sous forme nitrée,
ce qui resulte de sa réaction avec des espéces radicalaires. (Giasson, B. 2000). De plus,

I’augmentation des radicaux libres seraient impliqués plus ou moins directement dans le

vieillissement cognitif. (Barouki, R. 2006)

4.1.5 Maladies rhumatismales
Le stress oxydant active des voies de signalisation (protéine kinase C, kinases de stress) et des facteurs de
transcription redox-sensibles comme NF-KB. Aussi, ces genes sont impliqués dans les processus
inflammatoires. Parmi les facteurs impliqués dans I’arthrose, 'IL-1f est I’'une des cytokines les plus
actives. Elle diminue I’expression du collagéne et stimule la production de monoxyde de carbone
qui aboutit a la formation de ONOO- qui attaque directement les téloméres de I’ADN du
chondrocyte. (Afonso, V., Champy, R., Mitrovic, D., Collin, P. and Lomri, A. (2007).
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5.1 Les antioxydants
5.1.1 Definition
Le terme d’antioxydant désigne toutes substances qui presentes a faibles concentration, ont la
capacité de retarder ou d’inhiber significativement I’oxydation d’un substrat (Sathiya et al., 2015).
Ils sont produits dans 1’organisme (endogéne) ou apportes parles aliments (exogenes).
Selon le mécanisme d’action, on distingue les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques
(Park et al., 2001).
5.1.2 Classification des antioxydants
5.1.2 .1. Les antioxydants endogénes
& Les antioxydants enzymatiques
L’organisme posseéde des enzymes qui peuvent métaboliser les ERO (Morena et al., 2002). Les

plus connues sont :

a) La superoxydedismutase (SOD)
La SOD est une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une fonction antioxydante.
C’est I’enzyme antioxydante “anti-O™ ” la plus importante dans toutes les cellules vasculaires car
elle catalyse la dismutation de l'anion superoxyde en eau oxygeénee.
L’absence de cette enzyme peut étre Iétale (Zerargui,2015).

La SOD catalyse la dis mutation de ’0O2" en dioxygéne et H,O> selon la formule suivante :

SOD
202_ +2H+ - H202 + 02
b) La glutathion peroxydase (GPX)

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice mitochondriale.

Elle a pour activité, la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du peroxyde d’hydrogéne
(H202) (Valko et al, 2006).
Lors de cette réaction deux molecules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-

disulfure (GSSG) (Mates et al., 1999), selon les formule ci-apres :

GPX
2GSH (r¢duity + H202 — GSSG(oxyae) + 2H,0

GPX
2GSH (r44uity + ROOH — GSSG(gyyas) + ROH + H,0
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c) La catalase
Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al., 2006). Elle permet

de convertir deux molécules de H20, en H20 et O, selon la formule suivante :

Catalase
[Hzoz + Hzoz _— 2H20 + 02 ]

& Les antioxydants non enzymatiques
a) Glutathion

Le glutathion est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systéemes vivants. Il est
antioxydant par son caractére nucléophile et radicalaire (Baudin, 2006), selon les équations ci-
apres :

GSH +-OH - GS - +H,0
2GS -— GSSG

b) Acide Urique
L’acide urique est un piégeur de 102, des radicaux peroxydés et hydroxyles (RO<2et HO¢), de
I’0zone et de HOCL. La réaction de I’acide urique avec ces ROS génere des radicaux moins réactifs
que HOe

c) Les protéines de stockage des métaux de transition
Des protéines liant les métaux (transferrine, ceruloplasmine, etc.), ’albumine ou 1’haptoglobine
diminuent le taux des ions métalliques libres en les complexant avec en conséquence, une
diminution de leur pouvoir oxydant. A titre d’exemple, la réaction de Fenton entre le fer (cuivre)
et I'eau oxygénée ne se fait pas en absence du métal (Lopez et al.,2005).
5.1.2 .2. Les antioxydants exogéenes
Les antioxydants exogénes sont une source extérieure a I’organisme et permettent de renforcer les
défenses antioxydantes. Cela passe par ’alimentation ; en effet, de nombreux antioxydants sont
présents dans les aliments. Parmi eux, on retrouve de
& Les vitamines
Les vitamines sont des molécules organiques requises en faible quantité indispensable pour le
fonctionnement des voies métaboliques des étres vivants. Elles réagissent sous forme de coenzyme
(Barati et Marechal, 2008).
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> Lavitamine E

La vitamine E est un antioxydant liposoluble désignant un ensemble de 8 molécules organiques, 4
tocophérols et 4 tocotriénols, la forme la plus active étant 1’alpha-tocophérol et celle la plus

abondante dans I’alimentation étant le gamma-tocophérol.

La vitamine E s’incorpore facilement dans les membranes cellulaires et les protege contre
la peroxydation lipidique en neutralisant les radicaux peroxyle, alkyle et alcoxyle (ROOe).
L’alpha-tocophérol est la forme la plus active de la vitamine E. Elle réagit directement sur les
peroxydes ce qui conduit a son oxydation en radical tocophéryle.

La vitamine C et/ou le glutathion réagissent en synergie avec la vitamine E permettant ainsi sa
régeneration par la réduction du radical tocophéryl. (Sesso HD, Buring JE, Christen WG et
al.2008)

Figure 11 : Structure de I'a-tocophérol

> Lavitamine C

La vitamine C ou acide L-ascorbique (AscH) est un antioxydant hydrosoluble, présent sous sa
forme ascorbate anionique (AscH-) au pH physiologique. Elle est capable de réagir directement
sur les DROs et en particulier avec les ions superoxydes O2"* Comme la vitamine E, elle limite la
peroxydation lipidique en piégeant les radicaux peroxyle. Enfin, elle assure la régénération de la
vitamine E par réduction spontanée du radical tocophéryl. (JM. Pullar et al 2013)

& Les composes phénoliques

les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présente dans le regne
végétal. Ils sont caractérisés, comme 1’indique le nom, par la présence d'au moins deux groupes
phénoliques associés en structures plus ou moins complexes, généralement de haut poids
moléculaire. Ces composés sont les produits du métabolisme secondaire des plantes. (Mesh

database, « Polyphenols » sur ncbhi.nlm.nih.gov)
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Il. PARTIE 02 : MATERIEL ET METHODES
Notre présente étude a pour but d’évaluer in vitro [activité antiradiculaire des extraits
méthanolique, éthanolique et également les huiles essentielles d’une espece végétale, Pistacia
lentiscus par le test DPPH. A cet effet, un criblage phyto-chimique a été réalisée sur les extraits
des feuilles du lentisque afin d’identifié les métabolites secondaires responsables de I’activité

antioxydante, de cette plante.

