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Introduction

Introduction

Les huiles végétales jouent un role essentiel dans notre alimentation. Elles assurent tout
d’abord une fonction nutritionnelle : elles contribuent a I’apport d’énergie et participent a
I’apport et au transport de vitamines liposolubles. Ces huiles sont sujettes a des réactions
d’auto-oxydation des acides gras (Cuvelier et Maillard, 2012), qui favorise la détérioration
et la réduction de la durée de conservation des huiles végétales, entrainant ainsi des
changements organoleptiques ce qui conduit peu a peu a une perte de leur qualité (Meziani et
al., 2021).

En ce sens, une stabilité oxydative accrue des huiles peut étre obtenue par l'ajout
d'antioxydants naturels ou synthétiques. Cependant, il a été révele que les antioxydants
synthétiques peuvent étre impliqués dans beaucoup de risques sanitaires. Pour cette raison
l'intérét des industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétique pour I’enrichissement par les
antioxydants naturels tels que les polyphénols a augmenté (Maria del Pilar, 2020).Ces
molécules sont des métabolites secondaires des plantes qui se trouvent dans différentes parties
de ces dernieres et présentent un effet protecteur ou ralentisseur contre I'oxydation des lipides
(Dagmey, 2020).

La flore algérienne est caractérisée par une diversité d’espéces de plantes aromatiques et
médicinales, trés utilisées depuis 1’antiquité pour traiter plusieurs pathologies (Rahmani et
Zouia, 2016). Parmi les quelles Pistacia lentiscus, un arbuste qui pousse sur tout le bassin
méditerranéen, trés connu pour ses vertus thérapeutiques (Abdeldjelil, 2016).0u elle était
largement utilisée en médecine traditionnelle pour traiter des problemes tels que les irritations
cutanées et certains troubles gastro-intestinaux (Hamlat et Hassani, 2008).Ainsi, 1’huile
végétale de cette plante est largement recommandeée pour le traitement de plusieurs pathologies,

comme le traitement des troubles respiratoires et les brilures dermique (Habibatni, 2014).

De nombreuses études ont mis en évidence la présence abondante de composés bioactifs,
en particulier des polyphénols, dans les feuilles de cet arbre. Ces substances lui conférent

diverses activités biologiques, notamment une activité antioxydant (Salhi et al.,2019).

Malgré sa large utilisation, aucune étude n’a été effectuée sur I’enrichissement de cette
huile, c’est pourquoi, nous nous sommes intéressés dans notre travail a 1’étude des parametres
physico-chimiques et a l'impact d'enrichissement de I’huile de Pistacia lentiscus par les
antioxydants des feuilles de la méme plante sur la qualité et la stabilité oxydative de ce dernier.
D’une part, dans le but de valoriser ses composés et d’autre part de prolonger la durée de

conservation de 1’huile en réduisant 1’oxydation des lipides.
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I. Etude caractéristique de Pistacia lentiscus L

1.1 Généralités

Pistacia lentiscus est une plante médicinale, aromatique appartenant a la famille des
Anacardiacée, cette plante est originaire de la région méditerranéenne. Les feuilles et les résines
de cette plante ont été utilisees depuis l'antiquité pour leurs propriétés médicinales et
aromatiques (Mahjoub et al., 2018). Les membres de cette famille se présentent sous forme
d'arbres et d'arbustes qui sont bien adaptés a la chaleur, au froid et a la salinité, car ils sont
largement répandus le long des cOtes de la mer méditerranée (Bachrouch et al., 2015),

surnommé par plusieurs appellations (tableau I).

Tableau I: Noms vernaculaires de Pistacia lentiscus (Garnier et al., 1961 ; Baba-Aissa, 1999 ; El
beyrouthy, 1999).

Langue Noms
Berbere Tidekth, Amadagh
Edharw, Sareys
Arabe
Arbre au mastic, Pistachier lentisque,
Francais
Restringe, Lentisque d’Espagne
Mastic ou mastick tree

Anglais

Espagnol Lentisco, charneca comun
Allemand Mastix baum

Italien Lentischio, sondrio

1.2 Taxonomie

Le lentisque est un arbrisseau du genre Pistacia qui comprend environ 70 genres et plus
de 600 espéces. Selon la classification commune de Zohary, (1952) cité par AL-Saghir et
Porter, (2012), le genre Pistacia regroupe 4espéces en Algérie : Pistacia lentiscus, Pistacia



terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Boukeloua, 2009). La classification botanique
de lentisque et représentée dans le (tableau I1).

Tableau Il : Classification botanique de Pistacia lentiscus (Nahida et al., 2012).

Régne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Angiospermae

Division Magnoliophyta
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Sapindales

Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espece Pistacia lentiscus

1.3 Répartition géographique du pistachier
Pistacia lentiscus est un arbrisseau que I'on trouve couramment en sites arides d’Asie et

de la région méditerranéenne de I’Europe et d'Afrique (figurel) (Chaabani, 2019).

Figure 1 : Répartition géographique de Pistacia lentiscus dans le monde est représentée en couleur
jaune (Avi Golan,2009).



Chapitre | Synthese bibliographique

Il pousse naturellement dans la garrigue et les sols en friche, se retrouvant sur différents
types de sols dans les régions subhumides et semi-arides d'Algérie (Figure 2), notamment dans
le bassin de la Soummam ou il coexiste avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege
(Belfadel, 2009).
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Figure 2 : Aire de répartition de Pistacia lentiscus en Algérie (Quezel et Santa, 1963).

1.4 Description botanique de la plante

Pistacia lentiscus est un arbuste dioique thermophile, a odeur résineuse forte,
caractéristique et atteint une hauteur de 1 a 5 metres. Dans des conditions favorables qui lui
permettent de croitre sans contraintes, il peut parfois atteindre une hauteur de 7 metres,

atteignant sa taille maximale vers I'age de 40 a 50 ans (Figure3(B)) (Boukeloua, 2009).

Selon More et White (2005) Pistacia lentiscus est caractérisée par :

1.4.1. Fleurs

Les fleurs de Pistacia lentiscus sont toutes de petite taille, mesurant environ 2 a 3 mm
de large, et peuvent étre vertes ou rougeatres. Elles sont unisexuées et sont disposées en épis
cylindriques courts et serrés, situés latéralement a l'aisselle des feuilles. Les fleurs males
(Figure 3(A)) présentent un calice a 5 pointes et sont composées de 8 a 10 petites étamines de
couleur rouge foncé. Chaque fleur méle produit de 47 000 a 60 000 grains de pollen. En
revanche, les fleurs femelles (Figure 3(C)) sont de couleurs verts jaunatres, avec un calice a 3-
4 pointes et peuvent parfois étre 1égérement velues. Elles ont un style avec 5 stigmates, un
ovaire uniloculaire et contiennent un seul ovule anatrope. Les fleurs femelles sont regroupées
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en inflorescences de 4 a 21 fleurs et peuvent avoir des ovaires uni et tri-carpelles (Garnier et
al., 1961; Bayer et al., 1987, Verdu et Garcia-Fayos, 1996; Baba-Aissa, 1999).

1.4.2. Feuilles
Sont persistantes et Iégerement alternes, sont attachées a la tige par un pétiole ailé court.
Elles sont composées de 4 a 10 folioles, toujours en nombre pair, et ont une couleur vert foncé

brillante sur la face supérieure et vert mat plus clair sur la face inférieure (Hans, 2007).

1.4.3. Fruits

Le fruit du lentisque est une drupe seche petite et globuleuse, comestible, Iégerement
comprimée, mesurant environ 4 mm de long, soit la taille d'un pois. Au départ rouge, il devient
noir a maturité (Figure 3(D)) (Garnier et al., 1961; Bayer et al., 1987).
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Figure 3 : Photographies correspondantes aux différents constituants de Pistacia lentiscus ; fleurs
males (A); Arbuste (B); fleurs femelles (C) et fruits (D) (Lamare et Pavon, 2022).
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1.5 Etude chimique de I’espéce Pistacia lentiscus

Plusieurs études phytochimiques ont été menées pour identifier les principes actifs des
différentes parties de cette espéce. Des composés responsables d’activité biologiques ont été
révélés. Ces derniéres impliquent des composés phytochimiques bioactifs, notamment
phenoliques (Boudieb et al.,2019).

1.5.1 Feuilles

Les feuilles de Pistacia lentiscus ont une composition chimique qui se caractérise par la
présence de glycosides de flavonoles tels que la quercétine, la myricétine et la lutéoline, ainsi
que de l'isoflavone et de la genistéine. Elles renferment également environ 6 a 7 % de
gallotanins, a savoir 1’acide gallique et les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3, 4,5-O-

trigalloyl (Romani et al., 2002).
1.5.2 Fruits

Les anthocyanines, notamment la cyanidine 3-O-glucoside (70%), la delphinidine 3-O-
glucoside (20%) et la cyanidine 3-O-arabinoside (10%), sont présentes dans les fruits de
Pistacia lentiscus a une concentration de 5,4 mg/ml (Luigia et al.,2007). L'acide gallique et le
pentagallinoléylglucose, sont des composés phénoliques présents dans le fruit d’apres
(Abdelwahed etal., 2007), les protéines représentent 5% du poids des fruits de Pistacia
lentiscus (Hasan et al.,2011).

1.6 Propriétés biologiques et pharmacologiques de Pistacia lentiscus

De multiples activités biologiques des molécules présentes dans diverses parties de cette
plante (feuilles, fruits) ont été signalées dans de nombreuses études pharmacologiques, résumée

dans le (tableau I11) :
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Tableau I11: Propriétés biologiques et pharmacologiques de Pistacia lentiscus.

Activites biologiques T;S:ﬂ?ﬁ Avantage Références
: . Trés riches en composés .
Anti-oxydante Feuilles ohénoliques. (Salhi et al., 2019)
Réduction de la production d'IL-6 et
de TNF-a par les cellules
: : polymorphonucléaires induites par le| (Qabahaet al.,
Anti-inflammatoire Feuilles LPS (lipopolysaccharide). Cette 2016)
propriété est due a leurs richesses en
polyphénols.
Anti Uneimportanteactivite (Bouyahya et al
mutagenese et Fruits antiproliférative. 2019)

anti cancéreuse

Activité antidiabétique

Feuilles

Augmentation de I'insuline
plasmatique et une diminution des
taux des lipides  sériques,
Effet inhibiteur de P’activité de I’a-
amylase

(Cherbal et al.,
2017)

Hypo-lipidémiante

Fruits

Reéduit le cholestérol total, le
cholestérol LDL et les triglycérides.
Cette propriété peut étre attribuée a
sa richesse en acide oléique.

(Djerrou, 2014)

Antimicrobienne

Fruits

Inhibition des souches bactériens
(Staphylococcus aureus et
Aspergillus niger)

(Mezni et al., 2015)

Cicatrisation

Fruits

Favorise la contraction de la plaie et
réduit la période d’épithélisation
chez les lapins

(Djerrou et al.,
2010)
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1.7 Huile végétale des fruits de Pistacia lentiscus

1.7.1 Généralités

L'huile de lentisque provient du fruit comestible, qui peut représenter 38,8 % de son poids,
sous forme d'un liquide épais et vert. Elle atteint son point de fusion uniquement entre les
températures qui varie entre 32 et 34 °C (Belfadel, 2009). Les fruits de lentisque présentent une
variation de la teneur en matieres grasses brutes, allant de 32,8 % pour les fruits noirs (mQrs) a
11,70 % pour les fruits rouges. Par consequent, les fruits noirs peuvent étre assimilés a des
graines oléagineuses riches en matieres grasses, a l'instar de I'arachide, de I'olive, du tournesol
et du coton (Charef et al., 2008).

