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Introduction

Depuis I'antiquité, les plantes médicinales sont utilisées afin d’ entretenir notre santé,
prévenir nos maux voir les guérir, elles sont considérées comme étant une matiére premiére
essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires ala mise au point de futurs
meédicaments (Maurice, 1997).

De nos jours, cette utilisation traditionnelle pousse le domaine scientifique de la
recherche a découvrir les principes actifs doués d activités biologiques gréace a plusieurs
domaines y compris la chimie, la biochimie et la physiologie afin d’identifier la structure
chimique de ces substances et de cibler leurs modes d utilisation, leurs indications dans
diverses pathologies et leurs propriétés thérapeutiques et pharmacol ogiques. Par I’ éendu des
domaines de recherche, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs sont
souvent liés aux composés phénoliques qui sont présents dans toutes les parties des plantes
(racines, feuilles, fleurs et fruits) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la germination des graines et |la maturation des
fruits (Macheix et al., 2005).

Pistacia lentiscus est une plante médicinale appartenant a la famille des Anacardiaceae,
caractéristique des cOtes meéditerranéennes, elle se développe sur tout type de sol, dans
I’ Algérie subhumide et semi-aride (Charef et al., 2008 ; Arab et al., 2014). De nombreuses
études ont rapportées la richesse de cette espece en composés phénoliques auxquels sont
attribuées ses diverses activités biologiques. Pendant la maturation, un fruit subit une série de
changements manifestes de couleur, de texture et de saveur, indiquant que des modifications
de la composition ont lieu (Bashir et Abu-Goukh, 2003). Il est a noter qu’aucune étude
antérieure portant sur le dosage des composés phénoliques dans les fruits de Pistacia lentiscus
durant la maturation n’ a été conduite. Donc, cette éude a été menée pour tenter d’ dlucider les
changements de composition phénolique lors de la maturation des fruits de Pistacia lentiscus
et pour fournir une information de base concernent ces changements biochimiques.

Ce présent travail est réparti en trois parties :

> Une partie relative a |’ éude bibliographique résumant les généralités sur la plante et
les composés phénoliques.
> Une partie abordant |’ étude expérimentale avec la description du matériel végétale et
des méthodes utilisees.
» Unetroisiéme et derniére partie qui présente les résultats obtenus et leur discussion.
Des références hibliographiques et des annexes viennent compléter le texte élaboré en

meémoire inauguré par une introduction générale et cléturé par une conclusion.

-



Chapitre 1 Etude bibliographique

|.1. Généralités sur Pistacia lentiscus
[.1.1. Description botanique

Pistacia, issu du grec pistaké, est un arbre a résine dont la graine est comestible et
lentiscus vient du latin lentus, qui signifie visqueux (Botineau, 2015). Le pistachier lentisque
arbuste ou petit arbre ligneux de 1 a 5 métres de hauteur (figure 1), appartenant a la famille
des Anacardiaceae. C'est une espéce dioique, thermophile dégageant une odeur résineuse
pénétrante (Charef et al., 2008). L’ arbuste est nommeé |localement dans les régions kabyles «
Amadagh », aors que les graines sont communément appel ées « Tidekth ».
Selon Botineau, (2015) Pistacia lentiscus se caractérise par :

= Les fruits sont des baies globuleuses d’ environ 5 mm de diamétre, monospermes,
d abord rouges, puis noirs ala maturité (novembre ajanvier).

» Lesfeuillessont persistantes, composées a nombre pair de folioles coriaces étroites et
poi ntues.

» Lesfleurs sont unisexuées d’environ 3 mm de large qui se présentent sous forme de
grappe (floraison : mars—mai).

= | emastic est un suc résineux issu del’incision du tronc de cet arbuste.

Figure 1 : Photographie de Pistacia lentiscus.

-~
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[.1.2. Taxonomie et classification

La taxonomie rapportée dans le tableau ci-dessous (tableau |) a été décrite par Ansari et
Siddiqui (2012).