Le travail a été réalisé au niveau du laboratoire de phytopharmacie (SNV) et le laboratoire de génie
chimique département de génie des procedes avec la contribution du laboratoire BIO. Extrapamal

pour I’extraction des huiles essentielle.

La liste des appareils et produits utilisés sont donnés dans I’Annexe N°01

2.1 Récolte de matériel vegétal

La plante pistacia lentiscusa était récoltée le mois d’avril 2022 de la région SIDI MOUSSA, Wilaya
d’Alger, Algérie. (Figure 12)

Figure 12: Pistacia Ietiscus (original Avril 2022)
2.2 Séchage de la plante
Les feuilles de Pistacia lentiscus fraichement récoltées sont séchées a I’abri de la lumiére, dans un
endroit sec et aéré pendant trois semaines.
2.3 Broyage
Une fois séchée ; le matériel végétal a été broyée dans un broyeur électrique jusqu’a I’obtention
d’une poudre, puis conservé dans des flacons, hermétiquement fermés a I’abri de la lumicre, de

I’humidité et de la chaleur jusqu’a son utilisation.

Promotion 2022 page 24



Partie expérimentale

2.4 Préparation des extraits

Matériels et Méthodes

2.4.1 Préparation des extraits méthanolique (MeOH) et éthanolique (EthOH)

Nous avons procédé a I’extraction des polyphénols totaux (PPT) en utilisant la méthode de

macération par solvants organiques (méthanol 96% et éthanol 96%)

L’extrait total est obtenu en ajoutant 10g de poudre a 100 ml de méthanol. Le mélange obtenu est

soumis ensuite a une agitation continue pendant 03 heures a température (T°) ambiante. La

suspension a été ensuite filtrée sur papier wattman N°01, I’opération a été répétée 02 fois. Les

filtrats sont alors évaporés et les résidus obtenus sont conservés a 4°C. (Figure 13)

Nous avons procedé a une deuxiéme extraction identique par I’utilisation de I’éthanol.

10g de poudre végétale
(Poudre des feuilles
de Pistacia lentiscus)

Agitation continue
pendant 3heures du
mélange obtenu.

Erlenmeyer contenant 10g de poudre végétale + 100ml de
solvant (méthanol 96 % et éthanol 96 %)

Filtration de la
suspension obtenue &
I’aide du papier wattman

Des extraits
alcooliques de Pistacia
lentiscus.

Figure 13 : procédes d'extraction des extraits de Pistacia lentiscus. (Original 2022)

Promotion 2022

page 25



Partie expérimentale Matériels et Méthodes

2.4.2 Rendement d’extraction

La premiére quantification a faire est celle du rendement des extraits bruts des feuilles de Pistacia
lentiscus obtenu par la technique de macération.

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids de ballon plein (aprés
évaporation) et le poids de ballon vide (avant le transfert du filtrat a évaporer) (Mohammedi. Z et
al 2010).

[ Rendement (%) = ((Masse d’extrait sec) *100) / (Masse de la maticre végétale). ]

2.5 Criblage phytochimique

L'examen phytochimique est un premier pas dans la recherche des nouvelles molécules
d’origine végétale ayant des activités biologiques et thérapeutiques. Les tests phytochimiques sont
basés sur des essais de solubilités des constituants présents dans la plante vis-a-vis des solvants
organiques de polarité différente et des réactions de coloration spécifique et de préecipitation. Les
résultats qualitatifs sont classés en :

% Reéaction trés positive +++ : Présence confirmee.
% Reéaction positive ++ : présence modérée.
% Reéaction plus au moins positive + : présence en tant que trace.

% Reéaction négative - : absence.

Ces tests phytochimiques sont réalisés pour identifier les métabolites secondaires existant dans la
plante. Les tests sont effectués sur I’extrait végétal de la poudre des feuilles de Pistacia lentiscus.
2.5.1 Test des Flavonoides

1 ml de I’extrait on ajoute quelques gouttes HCL concentrer et quelques mg de magnésium (Mg) la
présence des flavonoides est confirmée par I’apparition de la couleur rouge ou orange (Karumi et
al ,2004)

2.5.2 Test des polyphénoles

0.2 ml d’extrait sont ajoutés a 0.8 ml de la solution de carbonate de sodium Na>COz (7.5%) apres
agitation 1 ml de la solution de folin-ciocalteu est ajoutée a I’ensemble apre 20 min d’incubation a
l'obscurité. L’apparition de la couleur bleue confirme la présence des polyphénols (Heilerova, |,

buckova, m., tarapci, p., silhar, s., & labuda, j. 2003).
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2.5.3 Test des Tannins

Dans un tube a essai, 2ml de chaque extrait est ajouté au trichlorure de fer (FeCls) a 1%. Ce test permet
de détecter la présence ou ’absence des tannins. L’apparition d’une couleur bleu noir confirme la

présence des tannins galliques (tannins hydrolysables) et la couleur bleue verdatre pour la présence des

tannins catéchiques (ou tannins condensés). (Karumi et al ,2004)

2.5.4 Test des Saponines

La détection des saponines est réalisée en ajoutant 5 ml d’eau a 2,5 ml de I’extrait. Par la suite, cette
solution est fortement agitée. Aprés 15 min de repos. La détection des saponines se traduit par la

persistance d’une mousse d’au moins 1 cm apres les 15 minutes. (N’Guessan et al,2009).

2.5.5 Test des Terpenoides

Ce test consiste & ajouter 2ml de CHCIs chloroforme, et 3 ml d’acide sulfurique concentré a 5 ml de
chaque extrait. La présence des terpenoides est confirmée par la formation de deux phases et un couleur

marron a I’interphase (Edeoga et al ;2005)

2.5.6 Test des quinones libres

Sur un volume de chaque extrait quelque gouttes de NaOH a 1% sont ajoutées I’apparition d’une

couleur qui vire au jaune rouge ou violet indique sa présence (Oloyede ;2005)
2.5.7 Test des Alcaloides
Préparation de réactif de Mayer

Dissoudre 1,358 g d’HgC12 dans 60ml d’eau distillée puis 5g de Kl dans 10ml d’eau distillée.