1.7.2 Composition chimique

L'huile de lentisque se distingue par la présence d'acides gras insaturés (a la fois mono
et polyinsaturés) ainsi que d'acides gras saturés. La partie non saponifiable de I'huile

renferme des tocophérols, des stérols et des composés phénoliques (Charef et al., 2008).

1.7.2.1 Les acides gras

La classe la plus importante des acides gras dans I’huile de Pistacia lentiscus L est
représentée par les acides gras mono-insaturés (52,4%), suivie par les acides gras saturée
(21,18%) et les polyinsaturés 11% (Dhifi et al., 2013).

Le principal acide gras est I’acide oléique (C18 :1) (50 -72%), suivi de I’acide palmitique
(C16 :0) (23,2%) et I’acide linoléique (C-18 :2) (21,7%) (Figure 4) (Djerrou et al., 2014). Les
autres acides gras retrouvés en faible quantités sont I’acide palmitoléique (1,3%), 1’acide
stéarique (1,1%), I’acide linolénique (0,8%), I’acide gadoléique (0,2%) et 1’acide arachidique
(trace). Quatre stérols ont été trouvés dans I’huile fixe, le B-sitostérol (90%), le camestérol, le

cholestérol et le stigmastérol (Trabelsi et al., 2012).
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Figure 4 : Les trois acides gras dominants dans 1’huile de Pistacia lentiscus (Colette et Monnier,
2011).

1.7.2.2 Les triglycérides

Les lipides simples apolaires dans I'huile de lentisque sont principalement constitués de
triglycérides, qui représentent 90 a 99% de ces lipides. Les triglycérides sont des esters triples
de glycérol et d'acides gras (AG) (Cuvelier et Maillard, 2012).

Dans I'huile de lentisque, les triglycérides se présentent sous des formes mono et
polyinsaturées. Les principaux composants sont le stéariqueloleique-linoleique-glycerol et
palmitique-dioleique-glycérol suivie par stéaroique-dilinoleiquelglycérol. Il a été trouvé de
faibles quantités de trioléylglycérol, d’oléyl-dilinoleique-glycérol, dipalmitoique-oléyl-
glycérol, de palmitoique-dilinoleique-glycérol,  d'oléyl-dilinoleique-glycérol, de

dipalmitoyllinoleique-glycérol et de trilinoléique-glycérol (Dhifi et al., 2013).

1.7.2.3 Les phospholipides

Les phospholipides sont des composés dérives du glycérol, ou les positions sn-1 et sn-2
sont estérifiées par des acides gras, tandis que la fonction alcool en sn-3 est naturellement
estérifiée par un acide phosphorique. Cet acide phosphorigue est ensuite associé a un sucre
(inositol) ou a une amine (choline, éthanolamine, sérine) (Belfadel, 2009). Sur trois
populations de fruits de P.lentiscus; 1’acide phosphatidique (PA) a été détecté (Figure 5)
(Trabelsi et al.,2012).
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Figure 5 : Structure d’un acide phosphatidique (PA).
1.7.2.4 Les tocophérols

Les tocophérols, communément connus sous le nom de vitamine E, sont des antioxydants
naturels solubles dans la matiere grasse (Iserin, 2005), les tocophérols jouent un réle dans
la préservation des huiles en raison de leur capacité a capturer les radicaux libres (Reboul

et al., 2007). lls se trouvent sous quatre formes isomériques a, B, y et & (Dhifi et al., 2013).
1.7.2.5 Les stérols

Les stérols végétaux, également connus sous le nom de phytostérols, sont des graisses
communes a toutes les plantes supérieures (Bouic et Lamprecht, 1999).Au cours de toutes
les phases de maturation des baies de lentisque, seuls quatre stérols ont été identifiés et
quantifiés. Le B-sitostérol a été le stérol principal, suivi du campestérol. Le cholestérol et le

stigmastérol ont été détectés en quantités tres faibles (Trabelsi et al., 2012).
1.7.2.6 Les polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence
d'un ou plusieurs cycles benzéniques avec une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Urquiaga
et Leighton,2000).

1.7.2.7 Les acides phénoliques simples

Les acides phénoliques sont de petites molécules composées d'un noyau benzénique et
contenant au moins un groupe hydroxyle. Ils ont la capacité de subir des estérifications et

de former des liaisons avec des sucres pour former des hetérosides. Leur production

10
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biosynthétique est issue de l'acide benzoique et de I'acide cinnamique (Collin et Crouzet,
2011).
1.7.2.8 Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances tres répondus dans le régne végétal, elles ont en
commun la structure du diphenylpropane (Cs-C3-Cs). Elle renferme deux noyaux A et B et

un cycle hétérogéne C portant de 1°‘oxygéne (cycle pyridinique) (figure 6) (Hamdi, 2014).

Figure 6 : Structure générale du noyau des flavonoides (Pyrzynska et Biesaga,2009).

1.7.2.9 Les tanins

Les tanins sont des composés chimiques qui ont la capacité de créer diverses associations
stables avec des protéines et d'autres polymeéres végétaux tels que les polysaccharides. Les
tanins se présentent sous forme de molécules phénoliques de grande taille, avec des masses
moléculaires variant de 600 a 3500 daltons (Gauthuret, 1968). lls sont souvent contenus
dans 1’écorce ou dans les feuilles, ils sont solubles dans 1’eau, d’apres leur structure et leur
propriété, deux types de tanins sont distingués ; les tanins hydrolysables et les tanins
condenses (Bruneton,1999).

1.7.2.10 Les anthocyanes

Selon I’étude de Djedaia (2017), les fruits du Pistacia lentiscus se caractérisent par des
concentrations élevées de polyphénols, atteignant 154,34 mg équivalent acide gallique par
gramme de matiére séche, ainsi que des niveaux significatifs de flavonoides, avec 75,2 mg
équivalent catéchine par gramme de matiére séche, et de tanins, qui sont présents a hauteur
de 51,5 mg équivalent catéchine par gramme de matiére séche. Ces résultats fournissent

une explication plausible de I'usage de cette plante dans la medecine traditionnelle.

11
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1.7.2.11 Les terpenes

Les terpenes sont des hydrocarbures formés par assemblage de deux ou plusieurs unités
isopréniques. Ce sont des polymeres de I’isopréne de formule brute (C5HS) n.

Selon le nombre d’unités associées, on distingue : les mono- en (C10); les sesqui- en
(C15); les di- en (C20) ; les tri- en (C30); les tétraterpenes- en (C40) et les polyterpénes.
Les huiles végétales contiennent particulierement des monoterpenes, des sesquiterpénes
et peu souvent de diterpénes (Finar 1,1994) . Leurs structures sont trés diverses (acycliques,
monocycliques, bicycliques,...) et contiennent la plupart des fonctions chimiques des

matieres organiques.

1.7.2.12 Les minéraux

Dans I'huile de lentisque, le sodium (Na) est le minéral le plus présent, avec une quantité
de 25,36 mg pour 100 g ; ensuite, le potassium (K), le calcium (Ca), le magnésium (Mg),
le fer (Fe) et le cuivre (Cu) (Dhifi et al., 2013).
Ces minéraux ont une importance cruciale dans le fonctionnement du corps humain. Ils sont
impliqués dans la transmission des signaux nerveux, I'équilibre osmotique et acido-basique
des fluides corporels, et agissent comme cofacteurs dans plusieurs réactions métaboliques
liees aux glucides uniquement. De plus, ils sont indispensables a la structure du squelette et

des dents, ainsi qu'a la coagulation sanguine (Hasan et al., 2011).

1.8 Utilisation et aspects pharmacologiques de I’huile végétale de lentisque

La région méditerranéenne accorde une grande attention aux propriétés potentielles de
Pistacia lentiscus. Cette huile suscite un intérét particulier dans la médecine traditionnelle
pour les diabétiques, pour le traitement des douleurs de I'estomac et en cas de circoncision;
pour soigner les douleurs dorsales (Hmimsa, 2004). Ainsi elle est tres utilisée dans le

traitement des troubles respiratoires et les brilures cutanées (Djerrou et al., 2011).

L’huile végétale de lentisque est trés recommandée en tant que remede pour les troubles
hépatiques et anti diarrhéique en Algérie (Trabelsi et al., 2012). De plus, cette huile se
distingue par sa valeur nutritionnelle élevée, car des études ont démontré ses propriétés anti-
hyperlipidémiques, notamment en réduisant les niveaux de LDL-cholestérol et de

triglycérides totaux (Djerrou et al., 2011).
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1. Matériel et méthodes

L'objectif de ce travail est d’étudier les caractéristiques physico-chimiques et d’évaluer
I’activité antioxydant de I'huile végétale pure et enrichie de Pistacia lentiscus obtenue par
extraction soxhlet, issue de la régions d’Amizour de la Wilaya de Bejaia. Cette étude a été
réalisée conjointement au niveau du laboratoire de contréle de qualité de la COGB La belle de
Bejaia, et le laboratoire de génétique au département de biologie physico-chimique de la faculté

des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université de Bejaia.
11.1 Matériel vegétal

Le matériel végétal utilisé comprend les feuilles et les fruits noirs (mars) de P. lentiscus,
qui sont tres abondants et trés étudiés en Algérie.La zone de récolte est au niveau du village
tizi N’ftah situe a Amizour, wilaya de Bejaia (figure 7). La collecte s’est faite en période
automnale entre le mois de novembre et décembre 2022.Le matériel utilise au laboratoire

pendant le déroulement des expériences est mentionner dans (Annexe 1)

Boukhelifa

TizitN'eftahy/

V) e rbacha e,
PmBatachs. s AWILAYA DE BEJAIA

e

Figure 7 : Localisation géographique de la zone de récolte des fruits et des feuilles de Pistacia
lentiscus.

11.2 Méthodes
11.2.1 Séchage, broyage et conservation du matériel végetal

11.2.1.1 Fruits

Les fruits ont étés récoltés au stade de maturité, la couleur des graines est noire ou semi-
noire tout en évitant le stade rouge (figure 8 (B)), qui pourrait influencer sur le rendement de

I’huile et sa conservation.

Apreés la récolte les fruits ont été séchés et mis dans des sacs en plastique perforés, puis

sont conservés au réfrigérateur jusqu’a utilisation.
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11.2.1.2 Feuilles

Le séchage est réalisé a labris de la lumiére et d’humidité, ensuite les feuilles sont broyées
et tamisées afin d’obtenir une poudre fine de 63um. Cette derniére est conservée dans des
bocaux en verre bien fermés et étiquetés (Figure 8(A)), stockés a 1’abri de la lumiére dans un

endroit frais et sec a I'écart de toute source d’humidité jusqu’a utilisation.