Tableau | : Classification de Pistacia lentiscus (Ansari et sddiqui, 2012).

Régne Plante

Division Magnoliophyta
Ordre Sapindales

Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia

Espéce Pistacia lentiscus
Nom binomial Pistacia lentiscus L.

1.1.3. Localisation géographique

Pistacia lentiscus est retrouvée couramment en sites arides sur le pourtour méditerranéen
de I'Europe, d' Afrique et d’Asie, jusqu'aux Canaries et au Portugal (Bellakhder, 1997). En
Algérie, la présence du pistachier est trés répandue dans les sites subhumides, semi aride et
dans le bassin de la Soummam en association avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne
liege (Belhadj, 2001). Il se développe dans divers habitats le long d’un gradient climatique
qui varie suivant le rayonnement solaire, la température et la précipitation (Ait said et al.,

2011). Larépartition géographique des especes de Pistacia est présentée sur lafigure 2.

Figure 2: Répartition géographique de Pistacia lentiscus (Al-Saghir, 2006).
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|.1.4. Utilisation traditionnelle

Les feuilles, les fruits et le mastic de Pistacia lentiscus sont traditionnellement utilisés
dans divers régions pour traiter différentes pathologies (Ljubuncic et al., 2005; Benhammou
et al., 2008).

« Les parties aériennes de Pistacia lentiscus sont utilisées dans la médecine populaire
comme stimulants et diurétiques, mais aussi, pour traiter I’ hypertension, la toux, le
mal de gorge, I’ eczéma, les maux d’ estomac et les calculs rénaux (Villar et al., 1987).

%+ Ladeécoction des racines sechées est efficace contre I'inflammation de I'intestin et de
I’ estomac, ains que dans e traitement de |’ ulcére (Palevitch et Y aniv, 2000).

« L’huile des fruits du lentisque est souvent utiliseée comme un remede d'application
externe locale sous forme d onguent pour soigner les brilures et les douleurs dorsales
(Bellakhder, 1997).

+ Lemastic de Pistacia a été utilisé par les guérisseurs traditionnels pour e soulagement
des douleurs abdominales, des maux d'estomac et |’'ulcere gastro-duodéna (Al-
Habbal et al., 1984).

1.1.5. Etude phytochimique
L’ utilisation de Pistacia lentiscus en médecine traditionnelle a poussé les chercheurs a
mener plusieurs études phytochimiques afin d'identifier les principes actifs des différentes

parties de la plante.

1.1.5.1. Lesfeuilles

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est caractérisée par la
présence des glycosides de flavanols comme la myricetine et la quercitine, I’ acide gallique,
les dérivé gdloyls et les anthocyanines (Romani et al., 2002; Vaya e¢ Mahmood, 2006).
Elles contiennent aussi des stérols, et des saponosides (Bammou et al., 2015).
Les éudes phytochimiques effectuées sur les huiles essentielles obtenue a partir des feuilles
de lentisque ont montré la présence de a- pin¢éne, limonéne, y-terpénine et terpénine -4-ol

(Ben douissa et al., 2005).

1.1.5.2. Lesfruits
Les fruits de Pistacia lentiscus ont une tres forte teneur en leucoanthocyanes, tanins

totaux, tanins galliques ainsi que des flavonoides (Arab et al., 2014) .
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L’ étude de Longo et ses collaborateurs (2007), sur les fruits de Pistacia lentiscus a
permis d'identifier trois anthocyanes a savoir cyanidine 3-O-glucoside, delphinidine 3-O-
glucoside et cyanidine 3-O- arabinoside. Par ailleurs , une autre étude phytochimique réalisée
sur la fraction d acétate d’ éthyle (EtOAC) de fruits de Pistacia lentiscus a permis d’isoler
deux polyphénols qui sont I’ acide gallique et le 1,2,3,4,6 — pentagalloyl glucose (Abdelwahed
et al., 2007). Selon Trabels et al. (2012), les fruits de Pistacia lentiscus représentent une tres
forte teneur en acides gras mono- insaturés. Le principal acide gras est I’ acide oléique, suivi
de I’acide palmitique et I’ acide linoléiques. Ainsi qu’ une grande quantité de phytostérols tels
que B- sistérol et le campestérol. Récemment 1’étude de Mezni et al. (2018), a révélée la
présence de composés phénoliques dans les huiles de fruits comme les acides phénoliques et

les flavonoals.