Mélanger des deux solutions et ajuster le volume total a 100ml. (Bruneton, 1999).
Préparation de réactif de Wagner

Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de Kl et 1.27g de 12. Le volume obtenu et ajusté a 100ml
avec I’eau distillée. 1.3.1.7 Les oses et holosides 1 ml de chaque extrait et 5 ml d’éthanol donnent un

aspect floconneux en présence des mucilages (Bruneton, 1999).

Pour chaque extrait on réalise la procédure suivant : on ajout 5Sml d’HCL 1% a 1ml de chaque extrait

le tout et chauffé au bain marie puis en divise chaque extrait en deux volumes égaux un volume qui
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est traites par le réactive de Mayer et I’autre part par le réactive de Wagner la formation d’un

précipite blanc ou couleur brun révéle la présence des alcaloides (Majob et al ;2003)
2.6 L’extraction des huiles essentielles

Les parties aériennes (feuilles, tiges) de I’espéce Pistacia lentiscus, sont soumises a une hydro-

distillation a l'aide d'un alambic en utilisant le feu comme source de chaleur.

» L’opération consiste a immerger une quantité de la masse végétale (14 Kg) dans un alambic

rempli d'eau (20 litre) placé sur une source de chaleur ; le tout est ensuite porté a ébullition.

» Les vapeurs chargées de I'huile essentielle passant a travers le réfrigérant ou aura lieu la

condensation.

» Les gouttelettes d’huiles ainsi produites s’accumulent dans le tube rempli au préalable d’eau
distillée, en raison de la différence de densité, I’huile surnage a la surface de I’eau, récupérée,
elle est séchée par un déshydratant (sulfate de sodium) pour éliminer le peu d’eau susceptible
d’avoir été retenue dans I’huile. L’hydro-distillation dure 4 heures. (Figure 14)

> Les huiles essentielles obtenues sont conservées dans des flacons, la quantité obtenue de

I’essence a été pesée afin de pouvoir calculer son rendement.

AN ¥

Peser 14 Kg de pistacia lentiscus Immerger la masse végétale dans un Les vapeurs hétérogenes
sont condensées dans un
refrigérant

alambic rempli d'eau

{5 huile essentielle

{ de lentisque

L’huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple
différence de densité. Obtention du I’huile essentielle

Figure 14 : protocole obtention de I’huile essentielle de lentisque (originale 2022) BIO.Extrapamal

Promotion 2022 page 28




Partie expérimentale Matériels et Méthodes

2.6.1 Rendement de I’huile essentielle
Ce rendement est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poids de la matiére séche de la
plante (Carre, 1953 In Bekhchi, 2002), est calculé par la formule suivante :
[R (%) = PB/ PA* 100]
R : Rendement en HE en %.
PB : Poids d’HE en g.
PA : Poids de la plante en g.

2.7 Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

2.7.1 Dosage des phénols totaux

L’étude quantitative des extraits alcooliques, préparés a partir de la partie aérienne de Pistacia
lentiscus au moyen des dosages spectrophotomeétriques avaient pour objectif la determination de la
teneur des polyphénols totaux et des flavonoides. La raison principale pour le choix de ces
métabolites réside dans le fait que la majorité des effets pharmacologiques sont dus a la présence
de cette catégorie de molécules.

2.7.1.1 Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune, constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (WO4?) et d’acide phosphomolybdique (M00O4?). Il est réduit, lors de
I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleus de tungsténe et de molybdéne, ce qui aide
a doser les phénols dans le visible a une longueur d’onde de 765nm (Ribéreau-Gayon, 1968).
2.7.1.2 Mode opératoire

Le protocole de dosage des polyphénols totaux est illustré dans la figure N°15.

’ | . .
200 pl d'éxtrait . ' 1ml de réactif de Folin

(10 fois dilug) ‘ Incubation 5 min

Incubation de 45 minutes a ‘ Agitation | 0,8 ml d'une solution de carbonate
T° ambiante et a de sodium (7,5 %)
Pobscurité.
Lecture a
765 nm

Figure 15 : Dosage des polyphénols totaux (Boizot et Charpentier (2006).)
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2.7.1.3 Teneur en polyphénols totaux

Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits de Pistacia lentiscus L., est calculé a partir d’une
droite d'étalonnage linéaire (y= a x +b), établie avec des concentrations précises d'acide gallique
(0-100ug/ml) comme standard de référence. La courbe d’étalonnage de ’acide gallique a été tracée
en prenant la concentration (ug/ml) en fonction de I’absorbance et le coefficient de corrélation R?

=0,9763). Fonction linéaire de courbe d’étalonnage d’acide gallique : Y=0.0091X

2.7.1.4 Courbe d’étalonnage des phénols

La courbe d’étalonnage standard est obtenue a partir des solutions d’acide gallique de différentes
concentrations. On introduit 0.2 ml de chaque solution précédente a I’aide d’une micropipette dans
des tubes a essai. On additionne 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (diluée 10 fois). Apres
incubation pendant 2 minutes, 0.8 ml de carbonates de sodium a 7.5% sont ajoutés puis maintenus
a ’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. L’absorbance de chaque solution a été
mesurée a une longueur d’onde de 760 nm contre un blanc préparé de la méme maniere sauf qu'il
ne contient pas d'acide gallique. Les lectures de la densité sur un spectrophotometre, des solutions

ainsi préparées ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de I’acide gallique. (Figure 16)

& Les concentrations
C pg/ml C0=0 C1=20 C2=40 C3=60 C4=80 C5=100
A 0 0.2678 0.4051 0.5315 0.6765 0.9355

y = 0,0091x
Absorbance a 765 R?=0,9763

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 20 40 60 80 100
Acide gallique (png/ml)

Figure 16 : courbe d'étalonnage de I’acide gallique
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2.7.2 Dosage des flavonoides

2.7.2.1 Principe

La méthode repose sur I’aptitude des flavonoides a chélate les métaux (fer etaluminium), cette
propriété est propre aux groupements hydroxyles des phénols flavonoides capables de donner un

complexe en présence d’aluminium (chlorured’aluminium) (Ribéreau-Gayon, 1968).
2.7.2.2 Mode opératoire

La méthode utilisée est celle décrite par Bahorun et al., (2004). Un volume de 1 ml de I’extrait est
mélangé a 1ml de la solution de trichlorure d’aluminium AICI3 a 2% (dans I’éthanol). Apres
incubation a I’obscurité pendant 15 min et a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 430
nm.