Figure 8 : Poudre des feuilles (A) et des fruits murs de Pistacia lentiscus (B)(Photo original)

11.2.2 Extraction par soxhlet

L'huile végétale de lentisque est extraite a I'aide de soxhlet (Figure 9), pour obtenir une
huile & partir d'un échantillon humide, il est recommandé d'utiliser des mélanges de solvants
qui sont & la fois polaires et hydrophiles. En revanche, lorsqu'il s'agit d'extraire des huiles a
partir d'échantillons secs, il est préférable d'utiliser des solvants apolaires tels que I'éther de

pétrole ou I'nexane (Kim et al., 2002).
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Figure 9 : Montage d’extraction liquide-solide « soxhlet » des huiles de lentisque (Photo original)

> Mode opératoire

60 g de pate du fruit de Pistacia lentiscus a été placé dans une cartouche en cellulose Whatman
et soumis a une extraction hexanique a l'aide d'un appareil de soxhlet. Un volume d’hexane de
200 ml a été ajouté au ballon, puis chauffé pour démarrer 1’extraction. Une fois chauffé, le
solvant est évaporé et condensé dans le réfrigérant, puis recueilli dans le réservoir de la
cartouche ; pendant ce temps, le contenu de cette derniére s’écoule a partir du siphon dans le
ballon, ce qui permet de commencer un nouveau cycle d'extraction, lorsque le liquide
environnant la cartouche devient transparent, indiquant ainsi que le solvant n'extrait plus de
composés solides. Ce matériau végétal a été soumis a environ 15 cycles d'extraction a une
température de 40°C. L’huile végétale de lentisque, a été évaporée a l'aide d'un évaporateur
rotatif (Figure 10), puis finalement conservé a une température ambiante dans des flacons

fermés a 1’abri de la lumiére.

15



Figure 10 : L’évaporateur rotatif (Photo original)

11.2.3 Etude phytochimique de I’huile de lentisque

11.2.3.1 Dosage des tocophérols totaux

> Principe

Le dosage des tocophérols totaux a été effectué selon la méthode de dosage colorimétrique
d’Emmerie et Engel (1939). Cette méthode est basée sur la réaction d’oxydoréduction entre
les tocophérols et le fer ferrique ( Fe3*) qui est réduit en fer ferreux (Fe?*). Ce dernier, en
présence de réactifs spécifiques comme 1I’orthophénantroline, forme un complexe rouge-orangé

absorbant a 510 nm.

> Mode opératoire

Dans cette méthode, 1 ml d’une solution éthanolique de I’huile végétale a été mélangé avec 1
ml d’une solution éthanolique a 0,4% d’orthophénantroline (C;,HgN,) et 0,5 ml d’une solution
éthanolique a 0,12% de chlorure ferrique (FeCl;) . Le mélange est maintenu a 1’obscurité
pendant 5 minutes. Les absorbances ont été mesurées a ’aide d’un spectrophotomeétre a 510
nm. Les quantités des tocophérols totaux ont été calculées a I’aide d’une courbe d’étalonnage
de I’a-tocophérols (vitamine E) traité de la méme facon que celle de I’huile. Les résultats sont

exprimés en mg équivalent en a- tocophérols par gr d’huile végétale Pistacia lentiscus.
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11.2.4 Dosage spectrophotomeétrie
11.2.4.1 Détermination de la concentration des caroténes totaux

Les carotenoides sont des composés hautement insaturés, ce sont des hydrocarbures qui
présentent une gamme de couleurs allant du jaune a l'orange (Aiais, 2003). Ils incluent les
carotenes et les xanthophylles.
> Principe

La méthode de Deymie et al.(1981),consiste a I’extraction des caroténes par I’hexane. Les
lectures des absorbances sont réalisées a 450 nm, les teneurs en caroténe sont déterminées en
utilisant la courbe d’étalonnage.
> Mode opératoire

Une masse de 1 mg d’huile végétale est mise dans un bécher, additionné de 9 ml d’hexane,
apres avoir bien mélange, la densité est mesurée a 450 nm. Les concentrations en caroténe de

notre huile sont calculées par rapport a I’équation de la courbe d’étalonnage (annexe 2).

11.2.4.2 Détermination de la concentration en chlorophylle

Ce sont les pigments verts des végétaux qui ont un réle essentiel dans le processus de
photosynthése. Leur liposolubilité est notamment due a la présence de la chaine phetyle
(Tremoliere et al., 1980).

> Principe
La teneur en chlorophylles dans les huiles est déterminée selon la méthode décrite par
(Miguez-Mosquera et al., 1990) et(Wolff, 1968), basée sur une quantification par

spectrophotométrie.

> Mode opératoire
A I’aide d’un spectrophotométre UV-visible et une cellule en verre de 10 mm, I’absorbance
des échantillons est mesurée a différentes longueurs d’onde 630, 670 et 710 nm. La teneur en

chlorophylle de I’huile est exprimée en milligramme de pheophytine par kilogramme d’huile

(mg/kg).

> Expression des résultats

_345,3.[A670 — 0,5. (A630 + A710)]
B L

C : Concentration en chlorophylle.
L : Epaisseur de la cuve (10mm).
A630, A670, A710 : Les absorbances mesureées.
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11.2.5. Détermination des parameétres physiques I’huile de lentisque

11.2.5.1 Densité

La densité, également connue sous le nom de poids spécifique ou masse volumique, est
définie comme le rapport du poids d'un volume spécifique d'un corps gras a une température T,

par rapport a la méme température et au méme poids du méme volume d'eau.

> Principe
A l'aide d'une balance analytique, des mesures successives sont réalisées en utilisant des

quantités équivalentes d'huile et d'eau distillée a 20°C.

> Mode opératoire

La masse initiale d’un tube est mesurée (mQ), ensuite le tube est mis dans une fiole
contenant de 1’eau distillée qui sera placée dans un bain-marie (20°C pendant 30mn). Le tube
est retiré, séché puis refroidi. La masse tube eau est mesurée (m1). Le tube vide est séché et les
étapes précédentes sont répétées en remplagant 1’eau par I’huile, la masse (m2) est obtenue dans

les mémes conditions que le control.

> Expression des résultats

m2 —m0
DZO =
ml —m0

mo : Masse (g) de tube vide.
ml: Masse (g) du tube d’eau.
m2: Masse (g) du tube rempli d’huile

11.2.5.2 Indice de réfraction

L’indice de réfraction (d’une substance) est le rapport de la vitesse de la lumiére a une
longueur d’onde définie dans le vide (C) a sa vitesse dans la substance (V). Il est représenté par

le symbole "n" n= °
v
L’indice de réfraction varie avec la longueur d’onde de la lumiére incidente et avec la
température.
> Principe
La mesure a été effectuée a 1’aide d’un refractometre ABBE de marque ATAGO (figure

11), I’indice de réfraction de 1’échantillon est déterminé a une température de 20°C.
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> Mode opératoire

Mettre en marche le réfractomeétre puis régler la distance entre les oculaires pour avoir une
vision nette du réticule et de I’échelle de lecture des indices de réfraction. Déposer ensuite le
liquide (huile) en quantité suffisante a I’aide d’une pipette sur la face horizontale du prisme

réfractométrique (Baaziz et al., 2005).

L’oculaire

Prismes

Bouton de mesure

Ecran de lecture

Figure 11 : Appareil de refractométre ABBE (Photo original)

11.2.5.3 Teneur en eau (humidité)

L’humidité fait référence a la perte en masse d’un échantillon chauffé, elle est exprimée en

pourcentage massique (Haouli et al.,2015).

> Principe
Une quantité de 1’huile est chauffée jusqu’a évaporation compléte de 1’eau(Karleskind,

1992).

> Mode opératoire (I1SO 662, 1998)
Une quantité de 2 a 3 g d’huile est placée dans une étuve a 103+2 °C pendant 1H ; aprés
refroidissement de I’échantillon, ce dernier est mis dans le dessiccateur puis pesé€. L’échantillon

obtenu est mis dans 1I’étuve pendant des périodes de 20 mn successives, apres avoir subi les
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étapes de chauffage-refroidissement et pesée avant chaque cycle, jusqu’a obtention d’un poids

constant.

> Expression des résultats

(PO + Pe) — Pf
H%:TX].OO

Pe: Masse de la prise d’essai en grammes.
PO: Masse du cristallisoir vide en grammes.
Pf : Masse du cristallisoir contenant 1’échantillon aprés chauffage en grammes.

11.2.5.4 Imputées insolubles (IMP)
Les impuretés désignent les substances présentes dans une huile, a I'exclusion de I'eau, des
solvants, des glycérides, des acides gras et des saponifiables qui font partie intégrante de I’huile.

Une estimation de l'altération des corps gras peut étre obtenue en calculant le pourcentage
d'impuretés (Barka, 2016).

> Principe
La méthode consiste a un traitement d’une prise d’essai avec une quantité¢ excessive de
solvant (n-hexane), suivie d’une filtration de la solution obtenue. Le filtre est ensuite lavé avec

le méme solvant pour éliminer les résidus d'huile, puis séché a 103 °C avant d'étre pesé.

> Mode opératoire (150663, 2000)

Le filtre est mis dans une étuve préchauffée a 103°C, puis refroidi dans un dessiccateur.
Une quantité d’huile (20g) est mise dans une fiole (250 ml) stérile avec 200 ml d’hexane, apres
agitation, le mélange est laissé reposer (30 mn a température ambiante). L’échantillon est filtré
puis pesé, le papier filtre est lavé plusieurs fois avec du n-hexane pour éliminer toute matiere

grasse résiduelle. Le papier est séché dans 1’étuve (103°C) pendant 1heure, puis refroidi et pesé.

> Expression des résultats

(P2 — P1) x 100

IMP % =
% PE

PE : Prise d’essai.
P1 : Poids du papier filtre aprés premier séchage et sans résidus.
P2 : Poids du papier filtre avec résidus.
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11.2.6 Analyse des parameétres chimiques de I’huile de lentisque
11.2.6.1 Teneur en insaponifiables

L’insaponifiable d’un corps gras désigne ’ensemble des composants présentant une
solubilité réduite dans I'eau, mais facilement solubles dans les solvants organiques apres
hydrolyse basique (saponification) (Wolf, 1968). La teneur des corps gras en ces composants

est extrémement minime, bien inférieur a 1% (Roger, 1974).

> Principe

L’insaponifiable d’un corps gras est I’ensemble des composés extractibles par les solvants
apolaires (hexane, éther éthylique) apreés traitement par une solution alcoolique de potasse.
> Mode opératoire (NE 1.2-44-1985)

Le mode opératoire de cette analyse est démontré suivant le schéma présenté dans la
(Figure 12).
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Figure 12 : Schéma d’extraction des insaponifiables
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Figure 13 : Séparation des 2 phases héxanique et savonneuse hydroalcoolique (A) ; la phase savonneuse
hydro alcoolique (B) ; la phase héxanique (C).

11.2.7 Enrichissement de I’huile de Pistacia lentiscus

L’enrichissement de 1’huile de Pistacia lentiscus a été réalisé selon la méthode décrite par
Bouaziz et al.(2008) avec quelque modification. Une quantité de la poudre des feuilles de
lentisque a été macérée pendant 1h avec un volume d’huile végétale du fruit de lentisque afin
d’obtenir la concentration de 1’huile de 400 ppm, ensuite on a procéde a la sonication du
mélange pour une dissolution compléte de la poudre dans 1’huile pendant 30 minute a 30 °C ;

et enfin une centrifugation a 4000 rpm pendant 5 minute pour éliminer la poudre en excée.