2.7.2.3 Courbe d’étalonnage des flavonoides

Une solution méthanolique de quercétine a eté préparée. Des solutions filles préparées a partir de
la solution mére a différentes concentrations comprises entre 0 et 100 pg/ml, permettront de tracer

la courbe d’étalonnage. (Figure 17)

& Les concentrations :

C ug/ml C0=0 Cl=25 C2=50 C3=75 C4=100
A 0 0.20 0.42 0.64 0.92
Absorbance a 430 }/{z: :06(?85?;

1
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

0 20 40 60 80 100 120

Quercétine (pg/ml)

Figure 17 : courbe d'étalonnage de geurcétine
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2.7.2.4 Teneur en Flavonoides

La quantification des flavonoides contenus dans les extraits de Pistacia lentiscus L. a été faite en
fonction d’une droite d’étalonnage linéaire (y= a x+b) réalisé par un standard étalon « la quercétine
(0-100ug /ml) ». La courbe d’étalonnage de quercétine a été tracée en prenant la concentration
(ug/ml) en fonction de 1’absorbance et le coefficient de corrélation R? = 0,9763. Les résultats sont
exprimés en microgrammes d’équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/ mg

Ext). Fonction linéaire de courbe d’étalonnage de quercétine : Y=0.0089X

2.8 Evaluation de I’activité antioxydante

2.8.1 Pouvoir antiradicalaire (Piégeage du radical libre DPPH)

2.8.1.1 Principe

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution. Il présente une absorbance caractéristique
dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm. Sa couleur disparait rapidement lorsque le DPPH
est réduit en diphényle picryl-hydrazine (jaune) par un composé a propriété anti radicalaire,
entrainant ainsi une décoloration (Figure 18). L’intensit¢ de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(Sanchez-Moreno, 2002).

NO, NO,
. H
O:N N—N + A-H—— O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure 18 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Teixeira et al., 2013).
2.8.1.2 Mode opératoire
Pour réaliser 1’analyse, 2,9 ml de la solution ethanolique de DPPH (0,025 g/I) est ajoute 4100 pl de
la solution de chaque extrait a différentes concentrations (25, 50, 100 et 200 pug/ml). Le mélange

est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés & température ambiante et a I’obscurité
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pendant 30 minutes. La longueur d'onde d'absorption maximale a été préalablement déterminée.
Toutes les lectures sont effectuées a 515 nm (Popovici C., Saykova I., & Tylkowski B., 2009).

Le protocole d’évaluation du pouvoir antiradicalaire est illustre par la figure (19).

R

100 pl de Pextrait (25, 50, 100 et
200 pg/ml)

v

Incubation pendant 30 min a
température ambiante et a
Pobscurité

v

Lecture a
515 nm

Figure 19 : protocole d'étude de l'activité antiradicalaire

Le pourcentage d’activité antioxydante (1%) est calculé selon la formule suivante :

[I% = {(A blanc — A éch) /A blanc }} x 100}

Avec :
Aulanc : Représente 1’absorbance du DPPH au temps zéro avant I’addition de 1’échantillon
(Huile essentielle, extrait ou témoin) a une concentration donnée ;

Acch: Absorbance de I’échantillon testé apres 30 min.

2.9 Détermination de la concentration inhibitrice de 50 % des radicaux (1C50)

L’ICso (concentration inhibitrice de 50 %) appelée aussi ECso (Efficient concentration50), est
définie comme étant la quantité ou la concentration d’antioxydants nécessaire pour inhiber ou faire
disparaitre 50 % des radicaux libres. Elle est obtenue a partir de I’équation de la courbe de I’activité
antioxydante (%) en fonction de la concentration de I’antioxydant. La capacité antioxidante d’un

composé est d’autant plus élevée que son ICsg est petite (Molyneux, P. 2004).
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I1l. PARTIE 03 : Résultats et discussion

3.1 Résultats des rendements de ’extraction

3-1-1 Rendement des extraits alcoolique

Le rendement d’extraction a été calculé pour la poudre végétale (feuilles de Pistacia lentiscus) et
les résultats obtenus par les calculs de rendements des deux extraits sont présentés dans le tableau
suivant :

Tableau V11 : le rendement d'extraction des extrait éthanoliques / méthanoliques de P.lentiscus

Feuilles de Pistacia lentiscus Extrait Extrait

éthanolique | méthanolique

Masse de I'extrait sec (g) 2.82 ¢ 5.09¢
Masse du matériel végétal (poudre) sec (g) 10 ¢ 10 ¢
Rendement de I’extraction (%) 28,2% 50.9%

Plusieurs solvants organiques peuvent étre utilisés pour I’extraction des composés phénoliques. Le
méthanol s’avére le meilleur solvant, car il permet d’obtenir un meilleur rendement d’extraction et

il posseéde 1’avantage d’étre plus facile a éliminer.

Les résultats obtenus ont montré que 1’extrait méthanolique des feuilles de la plante a représenté le
rendement le plus élevé (50.9%0) par rapport au poids total de la poudre végétal, suivi par 1’extrait

éthanolique des feuilles avec un rendement de (28. 2%0).

Les résultats des rendements des extractions obtenus dans la présente étude sont proches de ceux
rapportés par Berboucha et al., (2010) et Remila et al., (2015). En effet, il est difficile de
comparer les résultats obtenus avec ceux de la bibliographie car le rendement n’est que relatif et
dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée (Lee et al.,
2005).
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3-1-2 Rendement en huiles essentielles

Tableau IX : le rendement en huile essentielle

Organes feuilles de Pistacia lentiscus

Rendement d’extraction (%) 0.22 %

Le rendement en huiles essentielles de feuilles de lentisque est de 0,22% de la matiére séche de la
plante. Les huiles essentielles obtenues présentent un aspect liquide et limpide, elle est de couleur
jaune dégageant une odeur aromatique, trés puissante et pénétrante.

Sur 14Kg de feuilles de lentisque on a pu extraire une dose de 31 g de I’huile essentielle. Le
lentisque présente un rendement en huile essentielle faible. Il a fallu une grande quantité de la
masse végetale pour obtenir une quantité optimale a analyser. Ceci corrobore avec les résultats
obtenus par Dob et al., 2006 qui étaient de I’ordre de 0,11% a 0,20 % et celui deAmhamdi et al.,
2009 (0,14%). Selon ces auteurs cette faible teneur serait probablement due a I'age de la plante,
au mode d’extraction, a la période et a I'endroit de récolte, a la partie de la plante utilisee sans
négliger la nature méme de cette plante aromatique.

Le rendement moyen de I’huile essentielle des feuilles de P. lentiscus (L.) extraite par
I’hydrodistillation varie d’une localité a une autre ; il est de 0.32% a Tipaza (Meghaz et al., 2015),
de 0.25% dans la région de Boumerdes (Arab et al. 2014), de 0.07 % pour les feuilles collectées
dans la région de Tlemcen (Benhammou et Atik-Bekkara, 2009).

En effet, les différences constatées peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs. La diversité
interspécifique ; la nature des organes sur lesquelles les huiles ont été extraites, la localité ou sont
récoltés les échantillons, sont autant de parametres qui peuvent avoir une influence sur le
rendement en huile (Rodolfo et al., 2006).

3.2 Resultats des tests phytochimiques

Les tests préliminaires qui ont été effectué sur le matériel végétal sec et broyé nous ont permis de
mettre en évidence certains métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante.
La révélation de ces composés est basée sur plusieurs essais soit de solubilite, de précipitation des

constituants ou bien des tests colorimétriques.

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés sont illustrés dans le tableau suivant :
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Tableau X : Les résultats des tests phytochimiques (Original 2022)

Les composés

Extrait
Ethanolique (EthOH)

Extrait
Meéthanolique(MeOH)

Coloration et
observation

Flavonoides (+) +++)
Lapparition de la couleur
rouge ou orange
Tannins +++) +++)
L’apparition d’une couleur
bleu Noir
Les Alcaloides (++) ++)
La formation d’un couleur
brun
> |
Saponosides ++4+) +++)
La formation d’une mousse
d’au moins 1 cm
Les terpénoides ++4+) +++)
La formation d’un couleur
marron
Quinones libres (-) (=)

vire au jaune rouge
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Polyphénols (+++) (+++) \‘ \ |

L’apparition de la couleur

bleu

Les résultats du tableau (X) montrent la richesse de I’extrait méthanolique en flavonoides en
tanins, saponosides, terpénoides et en polypenhénols. Cependant on note une présence moyenne
en alcaloides et une absence totale des quinones libres. En revanche I’extrait éthanolique est
caractérisé par une forte présence en tanin, en saponosides, en terpénoides et en polyphénols. Une
présence moyenne en alcaloides, une faible présence en flavonoides et une absence totale en
quinones libres.

Les différences de composition en métabolites secondaire entre les deux extraits peuvent étre
interprétées par le degre de solubilisation relatif aux solvants utilisés.

Les familles chimiques détectées sont comparables avec celles soulignées dans les résultats de
certains travaux antérieurs (Wu et Prior, 2005 ; Longo et al., 2007 ; Atmani et al., 2009 ;
Tomaino et al., 2010 ; Hamad et al., 2011, Hamad et al. 2001, Cheurfa.,2015, Saiah et al., 2015)
Benhammou et al., 2008 ; Rodriguez-Pérez et al. 2013 ; Arabi et Boucherguine, 2013 ; Zitouni
et al., 2016) réalisés sur la méme plante.

Ces auteurs ont souligné que les extraits de la plante sont tres riches en polyphénols, tanins,
terpénoides, flavonoides de saponines, moyennement riche en alcaloides et une absence des
quinones libres.

L’absence des quinones libres dans les extraits de la plante a été soulignée par (Hemma et al.2018).
En revanche les travaux de (Arab et al, 2014 ; Messouadi et al. 2017 soulignent I’absence des

alcaloides et des saponosides.

Cette différence dans le profil chimique des extraits est due a plusieurs facteurs tel que : la nature

du solvant, la situation géographique, la période de récolte et la méthode d’extraction.
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3.3 Résultats de dosage des polyphénols et flavonoides

Les résultats de dosage des composer phénolique sont représentés dans le tableau (XI)

Tableau X1 : Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides

Extraits

Teneur en
Polyphénols
mg EAG/g extrait

Teneur en
Flavonoides
mg EQ/g extrait

Extrait éthanolique

185.96

29.32

92.45

20.36

Extrait méthanolique
. |

Selon les résultats obtenus dans le tableau (XI), on remarque que la quantité des composés

phénoliques et des flavonoides des feuilles de P. lentiscus dans les extraits éthanoliques (185.96
mg EAG/g de MS) et (29.32mg EQ/gr de MS) est plus élevée par rapport a celle de I’extrait
méthanolique (92.45 mg EAG/g de MS) et (20.36mg EQ/gr de MS).
D’autres travaux réalisés par Iratni (2016) ayant étudiee la teneur en polyphénols totaux PPT de
P. lentiscus par extraction aqueuse, ont obtenus une moyenne de 119,77 mg EAG/g de MS. Atmani
et al. (2009) ont confirmé que les feuilles de P. lentiscus sont plus riches en phénols totaux avec
une valeur de 136.25 mg /g. En outre, Rached (2009) a trouvé que la teneur en PPT de I’extrait
aqueux des feuilles de P. atlantica et P. lentiscus est respectivement de 391.93 mgEAG /g et 349.84
mMgEAG /g. Ces résultats sont largement plus élevés que ceux que nous avons obtenus. Atmani et
al., (2009) soulignent, que les feuilles de Pistacia lentiscus, récolté du Bejaia sont plus riches en
phénols totaux (136.25 mg Eq AG / g d’extrait), cependant elles ont été caractérisées par une faible
teneur en flavonoides (12.93 mg E quercétine/ g d’extrait)

En effet, les polyphénols constituent un groupe important de substances naturelles
largement répandues dans le regne végétal. Plus de 8000 structures phénoligues allant de molécules
simples a des composés hautement complexes ont été identifié. La biosynthese et I’accumulation
des phénols dans les plantes, varie quantitativement et qualitativement non seulement d’une espéce
végétale a ’autre mais aussi en fonctions des conditions climatiques et édaphiques dans lesquels

évoluent les plantes (Urquiaga I. et Leighton F. 2000).
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L’activité biologiques des molécules phénoliques et les plantes qui les contiennent varient
aussi en fonction des variations structurelles qui entrainent, souvent des modifications sur le plan
des interactions moléculaires avec les constituants biologiques, notamment les protéines et les
lipides. L’action pharmacologiques des composés phénoliques est liée a deux propriétés ; leur
capacité a se lier avec les protéines, ce que peut conduire a I’inhibition de I’activité enzymatiques
de beaucoup d’enzymes notamment les lipoxygénases et les peroxydases impliqués dans la genése
des ERO et d’autre part, leur caractére antioxydant qui permet de neutraliser les formes activées de
I’oxygene ou les radicaux libres a caractére toxiques issus du métabolisme notamment la

peroxydation des lipides (Macheix J 2005).