Une partie de I’échantillon préparé est conservés a 1’abri de la lumicre dans I’étuve a 60°C
pendant 14 et 28 jours, Dans le cadre d’analysé I'huile enrichie en évaluant divers parametres
de qualité tels que l'indice de peroxyde, l'acidité, ainsi que d'autres paramétres incluant la

saponification, la teneur en chlorophylle et caroténoides, et la activités antioxydants.
11.2.8 Determination des indices de qualité de I’huile de lentisque

11.2.8.1 Indice de peroxyde (IP)

L’indice de peroxyde est une mesure de la quantité de peroxyde présente dans I'échantillon,
exprimée en milliéquivalents d'oxygéne actif par kilogramme de produit. Il est déterminé en
oxydant I'iodure de potassium, ce qui entraine la libération d’iode, et titration de celui-ci par le

23



Chapitre 11 Materiels et méthodes

thiosulfate de sodium. Ce parameétre permet d'évaluer la fraicheur de I'huile (Moncef et al.,

2020). L’indice de peroxyde est mesuré conformément a la norme 1SO 3960-1977.

> Principe

La prise d'essai est traitée en solution dans un mélange d'acide acétique et de chloroforme,
en ajoutant une solution d'iodure de potassium KI. Ensuite, I'iode libéré est titré en utilisant une
solution titrée de thiosulfate de sodium Na2S20z. La présence d'empois d'amidon est utilisée
comme un indicateur coloré. Lorsque les acides gras insaturés s'oxydent, ils produisent des

peroxydes par le biais de la réaction suivante :
R-CH=CH-R’ +0, —— R.CH-CH-R}

(Acide Gras msature)  (Oxygene) 0-0  (peroxyde)

Une molécule de peroxyde contient une molécule d'oxygene attachée. Parmi les deux
atomes d'oxygene attachés, un seul est réactif et capable d'oxyder les iodures (2KI) en suivant

la réaction ci-dessous :

R -CH- CH-R" + 2KI + 2CH3 COOH = R-CH-CH-R" 2CH;COOK + H,0 + |,
O -0 O

l}‘cl"\}tl\'i

Cet indice permet d'évaluer les phases initiales d'une altération oxydative de 1’huile (OIIg,
2002).

> Mode opératoire
Dans un flacon stérile, 1g d’huile a ét¢ mélange a 10 ml de chloroforme. Ensuite une
solution d’iodure de potassium (1 ml) est ajoutée avec agitation pendant 1 min, aprés incubation

de 5 min. Un volume de 75 ml d’eau distillée est ajouté. Ensuite la solution est agitée
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vigoureusement en ajoutant quelques gouttes d’empois d’amidon puis une titration de I'iode

libéré en utilisant une solution de thiosulfate de sodium a été réalisée.

> Expression des résultats

(V2 — V1) xN x 1000

[P(meq/Kg)d’02 = -

V : Le volume de thiosulfate de sodium (Na2S203) nécessaire pour 1’essai a blanc en (ml).
V2: Le volume de thiosulfate de sodium nécessaire pour la prise d’essai en (ml).

N: La normalité de la solution de thiosulfate de sodium utilisé.

m: La masse de la prise d’essai en grammes.

11.2.8.2 Indice d’acidité (1A)

Elle correspond a la teneur en pourcentage d’acide gras présent dans I’huile de lentisque.
Cet indice est un paramétre important dans 1’évaluation de la qualité de I’huile. Ce dosage nous
renseigne sur le degré d’altération de I’huile et d’estimer le taux d’acides gras libres dans 1’huile

(Perrin, 1992). L’acidité est mesurée selon la norme (ISO : 660-2003).

> Principe
Il consiste a neutraliser les acides libres par une solution alcoolique d'hydroxyde de potassium

de (0,1N) (Essiari et al., 2014). Pour donner des savons selon la réaction suivante :

L]
R—COOH + HO K ——= rR—4 w4+ HO
o

> Mode opératoire
Une quantité de 5g d’huile est dissoute dans 75 ml d’alcool neutralisé puis chauffé jusqu’a
I’obtention d’une solution homogeéne, des gouttes de phénolphtaléine (1%) sont additionnées,

la solution obtenue est titrée avec du KOH (1%) jusqu’a I’obtention de la couleur rose.
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> Expression des résultats

L’acidité de I’huile est exprimée en gramme d’acide oléique par 100 g d’huile.

VKOH X M x C
WA = ——

V: Le volume en ml de la solution titrée de KOH utilisé.

C: La concentration exacte, en moles /litre, de la solution titrée de KOH utilisé.

M: Le poids molaire, en g/mole, de 1’acide adopté pour I’expression du résultat (=282).
m: La prise d’essai en grammes.

11.2.8.3 Indice de saponification (1S)

L'indice de saponification est une mesure exprimée en milligrammes de potasse

(hydroxyde de potassium) nécessaire pour saponifier 1 gramme de matiére grasse.

Cet indice est utilise pour estimer la longueur des chaines de carbone des acides gras présents
dans une huile, ainsi que pour calculer les poids moléculaires moyens des acides gras et des

triglycérides présents dans cette huile(Moncef et al., 2020).

> Principe
Il s’agit d’un dosage en retour impliquant la réalisation d’une ébullition a reflux d’un
échantillon avec un exces d’une solution éthanolique d’hydroxyde de potassium (KOH). Cet

exces est ensuite dosé par une solution d'acide chlorhydrique (HCI aqueux).

Lors de la réaction, le KOH réagit avec les acides gras (triglycérides) présents pour

produire un savon selon la réaction suivante :

CH,-0-C0-R {l‘H;-t}[—I

I

»lzj'H-:ZJ-(_"t_'J-R FO3KT+OH) = * CH-OH + 3 (RCOO™ + K7)
A I

CH;-0-CO-R CH,-OH
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> Mode opératoire (1SO3657, 2002)

Dans une fiole conique stérilisée, 2g d’huile ont été ajouté, 25ml de la solution éthanolique
d’hydroxyde de potassium (0,5 N), apres une agitation, la solution est mise a ébullition (60mn)
sous refrigérant a reflux, ensuite 3 gouttes de phénolphtaleine (indicateur de PH) sont
additionnées et un titrage par la solution HCI (0,5 N) jusqu’au virage a la couleur rose (point

équivalent). Un test a blanc a été effectué en suivant le méme protocole sans 1’ajout de ’huile.

> Expression des résultats

{ IS:(VO—V;)XMXN }

VO : Volume de la solution d’HCI (0,5N) utilisé pour I’essai a blanc.
V1 : Volume de la solution d’HCI (0,5N) utilisé pour 1’échantillon.
N : Normalité de la solution d’HCI (0,5N).

P : Volume de la prise d’essai.

M : Masse molaire de KOH

11.2.9 Evaluation de ’activité antioxydant de I’huile de lentisque

11.2.9.1 Activité scavenging du radical DPPH

L'évaluation de I'activité anti-radicalaire a été réalisée en utilisant le DPPH, qui a été I'un des
premiers radicaux libres utilisés pour étudier la corrélation entre la structure et l'activité
antioxydant (Brand et al., 1995).

Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), est un radical libre stable qui posséde un électron
non apparié sur un atome d'azote. Cette particularité confére au DPPH sa stabilité en
I'empéchant de polymériser, ce qui lui permet de rester sous forme monomere relativement
stable a température ambiante. Ainsi, cette configuration électronique induit I'émergence d'une

couleur violette foncée caractéristique de la solution de DPPH.

> Principe

Lors de cette expérience, les antioxydants provoquent une diminution de la couleur violette du
diphényl picryl-hydrayl en le transformant en un composé jaune appelé diphényl picryl-
hydrazine (Figure 14). L'intensité de cette couleur jaune est inversement proportionnelle a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu a libérer des protons.(Sanchez-Moreno,
2002).
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VIOLET JAUNE

Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) ——  Diphenylpicrylhydrazine (non radical)

Figure 14 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre 1’espéce radicalaire DPPHe et

un antioxydant (A-H) (Molyneux, 2004).

> Mode opératoire

L’activité antioxydant de I’huile a été évalué selon le protocole décrit par Ambarwati et
al., (2018), un volume de 20 ul de différentes concentrations d'huile végétale pure et enrichie
testée (12,5 ; 25 et 50 mg/ml) sont mélangés avec 180 ul d'une solution éthanolique contenant
du DPPH (4 mg/100 ml éthanol). Apres une incubation de 30 minutes a lI'abri de la lumiére et a
température ambiante, L'absorbance a été mesurée a I'aide d'un lecteur de microplaques a une

longueur d'onde de 517 nm.

__Absorbance controle - Absorbance Echantillon

1% x100

Absorbance controle

I (%) : Pourcentage d’inhibition
A contr6le : Absorbance du contrdle négatif.
A échantillon : Absorbance de 1’échantillon testé.

11.2.9.2 Activité scavenging du radical ABTS
> Principe

Le test de piegeage du radical ABTS est largement utilisé pour quantifier la concentration
de radicaux libres. Il repose sur la neutralisation d'un radical-cation généré par I'oxydation du
chromophore synthétique appelé acide 2,2'-azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTSe) (Figure 15). Cette réaction est surveillée par spectrophotométrie en mesurant les
changements dans le spectre d'absorption (Re et al., 1999).
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Figure 15 : L’acide 2,2'- azino-bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS¢)
> Préparation de la solution d’ABTS

Une solution d'ABTS a été preparée en dissolvant de I'ABTS dans de l'eau a une
concentration de 7 mM, pour générer le cation radical ABTSe+, la solution d'ABTS a été
mélangée avec du persulfate de potassium a une concentration finale de 2,45 Mm. Le mélange
a ensuite été laisse réagir dans I'obscurité a température ambiante pendant une durée allant de12
a 16 heures. Cependant, en raison du rapport steechiométrique de 1:0,5 entre I'ABTS et le
persulfate de potassium, I'oxydation de I'ABTS était incompléte. Il a fallu plus de 6 heures pour
que l'absorbance atteigne son maximum et se stabilise. Le radical ABTSe+ ainsi formé était
stable dans cette forme pendant plus de deux jours lorsqu'il était conservé dans I'obscurité a

température ambiante.

> Mode opératoire

La méthode ABTS décrite par Roberta et al., (1998), a été utilisée pour réaliser ce test.
Pour cela, 180 pl de solution d'ABTS préparée ont été ajoutés a 20 ul de ’huile végétale de
Pistacia lentiscus pure et enrichie, ou de la solution standard (Acide gallique) dans une solution
de NaCl a 0,9%. Différentes concentrations d'huile végétale pure et enrichie testée (12,5 ; 25 et
50 mg/ml ainsi que de I’acide gallique (100, 50, 25, 12,5 pg/ml). Les mélanges ont ensuite été
incubés a l'abri de la lumiére pendant 5 minutes a température ambiante. L'absorbance a été

mesurée a l'aide d'un lecteur de microplagues a une longueur d'onde de 734 nm.
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I11. Résultats et Discussion

I11.1. Rendement de ’extraction
Nous avons réalisé une extraction de ’huile du fruit noir de Pistacia lentiscus sur un
appareil de type soxhlet en utilisant un solvant organique hexane & une température de 40 °C,

apres plusieurs cycles on a pu obtenir notre huile mélangée avec le solvant.

Le rendement désigne la masse de I'huile, déterminée aprés évaporation du solvant,
exprimée en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I'extraction. Le
taux d'extraction des fruits de Pistacia lentiscusa été calculé et répertorié dans le (Tableau 1V)

ci-dessous :

Tableau IV : Rendement de I’huile végétale obtenue a partir des fruits Pistacia lentiscus.