3.4 Résultats de I’évaluation de Dactivité antiradiculaire des composeés

phénoliques et des huiles essentielles par le teste DPPH

Le radical DPPH. est largement utilisé pour examiner la capacité des composés d’agir en tant que

piégeurs des radicaux ou donateurs d’hydrogene pour évaluer I’activité antioxydante.

NB : Pour obtenir des résultats corrects en tracant les courbes de l'activité antioxydante (linéaire)

une quantité importante de solution DDPH doit étre disponible
3.4.1 Reésultats de ’activité antiradicale

Les résultats de ID’activité antioxydante des composer phénolique et I’huile essenticlle sont
représentes dans le tableau (XI11 ; X111 ; XI1V)

Tableau XII : résultats de ’activité anti radiculaire des composes phénolique de 1’extrait (MeOH)

Extrait 1Méthanolique

Concentration 25 pg/mi 50 pg/mi 100 pg/mi 200 pg/ml
Absorbance 0.654 0.647 0.652 0.648
Activité
. 21.49% 22.33% 21.73% 22.21%
antioxydant

Tableau X111 : résultats de I’activité antiradiculaire des composes phénolique de I’extrait (EthOH)

Extrait 2 Ethanolique

Concentration

25 pg/mi

50 pg/mi

100 pg/mi

200 pg/ml

Absorbance

0.052

0.074

0.030

0.060
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Activité
. 93.75% 91.11% 96.39% 92.79%
antioxydant

Tableau X1V : résultats del’activité antiradiculaire des huiles essentielles (HE)

Extrait 3L’huile essentielle

Concentration 25 pg/mi 50 pg/mi 100 pg/mi 200 pg/ml
Absorbance 0.525 0.321 0.449 0.356
Activité
. 36.98 % 61.46% 46.10% 57.26%
antioxydant

Inhibition% % extrait 1(MeOH) R?=0,9686
70

60 =
50

40 /

30

e

10

0 100 200 300 400 500 600 700
concentration (mg/ml)

Figure 24 :Activité antiradicalaire d’extrait (MeOH) de Pistacia lentiscus vis-a-vis le radical DPPHe.

Inhibition% % extrait 2 (EthOH) R?=0, 9072

120
100

. /0/740
60 /
o
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0 T T 1
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concentration (mg/ml)

Figure 25: Activité antiradicalaire d’extrait (EthOH) de Pistacia lentiscus vis-a-vis le radical DPPHs.
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Inhibition% % extrait 3 (HE) R?=0,9994
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Figure 26 : Activité antiradicalaire de I’huile (HE) de Pistacia lentiscus vis-a-vis le radical DPPHe.

3.4.2 Résultat de la concentration inhibitrice de 50% des radicaux libres 1C50%

Tableau XV : les ICso des extraits du Pistacia lentiscus

Extrait 1(MeOH) Extrait 2 (EthOH) Extrait 3 (HE)
I Cs0(mg/ml) 432,84 15,54 136,11

Selon ces résultats, (Tableau XI1I et fig 24), on constate que I’activité antiradiculaire de 1’extrait
méthanolique atteint respectivement 21.49% a la concentration 25ug/ml, 22.33% a la
concentration 50ug/ml, 21.73% a la concentration 100ug/ml et 22.21% a la concentration
200ug/ml.

En effet ’activité antiradiculaire de I’extrait éthanolique (Tab X111 et fig 25) atteint respectivement
93.75% a la concentration 25ug/ml, 91.11% a la concentration 50ug/ml, 96.39% a la
concentration 100ug/ml et 92.79% a la concentration 200ug/ml.

L’activité antiradiculaire des huiles essentielles tableau (XIV et fig 26) atteint respectivement
36.98% a la concentration 25ug/ml, 61.46% a la concentration 50ug/ml, 46.10% a la
concentration 100ug/ml et 57.26% a la concentration 200ug/ml.
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Ces résultats montrent que I’extrait éthanolique présente une bonne activité antiradiculaire,
cependant I’extrait méthanolique manifeste une activité faible. En revanche, les huiles essentielles
présentent une activité antiradiculaire moyenne.

L’extrait éthanolique a la concentration 100 pg/ml a affiché 1’activité antiradiculaire la plus
élevée (96.39%). Cependant I’activité antiradiculaire la plus faible a été enregistrée avec 1’extrait
meéthanolique (21.73%).

La concentration minimale inhibitrice de ’extrait éthanolique atteint 15.54%, cependant cette

concentration atteint 136.11%b pour les huiles essentielles et 432.84% pour 1’extrait méthanolique.

L’extrait éthanolique de Pistacia lentiscus a montré une trés bonne activité antiradiculaire et
dont pourcentage atteint 96.39% a concentration de 100 ug/ml, ce qui montre que ce dernier est
actif vis-a-vis le radical DPPHe. D’autre part, on constate également que les huiles de Pistacia
lentiscus ont montrées une bonne activité antiradiculaire dont le pourcentage de I’activité
antiradicalaire atteint 61.46 % a concentration de 50pg/ml, ce qui montre que 1’huile de Pistacia

lentiscus sont présentent une activité antiradiculaire moyenne active vis-a-vis le radical DPPHe.

Comparativement a la littérature, nos résultats montrent des activités antiradiculaires éleveés
comparativement a celle obtenues par travaux de Benhammou et al., (2006) qui ont montré que la
IC50 des huiles essentielles des feuilles Pistacia lentiscus (Station de Ain Fezza) atteint une valeur
est de I’ordre 15,63 mg/g.