) ., Rendement
Huile végétale des
fruits de Pistacia
lentiscus 40,25%

Le rendement de notre huile végétale est plus élevé a ceux trouvées par Barbouchi et al.
(2020), dont la récolte a éte effectuée dans deux régions différentes du Maroc et qui ont
rapportés des rendements de 39,50% et 36,25% pour les extraits méthanoliques et éthanoliques
des fruits noirs du pistachier respectivement. La valeur signalée par Mezni et al. (2014) est
supérieur a celle trouvé dans notre étude, avec une valeur de 45,97% pour les fruits de Pistacia

lentiscus récoltés dans la région d’Ain Draham située au nord-ouest de la Tunisie.

Le taux d'extraction peut étre influencé par divers éléments, notamment I'origine de la
plante, la composition de ses parties utilisées, la taille des particules, le nombre de cycles

d'extraction, la période de la récolte, ainsi que la méthode d'extraction (Arab et al., 2014).

I11.2. Etude phytochimique de I’huile de lentisque
111.2.1. Dosage des tocophérols totaux

Les tocophérols sont des constituants importants dans les lipides des végétaux, car ils
sont dotés de plusieurs activites biologiques ; le dosage des tocophérols totaux nous permet de

connaitre I’importance et I’évaluation des lipides de notre huile végétale.
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Les quantités des tocophérols totaux ont été calculées a I’aide de la courbe d’étalonnage
de la vitamine E (Annexe 3), elles sont quantifiées en mg équivalent de la vitamine E par
gramme de I’huile (Tableau V).

Tableau V : Teneur en tocophérols de I’huile végétale de Pistacia lentiscus

I’huile végétale de Pistacia lentiscus

Teneur en tocophérols 0,008 + 0,61 (mg équi Vit. E/g huile)

On constate que ’huile des fruits de Pistacia lentiscus, a une faible teneur en tocophérols
totaux avec 0,008 + 0.61 mg/g, par rapport aux fruits de Pistacia atlantica qui est de 0,34 +
0,51 mg/g (Guenane et al., 2015), ainsi que Pistacia terebinthus avec 0,39 + 0,51 mg/g
(Matthaus et al., 2006).

Les tocophérols se trouvent en quantité significative dans les huiles végétales, sous
différentes formes isomériques (a, P, y, 8), avec les formes a et y étant les plus courantes (Dolde
et al., 1999). La vitamine E participe a de nombreux processus physiologiques, tels que les
fonctions neurologiques et immunitaires, bien que les mécanismes précis ne soient pas encore
completement compris (Moncef et al., 2001). Elle joue un rdle essentiel en tant qu'antioxydant
alimentaire, principalement en inhibant la peroxydation lipidique (Sokol, 1996). Sa fonction
principale consiste a réagir avec les radicaux oxygénés lipidiques pour entraver leur propagation
(Liebler et al., 1986). En d'autres termes, elle a la capacité de fournir des atomes d'hydrogéne
aux radicaux libres afin de les stabiliser (Charef, 2010).

La variabilité des teneurs en tocophérols totaux serait due au milieu ou évoluent les
plantes, leur origine, la variété, la saison de réecolte, les conditions climatiques et
environnementales, la localisation géographique, les conditions biotiques et abiotiques (facteurs
édaphiques et climatiques) (Mezni et al., 2014).

111.3 Dosage spectrophotomeétrie
111.3.1 Détermination de la concentration des caroténes totaux

Les caroténoides se révélent étre des agents inhibiteurs extrémement efficaces du phot

oxydation provoquée par les pigments chlorophylliens (Kammoun, 1999).
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Le résultat obtenu dans notre étude indique que 1’huile pure de lentisque présente une
teneur en caroténoides de 3,5 mg/kg. Cette valeur est supérieure a celle enregistre par Iness et
al. (2020) soit 9,73 mg/kg. Cependant, notre résultat est en accord avec celui de Salvador et

al. (2001) sur I’huile d’olive, qui présente des teneurs en caroténes variant de 2 a 14 mg/kg.

Ces variations de teneur en caroténoides sont dues au stade de maturation du fruit, au
processus d’extraction et aux conditions du stockage (Ramdan et Morsel, 2003). En effet, au
cours de la maturation, la teneur en caroténoides diminue graduellement. Cette diminution
s'accroit au fur et a mesure que la synthése des anthocyanes augmente (Roca et Minguez-
mosqura, 2001). Cette faible teneur en ce pigment est peut-étre attribuée a I'oxydation du fruit
de pistachier qui se produit pendant le processus de maturation a cause de leur degré
d’insaturation ¢levé, la longue chaine de double liaisons conjuguées (Graille, 2003), ainsi qu'a
leur fonction protectrice contre la photo oxydation en neutralisant I'oxygéne singulet (Perrin,
1992).

Aprés enrichissement par les feuilles de P. lentiscus a JO, on identifie une légere

diminution de cette teneur (Figure 16).
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Figure 16 : Evolution de teneur en caroténoides de 1’huile végétale de Pistacia lentiscus pure et enrichie
pendant 28 jours d’étuvage a 60°C. HE : Huile végétale de Pistacia lentiscus enrichie HP : Huile

végétale pure de Pistacia lentiscus. Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart type (n=3).
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Cette diminution constante et continue au bout de 28 jours de stockage a 60°C montre
que les pigments caroténoides sont aisément dégradés en présence des températures élevées
(Marty et Berset, 1988).

La présence des pigments caroténoides en quantité suffisante dans 1’huile permet de
ralentir la photo-oxydation et de maintenir les paramétres de qualité de I'huile au cour du

stockage (Lazzer et al., 2006).

111.3.2 Détermination de la concentration en chlorophylle

Le résultat obtenu dans notre étude révele que I'huile de lentisque pure renferme une
quantité en chlorophylles de 5,3 mg/kg. Cette valeur est supérieure a celle déterminer par
Behachat (2019), concernant I’huile de lentisque extraite a partir des fruits murs noirs, soit 4,32
mg/kg, mais inférieure a I’huile extraite des fruits rouges avec une teneur de 8,52 mg/kg. La
teneur de notre huile en ce pigment est inférieure a celle enregistré par Iness et al. (2018) soit
8,91mg/kg. Ces différences sont liées au degré de maturité des fruits de lentisque. En effet, les
concentrations de la chlorophylle sont élevées au début de la maturation des fruits, puis ils
diminuent rapidement par la suite. Cette diminution est causée par la dégradation de la
chlorophylle en phéophytines, qui conferent a I'huile sa couleur jaune (Ait yacine, 2001 ;
Psomiadou et al., 2000).

Apres enrichissement par les feuilles de P. lentiscus & JO, on constate une Iégere
diminution de la teneur en ce pigment (Figure 17), une faible teneur en chlorophylle permet de

diminuer les risques d’oxydation des différentes huiles (Tanouti, 2010).
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Figure 17: Evolution de Teneur en pigment chlorophylle de I’huile végétale de Pistacialentiscus pure
et enrichie pendant 28 jours d’étuvage a 60°C. HE : Huile végétale de Pistacialentiscus enrichie HP :
Huile végétale pure de Pistacialentiscus. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3).

33



Chapitre 111 Résultats et Discussion

Au bout de 28 jours d’enrichissement et d’étuvage a 60°C, on note une diminution
continue de la teneur en ce pigment. Des études ont démontré que les pigments des
chlorophylles sont facilement dégradés lorsqu'ils sont exposés a des températures élevées et a

la lumiére (Mingez-mosquera et Jeren- galan, 1995).

Il est préférable d'avoir des niveaux de chlorophylle faibles afin de prévenir I'action pro-
oxydante des pigments chlorophylliens, ce qui contribue a une meilleure conservation des
huiles (Kiritsakis et al., 1987).

111.4 Détermination des parameétres physiques

111.4.1 Densité

La densité est reconnue comme un critére physique permettant de contréler la pureté de
I'nuile extraite (Belarbi, 2010). Elle est en fonction de la composition chimique des huiles et
de la température (Karlesking, 1992).

Le résultat de notre étude révéle une valeur de 0,913 g/cm*3, ceci est conforme aux
exigences des normes CODEX Alimentarius (<0,93) et AFNOR 2000 (0,906 — 0,923). Cette
valeur est en accord avec celle mentionnée par Boukeloua et al. (2014) et Habibatni-M(2014)

pour I’huile de lentisque, soit 0,92 g/lcm*2 et 0,91 g/cm*? respectivement.

La densité d’une huile diminue au fur et 4 mesure de la formation d’acides gras libres de
faibles poids moléculaires. Cette réaction d’hydrolyse est catalysée par 1’eau contenue dans
I’huile (EI shami et al., 1992). Cependant, une augmentation de la densité d’une huile en
présence d’oxygene, serait due a la formation des ponts de types éther C-O-C et peroxydes C-
0-0O-C (Pampeo, 1989).

D’aprés ces résultats, I’huile de P. lentiscus est apparemment constituée de chaines

moyennes de carbones et riche en oxygene ce qui la rend plus dense.
111.4.2 Indice de réfraction

Ce parametre est proportionnel au poids moléculaire des acides gras présents dans I'huile.
Cette mesure varie de maniere significative en fonction du degré d'insaturation des lipides, ce
qui nous donne une indication sur la predominance d'un acide gras insaturé par rapport a un
autre dans I'huile (OlI&, 2002).
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Le résultat obtenu dans notre étude indique une valeur de 1,465, elle est conforme aux

exigences des normes CODEX Alimentarius (<1,482).

Cette valeur d’indice de réfraction est bien comparable avec celles de Merzougui (2015)
et Klibet (2016) dans la région d’El-Kala et Annaba avec des valeurs de 1,469 et 1,469

respectivement.

D’autre part, cet indice est aussi similaire a d’autres huiles végétales, ces derniers
possédent des valeurs trés proches les unes des autres et cela quel que soit I’espece étudiée,

(Tableau V).

Tableau VI : Indice de réfraction de quelques huiles végétales.

Huile végétale IR (20°C) Référence

Huile d’olive 1,468-1,470 Karleskind (1992)
Huile de gland de chéne vert 1,466 — 1,468 (Belarbi, 2003)
Huile d’arganier 1,4685 (Khaldi, 2007)

Cet indice varie en fonction de la teneur en monoterpénes et en dérivés oxygénés. Une

forte teneur en ce composé donnait un indice élevé (Koba et Sanda, 2003).

111.4.3 Teneur en eau (humidité)

Une faible teneur en eau est absolument essentielle pour assurer la stabilité d'une huile,

car la présence d'eau favorise les réactions d'altération (Aissi et al., 2009).

D’aprés les résultats obtenus (Figure 18), la teneur en eau est de 3,12%, cette valeur est
Iégérement supérieure aux normes établies par le Comité Oléicole International (COI, 2015) (<
1%) et CODEX (< 0,2%) (CODEX STAN 210-1999).

D’autre part, ce résultat est inférieur a celui trouvé par Haouli et al. (2015) dans la région
d’El Tarf, et supérieur a celui trouvé par Kechidi et al. (2020) dans la région d’Ain Defla pour

I’huile de lentisque, soit 9, 98 % et 0,47% respectivement.
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Figure 18 : Taux d’humidité de I’huile végétale de P. lentiscus.

Les valeurs élevées d'humidité confirment des conditions d'extraction médiocres et cela
peut expliquer une valeur d’acide élevée. En effet, lorsque le taux d'humidité est élevé, cela
provoque la libération d'acides gras libres qui sont dix fois plus susceptibles de s'oxyder que

lorsqu'ils sont sous forme liée (Haouli et al., 2015).

Afin de diminuer la teneur en humidité présente a l'intérieur des fruits, il peut étre
nécessaire de les soumettre a un processus de séchage supplémentaire avant d'effectuer
I'extraction (Negash et al., 2019).

111.4.4 Imputées insolubles (IMP)

Les impuretés comprennent des particules mécaniques, des substances minérales, des
hydrates de carbone, des composés azotés, différentes résines, des savons de calcium, des acides
gras oxydés, des lactones d'acides gras et, en partie, des savons alcalins, des acides gras

hydroxylés et leurs glycérides (Journal officiel N°64, 2011).

La teneur en impuretés insolubles enregistré est de 0,18 %, cette valeur est légerement
située dans I’intervalle recommandée par les normes COI 2015, Codex 2013 et FAO 2013,
soit (< 0,1) et (0,05-0,1) respectivement. D’autre part, cette valeur est largement inférieure a

celle mentionné par Slim et al. (2018) avec des valeurs comprises entre 1,43% a 3,62 %.

En effet, ce taux légérement élevé est probablement lié au processus de séchage des fruits

de P. lentiscus, qui a été réalisé dans des conditions d'hygiene peu recommandables.

Par ailleurs, I'extraction par pression a froid est souvent considérée comme une méthode
qui permet de maintenir un taux d'impuretés relativement faible. Par contre, I'extraction par

solvant, quant a elle, peut entrainer un taux d'impuretés plus élevé, car des résidus de solvants
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peuvent rester dans I'huile si le processus d'élimination n'est pas bien contrélé. Cela nous permet
d’envisager la corrélation qui peut exister entre la méthode d’extraction et le taux d’impuretés

insolubles dans I’huile de lentisque.

Un taux élevé d’impuretés explique la couleur jaune pale d’une huile (haouli et al.,
2015). Selon nos observations, il est constaté que notre huile ne présente pas ce critére, cela est
considéré comme bénéfique, car il ttmoigne d'une qualité supérieure de I'huile, d'une meilleure

pureté et d'une moindre contamination.

I11.5 Analyse des paramétres chimiques de I’huile de lentisque
111.5.1 Teneur en insaponifiables

Malgré la faible teneur des huiles en fraction insaponifiables, elle revéte une importance

capitale a cause des nobles composés (tocophérols, stérols et composés phénoliques) qu’elle

contient (Rahmani, 2006).

Cette fraction représente la partic non glycéridiques de I’huile et qui est trés riche en
métabolites secondaires (du cholestérol, des phytostérols, de 1’ergostérol, des pigments, des

vitamines liposolubles, des hydrocarbures, ...etc.) (Bereau, 2001).

L’huile de Pistacia lentiscus présente 1,76 % d’insaponifiables, cette valeur est située
dans les normes décrites par le manuel des corps gras (0,5 — 2%), mais reste légérement
superieure aux normes CODEX Alimentarius (<0,5). Ce résultat est comparable a celui de
I’huile d’argan qui présente une teneur de (1,46 a 1,71 %) (Kouidri, 2008), a celui de 1’huile
d’olive avec 1,5% d’insaponifiables (Aberkan ,1992) et a celui de 1’huile de sésame dont la
teneur est de 1,69% (Tir, 2005).

Certains types d'huiles peuvent naturellement contenir une plus grande quantité de
composes insaponifiables. Les variations de taux en ces composes peuvent étre dues a une
éventuelle dégradation partielle de ces derniers lors de I'extraction, ou bien a une augmentation
des composés non glycéridiques extraits, tels que les pigments et la chlorophylle (Bereau,
2001).

111.6 Détermination des indices de qualités de I’huile de lentisque
111.6.1 Indice de peroxyde (IP)

Les valeurs de I’indice de peroxyde de 1’huile de Pistacialentiscus pure et enrichie qui ont

fait ’objet de notre étude sont données dans la (figure 19).
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Figurel9 : Evolution de l'indice de peroxyde de I’huile végétale de Pistacia lentiscus pure et enrichie
pendant 28 jours d’étuvage a 60°C. HE : Huile végétale de Pistacia lentiscus enrichie HP : Huile
végétale pure de Pistacia lentiscus. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3).

La valeur de I’indice de peroxyde de I’huile de lentisque pur est de 9,25 méq d’O2/Kg,
cette valeur est conforme aux exigences des normes commerciales, (CODEX FAO 2013), (CEE
2013) et (COI 2015), dont I’indice de peroxyde est fixé respectivement a I[P < 10, IP <20 et [P
<20.

Cependant le résultat de notre étude est supérieur a ceux obtenu avec 1’huile des fruits de
lentisque, qui est de 6,23 méq d’O2/Kg sur la région de Guelma (Moncef et al., 2020) et 6,0
méq d’Oz/kg de la région d’Ain Defla(Kechidi et al., 2020). D’autres études réalisées dans la
région de Jijel, ont signalé des valeurs supérieures a celles de notre huile, soit 11,41 méq
d’O2/kg (Bensalem, 2015).

L’enrichissement de I’huile végétale de Pistacialentiscus a 400 ppm par la poudre des
feuilles du méme arbuste nous a permis d’évaluer 1’oxydation avant et apres etuvage a 60°C.
Avant I’étuvage a Jo IP de I’huile enrichie (HE) représente un résultat de 9 méq d’O2/Kg qui est

inférieur a celui de HP.

Au bout de 28 jours d’étuvage, on observe une augmentation continue de 1’indice de
peroxyde de I’huile de lentisque pour les deux échantillons HP et HE ceci explique I’influence
de la durée de stockage et la température 60 °C sur I’oxydation de I’huile ; ce qui démontre que
la chaleur est ’'un des facteurs d’oxydation (Dairi et al., 2014). L’huile de lentisque non
enrichie HP présente IP le plus élevé par rapport a I'huile de lentisque enrichie a 400 ppm par

les feuilles du méme arbuste.
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L’évolution de cet indice pour I’huile de pistachier enrichie (HE) a un rythme moins
accentué que celle de HP avec un IP final de 9,56 méqO2/kg par rapport a HP qui atteint 13,5
méqO2/kg.

L'indice de peroxyde permet d'évaluer le degré d'auto-oxydation des huiles, un processus
lent mais inévitable. En effet, les matiéres grasses peuvent s'oxyder en présence d'oxygene et
de certains facteurs favorables tels que la température élevée, I'eau, les enzymes et les traces de
métaux comme le cuivre et le fer. Cette auto-oxydation, également appelée rancissement
aldéhydique, entraine initialement la formation de peroxydes (ou hydroperoxydes) a partir des
acides gras non saturés, qui se décomposent ultérieurement en produisant des dérivés
carbonylés tels que des aldéhydes et des cétones responsables de I'odeur de rance, ainsi que

divers produits oxygenés tels que des alcools et des acides (Tanouti et al., 2011).

Une concentration élevée de peroxyde pourrait résulter de la présence de composés tels
que les caroténoides et les vitamines A et E, qui sont susceptibles de subir des réactions
d'oxydation similaires entrainant la formation de peroxyde (Kandji, 2001).

L'oxydation de I'huile débute dés la récolte du fruit de I'arbre et se prolonge tout au long du
stockage et de la transformation ; ceci, donc, explique les variations de I’IP enregistrés dans les

huiles végétales (Moncef et al., 2020).

La diminution de I’indice de peroxyde aprés 1’enrichissement indique que ce processus
a contribué a réduire l'oxydation de I'huile. Cela est di aux propriétés antioxydants des
composés phénoliques ajoutés ou a d'autres facteurs liés au processus d'enrichissement tels que
la méthode suivie; il semble aussi améliorer la stabilité oxydative. Nos observations sont
similaires avec celle de Lkrik et al. (2015), Qui confirment que les composés phénoliques des
feuilles exercent un effet marquant sur le piégeage de 1’O> actif par la réduction des composés

primaires et secondaires générés au cours de I’oxydation.

111.6.2 Indice d’acidité

La détermination de l'indice d'acidité d'une huile est largement reconnue comme un
moyen fiable pour évaluer son niveau d'altération. C’est un critere chimique permettant
d’évaluer la fraicheur et la pureté d’une huile (Belarbi, 2010). Nous avons effectué des mesures
de ce parametre afin d'évaluer la stabilité de notre huile et d'étudier I'impact de la chaleur sur
son acidité, aussi bien qu’avant et aprés enrichissement par les feuilles de lentisque au cours de

28 jours de stockage a 60°C dans 1’étuve. Les résultats sont représentés dans la (figure 20).
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Figure 20 : Evolution de l'indice d’acidité de I’huile végétale de Pistacia lentiscus pure et enrichie
pendant 28 jours d’étuvage a 60°C. HE : Huile végétale de Pistacia lentiscus enrichie HP : Huile
végétale pure de Pistacia lentiscus. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3).

La valeur d’acidité de notre huile pure est de 2,65 %, le résultat est conforme a la norme
(COI 2015) qui exige un intervalle entre 0,8-3,3 %, elle est Iegerement élevée a la norme (CEE
2013) qui est fixée entre 0,8-2% et supérieur a la norme (CODEX FAO 2013) qui est a moins
de 1 %.

L’huile végétale de Pistacia lentiscus présente une valeur proche a celle signalée par
Djedaia (2017) qui est de 2,34 % ; et faible par rapport a celle obtenus par Kechidi et al. (2020)
avec 14,41 % ; et celle obtenue par Bensalem (2015) de la région El-Milia et Skikda qui sont
respectivement de 3 ,361% et 6,72 %.

L’acidité¢ permet de contrdler le niveau de dégradation hydrolytique, enzymatique ou
chimique, des chaines d'acides gras des triglycérides. Ceci est a ’origine d’acides gras libres et

de glycérides partiels (mono et diglycérides) (Abaza et al., 2002).

Apres enrichissement par les feuilles de P. lentiscus, on constate une diminution minime
de cet indice avec 2,61% a JO. Plusieurs études, notamment celles de Gharby et al. (2014) et
Lkrik et al. (2015), ont indiqué une faible évolution de I'indice d'acidité des huiles testées, car
les polyphénols extraits des margarines, les tourteaux et les feuilles d'olivier ont été associés a
cette stabilité oxydative, protégeant les acides gras des triglycérides contre I'nydrolyse et
I'oxydation. Ceci, donc confirme la contribution de I’enrichissement contre les phénoménes

d’hydrolyse et d’oxydation.

40



Chapitre 111 Résultats et Discussion

Au cours de 28 jours de stockage a 60 °C, une augmentation de I’indice d’acidité est
remarquée par rapport a la valeur initiale a JO pour les deux huiles. Le HP présente la valeur

d’acidité la plus élevée avec 4,95% comparé a HE qui est de 2,9%.

Cette augmentation d’acidité est due a I’hydrolyse des triglycérides sous ’action de la
lipase contenues dans le fruit, entrainant la libération des acides gras libres (Abaza et al., 2002).

D’autre part, selon les recherches menées par Charef et al. (2008) sur les fruits de
lentisque et sa composition en acides gras libres, il a été démontré que la présence d'un faible
nombre d'acides gras libres dans une huile est corrélée a un indice d'acidité bas. Par conséquent,
l'augmentation observée dans notre étude est attribuée a la concentration élevée d'acides gras

libres.