Les résultats obtenus par Charef, (2011), ont montré que les huiles des fruits rouges et noirs de
P. lentiscus L. présentent un effet scavenger tres important C150=11,68mg/ml pour les huiles des
fruits noirs et IC50 =1,077mg/ml pour les huiles des fruits rouges.
Les résultats de I’activité antiradiculaire réalisés par le test de DDPH par Ferradji, (2011) ont
montré que 1’extrait éthanolique des feuilles présente un effet antioxydant remarquable vis-a-vis
du radical DPPH. En effet, les extraits éthanolique et aqueux des feuilles présentent des C150 de
(4,23+0,14 et 51,66+3,91 g/ml respectivement)
Djidel et al. (2013) soulignent que I’extrait des feuilles de P.lentiscus L. possede une importante
capacité de piégeage du radical libre DPPH caractérisé par une CI50 égale a 0,0068 + 0,001mg/ml.
Alhadi et al. (2018) montrent que les feuilles de P. lentiscus L. possedent une capacité élevée de

piégeage de la DPPH estimé par 95%.
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En effet, les principaux composés phénoliques végétaux mis en évidence dans I’extrait et les
HE de la plante en ’occurrence les acides phénols simples, des flavonoides, isoflavonoides et des
composés apparentés (anthocyanes) conférent a la plante des propriétés anti-oxydantes.

Les flavonoides sont considérés comme des agents antioxydants tres puissants en raison de
leur structure, se rapportant en particulier a la position des groupements hydroxyles sur les noyaux
aromatiques et la capacité de ces composés a supporter une délocalisation électronique. Ces
dernieres années, un intérét particulier a €té accordé aux propriétés antioxydantes des flavonoides,
qui seraient attribuées a leur capacité a piéger directement les radicaux libres et leur pouvoir a
chélater les ions métalliques impliqués dans la production des espéces oxygénées réactives (EOR)
(Liyana-Pathirana C.M. and Shahidi F. 2006), (Wang D., Tang W., Yang G.M. and Cai B.C.
2010), (SooCheon C., Jai-Heon L. and Sang U.P. 2013).

Les flavonoides sont connus aussi par leur capacité a inhiber quelques enzymes en
particulier les oxydases et les peroxydases. Ils sont capables d’inhiber la peroxydation lipidique
causée par les ERO dans la bicouche phospholipidique des membranes biologiques. Du fait de leur
caractére hydrophile, les flavonoides peuvent interférer avec les réactions en chaine a I’interface
des membranes et prévenir ainsi la propagation de ces réactions (Cillard J. and Cillard P. 2006).
Certains flavonoides, peuvent chélater des ions metalliques de transition responsables de la
formation de ERO ce qui inhibe Les lipo-oxygénases qui catalysent 1’oxydation d’acide
arachidonique en acides gras polyinsaturés (Pietta P.G. 2000) (Halbwirth H. 2010) (Mladinka
P., Zatloukalova L., Filipsky T. and Hrdina R. 2010).

Les flavonoides exercent leur capacité antioxydante au travers de la stimulation ou de la
protection des systémes antioxydants endogenes. En effet, ils sont capables de piéger les radicaux
libres et d'activer les autres antioxydants présents dans 1’organisme. Cette méme activité
antioxydante leur permet de réguler les radicaux comme l'oxyde nitrique ce qui favorise une bonne
circulation sanguine, coordonne l'activité du systeme immunitaire avec celle du cerveau et module
la communication entre les cellules de ce dernier (Ross J.A. and Kasum C.M. 2002).

Les chercheurs soulignent que les antioxydants agissent comme des nettoyeurs a radicaux
libres en prévenant et en arrangeant les dommages causés par les ROS (Reactive Oxygen Species)
(Fraga, C.G., Motchnik, P.A., Shigenaga, M.K., Helbock, H.J., Jacob, R.A., Ames, B.N. 1996).
Les radicaux libres sont produits lorsque les cellules utilisent I’oxygeéne pour produire de 1’énergie

sous forme d’ATP.

Promotion 2022 page 43



Partie expérimentale Résultats et discussion

L’organisme développe plusieurs stratégies pour contrer le stress li¢ a Iactivité oxydative
en produisant les antioxydants in situ ou grace a un apport alimentaire (Ebrahimzadeh, M.A.,
Nabavi, S.M., Nabavi, S.F., Bahramian F., Bekhradnia, A.R. 2010). lls peuvent ainsi activer la
défense immunitaire et réduire les risques de développement des cancers et des maladies
dégénératives. Plus récemment, les chercheurs ont mis en évidence le réle des substances
antioxydantes dans I’inhibition de la propagation des réactions impliquant les radicaux libres
(Terao, J., Piskuda, M.K. 1997).




Conclusion




Conclusion et perspective

CONCLUSION

La biodiversité présente un impact important sur le fonctionnement des écosystemes. En effet,
plus un écosystéme est riche en espéces plus, il est apte a résister et a faire face aux perturbations.
Ainsi, plusieurs travaux ont mis en évidence les réles écologiques des composés phénoliques des
plantes. En effet, source de protection contre les facteurs biotiques et abiotiques, ils conferent aux
espéces végétales une bonne capacité d’adaptation dans les environnements les plus défavorables.
Par ailleurs, les plantes riches en composés phénoliques sont connues pour leurs vertus
thérapeutiques représentant un atout économique dans le domaine de la pharmacothérapie
puisqu’elles constituent une précieuse alternative aux substances médicamenteuses de synthése.
Notre présente étude s’est intéressée au criblage phytochimique, le dosage des composés
phénoliques et I’estimation de D’activité antiradiculaire de Pistacia lentiscus, une espéce tres
représentative de la végétation algérienne.

L objectif de ce travail est de déterminer le lien entre la composition phytochimique de la plante
et son pouvoir antioxydant. En effet, nos résultats ont mis en évidence la présence au niveau des
extraits alcoolique éthanolique et méthanolique plusieurs métabolites secondaires notamment les
phénols, les flavonoides, les tanins et les terpenoides. Ces métabolites secondaires procurent a la
plante plusieurs vertus thérapeutiques, antioxydants, anti-inflammatoires, antimitotiques,
hypoglycémiants.