En plus des polyphénols des fruits qui rendent I'huile riche, l'ajout des composés
phénoliques des feuilles de lentisque, connus pour leur puissante capacité antioxydante
démontrée dans des études comme celle de Salhi et al. (2019), pourrait expliquer pourquoi
I'acidité de cette huile enrichie évolue peu. Cela pourrait étre di a I'action de ces composés qui
ralentirait la dégradation des triglycérides en acides gras libres.

Une autre recherche menée par Gharbyet al. (2014) a également observé une légere
modification de I'indice d'acidité dans les huiles examinées. Leur étude avait pour but d'évaluer,
comment les polyphénols extraits des margarines influencaient la stabilité oxydative de I'huile
de tournesol. Ils ont attribué ces observations a une insuffisante hydrolyse des triglycérides pour
compenser ou accroitre les niveaux d'acides gras libres, lesquels étaient piégés par

polymérisation ou éliminés sous forme volatile au cours de la phase d'oxydation.
111.6.3 Indice de saponification

L’indice de saponification permet d’évaluer la longueur moyenne des chaines d'acides

gras constitutifs du corps gras (Mordret, 1992).

Les résultats illustres dans la (figure 21) indiquent que I’huile de lentisque pure renferme
un indice de saponification de I’ordre de 189,37 mg/g. Cette valeur reste conforme aux
exigences des normes COI 2015, CODEX Alimentarius et AFNOR 2000 avec les valeurs de
(184 <IS <196), (173 <IS <195) et (170 < IS <210) respectivement.
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Figure 21 : Evolution de l'indice de saponification de I’huile végétale de Pistacia lentiscus pure et
enrichie pendant 28 jours d’étuvage a 60°C. HE : Huile végétale de Pistacia lentiscus enrichie HP :
Huile végétale pure de Pistacia lentiscus. Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type (n=3).

Notre résultat est comparable a celui reporté par Boukeloua et al. (2012) dans la région
de Skikda et celui de Merzougui et al. (2015) dans la région d’El Kala, soit 193,30 mg/g et
191,45 mg/g respectivement. En revanche, il est inférieur a celui signalé par Kechidi et al.
(2020) dans la région d’Ain Defla, avec 269,28 mg/g.

Ces variations d’indice de saponification peuvent étre dues a des facteurs pédoclimatiques
(température, humidité et aération du sol) et au stade de maturité. Cependant, cet indice est
généralement similaire a ceux dautres huiles végeétales indiqué dans le (tableau VI)
(Karleskind, 1992).

Tableau VII. Indices de saponifications de quelques huiles.

Huiles Indices de Références

saponifications

Huile de soja 189-195

Huile de tournesol 188-194 CODEX STAN
Huile d’arachide 187-196 210 - 1999
Huile de coton 189-198
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Aprés enrichissement a 400 ppm par les feuilles de P. lentiscusa JO, on note une
diminution tres minime de cet indice. Cette baisse persiste et continue au fil du stockage a 60°C.
La représentation graphique des résultats obtenus aprés stockage montre que cette
diminution est constante et stable, cela peut étre attribué a I’enrichissement de cette huile par
les feuilles,qui maintient une certaine stabilité oxydative. D’autre part, cette diminution est due
a I’allongement de la chaine hydrocarbonée des acides gras estérifiant la molécule de glycérol

pour former les triglycérides (Rafik, 1986).

En outre, ces triglycérides formés s’oxydent en présence d’une haute température et
d’une durée considérable de stockage. Ces derniers vont ensuite formés des polymeéres par le

pontage intermoléculaire de ces triglycérides oxydés (Perrin, 1992).

Puisque I’indice de saponification est inversement proportionnel aux masses
moléculaires des acides gras et triglycérides (Adrian et al., 1998), on peut dire que notre huile

possede des acides gras de chaines hydrocarbonées plus ou moins courtes.

[11.7 Evaluation de I’activité antioxydant de I’huile de lentisque in vitro

L'activité antioxydant peut étre due a des mécanismes différents, tels que la prévention de
I'amorcage de la chaine oxydative, la décomposition des peroxydes et la prévention de
’abstraction continue de I'hydrogene, le balayage des radicaux libres, la capacité de réduction
et la liaison des catalyseurs d'ions de métaux de transition (Huang et al., 2005 ; Carocho et
Ferreira, 2013).

Cependant, de nombreuses techniques sont disponibles pour évaluer I'activité antioxydant
des plantes. Dans ce cadre, I’huile végétale pure et enrichie de Pistacia lentiscusa éteé testée
pour leur activité antioxydant en utilisant deux essais in vitro : Piégeage du radical libre DPPH
et ABTS.

111.7.1 Activité scavenging du radical DPPH

Le dosage de I’activité scavenger du radical DPPH est une méthode couramment utilisée
pour évaluer la capacité de piégeage des radicaux libres. Le DPPH représente un radical libre
qui accepte facilement un électron ou un radical hydrogene afin de se transformer en une
molécule diamagnétique stable (Blois, 1958). Il est réalisé a une température ambiante, ce qui
élimine tout risque de détérioration thermique des molécules thermolabiles (Cai et al., 2006).
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Le radical DPPH est 1’'un des substrats les plus utilisés généralement pour 1’évaluation
rapide et directe de ’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme radicale et la

simplicité de I’analyse (Zhou et al., 2012).

Les résultats obtenus lors d’est de la mesure du pourcentage d’inhibition du radical libre

DPPH des différents échantillons de 1’huile sont représentés dans la (figure22) au-dessous.
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Figure 22 : Activité antioxydant de I’huile végétale des fruits Pistacia lentiscus et 1’acide gallique
contre le radical DDPH pendant 28 jours d’étuvage a 60°C. HE : Huile végétale de Pistacia lentiscus
enrichie, HP : Huile végétale de Pistacia lentiscus pure, AG : Acide gallique. Les valeurs sont exprimées
en moyenne + écart type (n=3).

Selon les résultats enregistrés dans la (figure 22), nous observons une augmentation de
I'activité antioxydant des enchantions de 1’huile en fonction des concentrations. L’effet
d’inhibition du radical DPPH de I’huile végétale, des fruits de Pistacia lentiscusa 50 mg/ml, est
trés élevée pour 1’huile enrichie avec 97,46 £ 2,5 % ; 95,42 + 1,23 % et 91,46 + 1,61 % pour
HE a Jo, HE a J14 et HE & J2g respectivement, ces valeurs sont presque proche du standard,
I’acide gallique qui représente 111,04 + 1,39 % , et une faible activité anti-radicalaire pour le
HP a JO, HP a J14 et HP a Jagavec 50,68 + 0,71 % ; 40,38 + 1,39 % et 25,65 + 0,71 %) pour la
méme concentration. Afin de comparer les échantillons, nous avons déterminé les valeurs

d'IC50 de HP, HE et du standard. Ces valeurs sont représentées dans la figure20.
Les résultats révelent que 1’huile végétale enrichie de P. lentiscus présente 1’activité la

plus élevée avec une IC50= 0,68+ 0,07 mg/ml ; 0,70 £ 0,06 mg/ml ; 0,93+ 0,05 mg/ml pour HE

a J0, HE a Ji4 et HE a Jog respectivement ; par contre HP a JO, HP a Ji4 et HP a Jog représente
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une 1C50=1,34 + 0,11 mg/ml ; 7,58 + 1,58 mg/ml ; 6,39 £0,77 mg/ml qui est élevée par rapport

a I’huile enrichie (figure 23).

107 B HP
5 M HPj14
— M HPj28
% 6- B HE
g HEj14
8 4- B HEj24
- B AG
24 ...

Figure 23 : Histogramme désigne le pouvoir inhibitrice IC50 exprimés en mg/ml, de I’huile végétale
des fruits Pistacia lentiscus et I’acide gallique contre le radical DDPH pendant 28 jours d’étuvage a 60°.
HE : Huile végétale de Pistacia lentiscus enrichie HP : Huile végétale de Pistacia lentiscus pure AG :
Acide gallique. Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart type (n=3). ns : Non significatif ;
***pP<(0,001 (comparaison de chaque concentration au standard) présente la différence significative
entre les pourcentages d’inhibition. One-Way ANOVA, suivie par le test de comparaison multiple
Tuckey a été utilisé pour 1’analyse statistique.

On constate également que I’activité de I’acide gallique a un pouvoir antioxydant le plus
¢levé de I’ordre 0,31+ 0,03 mg/ml comparable a celui de nos huiles. Plus la valeur de I’'IC50
est petite plus I’échantillon est considéré comme un antioxydant puissant (Hebi et Eddouks,

2016).

Le profil d’activité anti-radicalaire obtenu révele que HE posséde une activité anti-
radicalaire dose dépendante élevee par rapport HP. Ceci peut s’expliquer par la présence des

antioxydants naturels dans les feuilles de Pistacia lentiscus.

Les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces d’hydrogéne au radical DPPH en

raison de leur structure chimique (Turkmen et al., 2007).
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Les résultats de la présente étude, semblent étre remarquables, car I’huile étudié a montré
une capacité antioxydant efficace par rapport a ceux rapportés par Charef, (2011), ont montré
que les huiles des fruits rouges et noirs de P. lentiscus ont un effet scavenger important avec
une IC50=11,68 mg/ml et 1,07 mg/ml respectivement.

L’huile de Pistacia lentiscusde Jendouba (Nord de la Tunisie) et celles récoltée dans le
nord-ouest d'Algérie (Ain Kebira, Tlemcen) ont prouvé un effet marqué avec une valeur de
IC50=5,34 mg/ml et 20,619 = 0,312 mg/ml respectivement (Daoued et al., 2016) ;
(Benhammou et al., 2008).

Les extraits des feuilles de cette plante ont démontré une forte capacité anti radicalaire,
notamment en inhibant des enzymes telles que la xanthine oxydase, qui est responsable de la

production de radicaux libres (Berboucha et al., 2010).

Les différences des variations de 1’activité antioxydant observées des huiles peuvent
étre dues aux impacts des facteurs environnementaux sur la composition chimique ou bien des
procédés d’extraction de I’huile. Aussi certainement liées a la nature et aux taux des composés
bioactifs (Zitouni, 2017) ; qui varient au cours de la maturation des fruits (Grati et al., 1999).
Au vu des résultats obtenus, on constate que HE de Pistacia lentiscus a prouvé une meilleur

activité antioxydant vis-a-vis le DPPH compare avec le HP.
111.7.2 Activité scavenging du radical ABTS

L'efficacité anti-radicalaire des huiles est évaluée au moyen d'une méthode qui repose
sur la diminution du radical ABTS+e, également connu sous le nom de "2,2'-Azinobis (acide
3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)”(Moon et Shibamoto, 2009). Ce radical cationique est
facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour donner une
solution colorée en bleu-vert (Prouillac, 2009). La neutralisation du radical ABTS+e par un
antioxydant se traduit par la décoloration de la solution et la diminution de I’absorbance

(Gdlgin, 2010).

Le profil de I’activité anti-radicalaire obtenue (Figure 24) a montré que, le pourcentage
d’inhibition du radical ABTS est proportionnellement a la concentration. En outre, la capacité
de piégeage du radical ABTS+e par HE et HP représentent la plus grande activité qui
correspond a 62,10 £ 0,25 % et 58,55 £ 0,18 % respectivement qui est supéerieur aux autres
échantillon HE J14, HE J28, HP J14 et HPJ 28avec une activité d’ordre 50,44 + 0,23 ; 48,10 +
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0,67 ; 30,59 +1,20 et 20,34 + 0,85 respectivement testé a une concentration de 50 mg/ml mais
qui est inférieur a celle du standard avec 100,26 + 0,34 % a 25 mg/ml.

La concentration nécessaire pour réduire 50 % des radicaux ABTS+e (IC50) est utilisé
pour estimer 1’activité antioxydant d’un composé, les valeurs d'IC50 de HP, HE et du standard

sont exprimé dans le (Tableau VII).

150
* HP
& HPjy4
E 100 * HPj28
= ¥ HE]j
% HE]j14
S 50 ® HEjzg
# standard
A— x —
0I"'"""I""""'I"""'"I
0 20 40 60
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Figure 24 : Activité antioxydant de I’huile végétale des fruits Pistacia lentiscus et 1’acide gallique
contre le radical ABTS pendant 28 jours d’étuvage a 60°C. HE : Huile végétale de Pistacia lentiscus
enrichie HP : Huile végétale de Pistacia lentiscus pure, standard : Acide gallique. Les valeurs sont
exprimées en moyenne * écart type (n=3).

Tableau VIII : Valeurs de I’IC 50 de HP, HE du fruit de Pistacia lentiscus et de I’acide gallique

HP HE HEj14 Acide Gallique
1C50 24,51+ 0,18 21,32+ 0,65 25,03+0,23 14,45 0,34
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

En comparant les ICso des huiles a celle du standard, on peut dire que 1’activité anti-
radicalaire de HE représente la meilleure activité avec 1C50=21,32 + 0,65 (mg/ml) comparée
aux autre échantillons HP, HEJ 14 avec 24,51 + 0,18 mg/mlet 25,03 +0,23 mg/ml
respectivement. Tandis que I’huile pure a JO, J 14 et J 28 ainsi HE a 28 J, ont montré une tres
faible activité a 50 mg/ml. L’acide gallique a enregistré la meilleure activité anti-radicalaire ave

une IC50 14,45 £ 0,34 mg/ml a la méme concentration.

L'un des avantages de I'ABTS réside dans sa capacité a étre solubilisé a la fois dans des

milieux aqueux et organiques. Par conséquent, I'activité antioxydant de I'échantillon étudié peut
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étre attribuée a la présence de molécules hydrophiles ou lipophiles, en fonction du solvant
utilisé (Arnao, 2001). L'ajout d'un antioxydant, qui agit en tant que donneur de He (hydrogéne),
a une solution du radical cation ABTSe+ entraine sa réduction. L'atome d'azote concerné piége
un He, formant ainsi I'ABTS+, ce qui entraine une diminution de la couleur et de 1'absorbance

du mélange (Lien et al., 1999).

Notre résultat et bien meilleures que I’huile vegetale de I’espéce Scabiosa comosaa un

faible pouvoir anti radicalaire avec une valeur d’IC50 de 223,5 mg/ml (Ma et al., 2016).

D'aprés les résultats, I'huile végétale enrichie semble avoir une activité antioxydant plus
élevée que I'huile pure. Cela pourrait étre dd a la plus grande quantité de polyphénols présents
dans les feuilles de P. lentiscus qui ont été utilisées pour I'enrichissement. Cette activité n'est
pas spécifique a un compose phénolique particulier, mais elle est largement répartie parmi les
différentes familles de polyphénols, notamment les flavonoides et les acides phénoliques
(Calliste et al., 2001). Ces composés sont responsables de la capacité antioxydante, qui
s'explique par leur structure chimique contenant un nombre élevé d'atomes d'hydrogéne, de
groupements hydroxyles et de noyaux phényles (Torres de Pinedo et al., 2007). Ces
caractéristiques leur permettent de capturer les radicaux libres en neutralisant leurs électrons
celibataires (Wojdylo et al., 2007).

48



Conclusion et perspectives




Conclusion et perspectives

Conclusion

Suivant les conditions de fabrication et de conservation, divers éléments constitutifs
d’une huile peuvent subir des modifications plus ou moins importantes pouvant porter préjudice

a la qualité de 1‘huile.

L'objectif fondamental de cette recherche réside dans I'exploration des parameétres de
qualité associés a l'utilisation des feuilles de Pistacia lentiscus en tant qu'antioxydants
alternatifs, avec une application spécifique visant leur incorporation dans I'huile de lentisque.
Cette démarche vise a élucider la dynamique de la stabilité oxydative de cette huile, tant avant
qu'aprés I'enrichissement. Cette évaluation de la stabilité est conduite dans des conditions de
stockage rigoureusement définies.

Ce travail a été initié par une étude des caractéristiques physico-chimique de I’huile de
Pistacia lentiscus a savoir I’humidité, I’acidité, 1’indice de peroxyde, I’indice de réfraction,
I’indice de saponification, 'impuretés insolubles, la densité, la teneur en insaponifiables et le
dosage en pigments. Les résultats obtenus de cette huile végétale sont conformes aux normes
du COl, Codex, CEE et AFNOR.

D’aprés 1’étude de la stabilité oxydative de I’huile aprés un stockage de 28 jours a 60°C ;
nous pouvons conclure qu'il existe une amélioration de la qualité de I’huile de Pistacia lentiscus
enrichie avec des feuilles de la méme plante, mais elle reste peu considérable. On poursuivant
notre étude, d’autres tests ont été élaboré pour évaluer 1’activité antioxydant, dont 1’estimation
du potentiel antioxydant de cette huile par les méthodes du piégeage du radical libre DPPH et
ABTS a différentes concentrations, attestant que I'huile enrichie présente une capacité

antioxydant supérieure a celle observée dans 1’huile pure.

A la suite de cette investigation, nous sommes en mesure de dire que l'utilisation de
I'huile de lentisque dans le cadre de la médecine traditionnelle trouve sa justification dans la
mesure ou cette huile végétale a démontré un potentiel antioxydant substantiel a I'égard des
radicaux libres synthétiques, dont I'effet est dépendant de la dose.

Dans les perspectives, nous aspirons a ce que notre recherche soit considerée par d'autres
chercheurs en vue d'une évaluation plus approfondie de la qualité de 1’huile végétale de Pistacia
lentiscus. De plus, nous envisageons les études suivantes :

e Enrichissement avec d’autres composées naturelles tel que I'acide caféique et le gallate de
propyle afin de pouvoir comparer les résultats.
e Détermination de la toxicité de cette huile et la réalisation de quelques tests in viv
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Annexe 1 : Le matériel utilise au laboratoire pendant le déroulement des expériences est mentionner

Produits chimiques Appareillage
e Ethanol Balance analytique
e Hexane Soxhlet
e DPPH Rotavapeur

Chloroforme
Acide acétique

Réfrigérateur
Agitateur magnétique

e lodure de potassium Vortex

e Thiosulfate de sodium Etuve

e Phénolphtaléine Refractometre

e Acide chlorhydrique Spectrophotométre

Oxyde diéthylique
Solution éthanolique(0,1 N)
Tétrachlorure de carbone

Centrifugation
Lecteur microplaque
Plaque chauffante

e [(-caroténe Dessiccateur
e Tween Bain a ultrasons
e Acide linoléique Bain-marie
e Vitamine E Broyeur
e DMSO Tintometer
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage des concentrations des caroténes (g/kg) en fonction des absorbances



Annexe 3

Dosage de la Vit-E
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage des concentrations de la vitamine E (a-Tocophérol) en fonction des
absorbances.



Résumé

Résumé

Au fil des récentes années, I'amélioration de la qualité nutritionnelle des huiles végétales en utilisant des
composants d'origine végétales a suscité un intérét considérable. Dans ce contexte, notre étude se fixe
pour objectif & la caractérisation physico-chimique de 1’huile végétale des fruits de Pistacia lentiscus
extraite par solvant hexanique a chaud, ensuite on procéde a l'enrichissement de cette huile végétale, en
y incorporant la poudre des feuilles de la méme plante a 400 ppm. Nous envisageons de mesurer la
teneur en tocophérols totaux, d’évaluer les paramétres physico-chimique d’huile, ensuite d'évaluer la
stabilité oxydative de ce I’huile enrichie et pure et de mesurer certaines activités antioxydants (DPPH et
ABTYS) apres un stockage a 60°c pendant 28 jours de I’huile enrichie.

La mesure de la teneur en tocophérols de I’huile végétale a révélé une teneur importante en d'o-
tocophérols (0,008 + 0.61 mg/g). Le résultat initial des indices de qualité de I’huile pure a savoir I’indice
de peroxyde (9,25 méq d’Oz /Kg) IP et I’indice d’acidité (2,65 %) 1A a révélé que ces valeurs sont
conformes aux normes. L’huile enrichie a subi une augmentation des deux indices (IP, IA), cependant
cette augmentation demeure moins importante par rapport a celle de I’huile pure.

L’activité antioxydante a montré que I’huile végétale enrichie de P. lentiscus présentent un pouvoir
antioxydant plus puissant que celui d’huile pure, vis-a-vis du radicale DPPH« estimé par une IC50 de
0,6817 + 0,071 mg/ml ; 1,34+0,11 mg/ml respectivemen, et du radical ABTS par une IC50 de 21,32+
0,65 mg/ml 24,51+ 0,18 mg/ml respectivement.

Par conséquence, il est possible de déduire que les feuilles du pistachier lentisque, en tant
qu'antioxydants naturels, pourraient contribuer & renforcer sa stabilité oxydative et d’améliorer sa
qualité, éventuellement se substituer aux antioxydants synthétiques.

Mots clés : Pistacia lentiscus, huile végétale, enrichissement, extraction, antioxydants naturels.

Abstract

Over recent years, there has been considerable interest in improving the nutritional quality of vegetable
oils using plant-derived components. In this context, our study aims to characterize the physicochemical
properties of Pistacia lentiscus fruit oil extracted with hot hexane solvent. Subsequently, we enrich this
vegetable oil by incorporating powdered leaves from the same plant at 400 ppm. We intend to measure
the total tocopherol content, evaluate the physicochemical parameters of the oil, assess the oxidative
stability of both the enriched and pure oil, and measure certain antioxidant activities (DPPH and ABTYS)
after storage at 60°C for 28 days.

The measurement of tocopherol content in the vegetable oil revealed a significant amount of a-
tocopherols (0.008 £ 0.61 mg/g). The initial results of the quality indices for pure oil, namely peroxide
value (9.25 meqg O2/kg) and acidity index (2.65%), indicated that these values comply with standards.
The enriched oil experienced an increase in both indices (peroxide value and acidity index), although
this increase was less pronounced compared to pure oil.

The antioxidant activity demonstrated that P. lentiscus-enriched vegetable oil exhibited a stronger
antioxidant capacity than pure oil, as evidenced by a DPPHe radical IC50 of 0.6817 + 0.071 mg/ml and
1.34 + 0.11 mg/ml, respectively, and an ABTS radical IC50 of 21.32 + 0.65 mg/ml and 24.51 + 0.18
mg/ml, respectively.

Therefore, it is possible to infer that the leaves of Pistacia lentiscus, as natural antioxidants, could
contribute to enhancing its oxidative stability and improving its quality, potentially replacing synthetic
antioxidants.

Keywords: Pistacia lentiscus, vegetable oil, enrichment, extraction, natural antioxidants.
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