L’extrait éthanolique et les HE de la plante ont exhibent un pouvoir antiradiculaire important
d’¢élimination des radicaux libres. Actuellement, le stress oxydant est lié a de nombreuses
pathologies, par exemple I’athérosclérose, les cancers, le diabéte de type 2, les maladies
neurodégénératives et rhumatismales. C’est pour cela que la recherche sur les antioxydants dans
les plantes s’est beaucoup développée ces derniéres années, afin de permettre de trouver les
meilleurs antioxydants possibles dans 1’espoir de protéger notre santé et méme guérir ces
différentes maladies.

D’autre part, I’alimentation joue un role trés important dans 1’apport en antioxydants exogenes qui
vont venir soutenir ’effet des antioxydants endogenes.

En effet, les antioxydants sont principalement apportés par les végétaux, on y retrouve notamment
les polyphénols (acides phénoliques, flavonoides, lignanes, stilbenes), les vitamines (vitamine E,

vitamine C et vitamine A) ainsi que les oligoéléments (cuivre, manganese, sélénium et zinc).
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C’est en ce sens que I’étude de D’activité antioxydante des plantes est aujourd’hui devenue

importante, car on peut retrouver dans les végétaux de puissants antioxydants.

Cette étude reste préliminaire, elle nécessite d’autres études approfondies pour mieux comprendre

les vertus antioxydant de cette plante. Méme des études a I’échelle moléculaire sont nécessaires

pour déterminer, d’une part les composés de la plante qui peuvent étre responsables de tels effets

et d’autre part et le mécanisme absolu par lequel ces composées accomplissent leurs roles.
Sachant que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise

par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques

thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent étudier et inventorié, de cet effet,

il souhaitable de :

v réaliser des études phytochimiques approfondies sur les différentes parties de la plante.

v" Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui pourront valorisées sur le plan

pharmaceutique et qui peuvent repondre aux différents problemes de la santé et d’étre un alternatif

aux meédicaments synthétiques.

v" Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués d’une activité

antioxydante.
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Produits chimiques :

& Solvants chimique :

ANNEX 01

Réacteur Pureté Marque
Ethanol 96% Chemopharma
Méthanol 96% Chemopharma

= Matiéres premiéres :

Procéde

Produit chimique

Screening Phytochimique

- Chlorure Ferrique

- Chlorure d’aluminium
- Hydroxyde de sodium
- Carbonate de sodium
- Acide Sulfurique

- Acide chlorohydrique
- Chloroforme

- HCI

- Réactif de Wagner

- Réactif de Mayer

- Follin Ciocaltou

- Magnésium

Dosage des antioxydants

- Quercétine

- Acide Gallique

Evaluation de I'activité anti oxydante

- DPPH




& Instruments utilisé :

Instruments

Noms

Descriptions

Broyeur
électrique

WARING

est une machine pour
réduire en poudre, en pate
ou en fines particules une

matiére quelconque.

Balance de
précision

OHAUS

Est un instrument
électronique concgus pour
peser des masses de
maniére tres précise,
jusqu’a 0,01 mg.

Agitateur
magnétique

IKA

Un agitateur magnétique
est un appareil électrique.
Celui-ci est constitué d’un

bloc qui contient un
aimant, surmonté d’une
plaque. Grace a un moteur,
I’aimant est mis en
rotation.

Spectrophotome
tre UV/Visible

SHIMADZU
UV 1800

Un appareil qui nous
permet de faire une
mesure spectrométrique
entre 200-800 nm

Evaporateur
Rotatif
(RotaVap)

HEIDOLPH

Le principe de cet appareil
est base sur la distillation
simple sous vide, qui
permet d'éliminer
rapidement de grandes
quantités de solvant




ANNEX 02

& La courbe d'étalonnage de I’acide gallique

y = 0,0091x
Absorbance a 765 R2=0,9763
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& La courbe d'étalonnage de quercitrine :

y = 0,0089x

Absorbance a 430 R? = 0,9959
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ANNEX 03

& Activité antiradicalaire d’extrait (MeOH) de Pistacia lentiscus vis-a-vis
le radical DPPHe.

Inhibition%6 % extrait 1(MeOH) Y=00843+ 13,511
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& Activité antiradicalaire d’extrait (EthOH) de Pistacia lentiscus vis-a-vis
le radical DPPHe.

Inhibition% % extrait 2 (EthOH)
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& Activité antiradicalaire de I’huile (HE) de Pistacia lentiscus vis-a-vis le
radical DPPHe.

Inhibitiongé . y=0,1157x + 34,251
nhibition™o % extrait 3 (HE) R? =0,9994
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Glossaire

Antioxydant : Un antioxydant est une molécule qui ralentit ou empéche I'oxydation
d'autres substances chimiques a leur contact.

Arbuste : Petit arbre au tronc bien différencié.

Chélation : une pratique de type biologique en apprendre davantage, désigne une réaction
chimique dans laquelle certaines molécules se lient a des atomes de métal
Flavonoides : sont des métabolites secondaires des plantes vasculaires, partageant tous

une méme structure de base formée par deux cycles aromatiques reliés par trois carbones

Huile essentielle : On appelle huile essentielle, ou parfois essence végétale, le liquide
concentré et hydrophobe des composés aromatiques volatils d'une plante. Il est obtenu par
extraction mécanique, entrainement a la vapeur d'eau ou distillation a sec
L’hydrodistillation : est un procédé tres ancien permettant de séparer des substances d'une
mixture liquide.

Pennies : définit en botanique une feuille qui se compose de folioles, disposées de part et
d'autre du pétiole, a la maniére des barbes d'une plume.

Plante dicotylédone : Plante angiosperme dont la graine possede deux cotylédons,

généralement égaux.

Plante médicinale : est une plante utilisée pour ses propriétés particulieres bénéfiques pour
la santé humaine, voire animale.

Polyphénols : constituent une famille de molécules organiques largement présente dans le
régne végétal. Ils sont caractérisés, comme 1’indique le nom, par la présence d'au moins
deux groupes phénoliques associés en structures plus ou moins complexes, généralement

de haut poids moléculaire

Tannins (ou tanins, du francais tan, écorce, mot issu du gaulois) sont des composés
phénoliques d'origine végétale, qui partagent la capacité de tanner les protéines.

Trifoliolé : dont le pétiole se termine par trois folioles.
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