1.1.5.3. Lemastic
Les études consacrés au mastic ont montré la présence des huiles essentielles, ainsi un

polymére cis- 1, 4- poly-B-myrcene (Van den berg et al., 1998).

|.1.6. Activités biologiques

Plusieurs études expérimentales effectuées sur Pistacia lentiscus ont mis en évidence
différentes activités biologiques :
Les extraits des feuilles et des fruits de cette plante ont montré un pouvoir anti- radicalaire
important notamment I’inhibition de certains enzymes tels que la xanthine oxydase qui est
une enzyme productrice des radicaux libres (Berboucha et al., 2010). Les résultats obtenus de
I’ étude des extraits des feuilles et des fruits effectuée par Atmani et al. (2009) et Remila et
al. (2015), indiquent que Pistacia lentiscus présente des propriétés anti-oxydantes, anti-
inflammatoires et anticancéreuses, conformément aux utilisations traditionnelle de cette
plante. D’une autre part, des études, in vivo et in vitro ont été réalisées sur Pistacia lentiscus
qui révelent son pouvoir anti-microbien, anti-fongique, hepatoprotecteur et anti- diabétique
(Kordali et al., 2003; M ehenni et al., 2016).

|.2. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui dérivent du phénol
CsHsOH, structurellement ils sont caractérisés par la présence d’un ou de plusieurs noyaux
aromatiques auxquels sont directement liés un ou plusieurs groupements hydroxyles libres ou
engageés dans une autre fonction tels que: éther, ester ou hétéroside (Riber eau-Gayon, 1968).
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Ce sont des substances ubiquistes fortes répandues dans le régne végétal, qui varient
depuis les molécules organiques simples telles que les acides phénols vers les composés
hautement polymeérisés comme les tanins, ou plus de 8000 structures ont été identifiées
(Mahmoudi et al., 2013).

|.2.1. Biosynthése
Les composés phénoliques sont synthétisés a partir des métabolites primaires, viadeux voies :
» La voie shikimate: La condensation et la cyclisation de PEP et I’ érythrose -4-
phosphate conduisent alaformation de I’ acide shikimique (figure 3), la transformation
de ce dernier donne la naissance aux acides aminés aromatique (tyrosine et
phénylalanine), leurs désamination conduit alaformation de |’ acide cinnamique et ces
dérivés (Bruneton, 1999).
» Lavoie polyacétate : Plusieurs acétates se condensent (figure 3) pour conduire a des

dérivés B-cétoester de longueur variable (Chiraet al., 2008).

Phosphoénol Pyruvate
Erythrose 4-Phasphate QUINONES
PIGMENTS BRUNS
/ PROTEINES
Voie de Facide
shikimique
r i - ! PHENYLALANINE
Acide chorismique - Al
|
H @] @D
‘;ENZ%’"EEEL“ SERIE PHENYLPROPANOIDES
(p-hydroxybenzaique - ldérives da L ACIDE i Dérivés des acides
';i ique, galligue ‘) i CINNAMIQUE) = sc.coumarique, hydroxycinnamiques
i Icafé'iquet, fé"éli;ﬂ'lc' sinapique ot (as::ides‘::hlorogéncilque
eurs esters - a
intégration dans la subérine, la —® |caféoyl-tartrique, ...)
cutine, la paroi
sty
Quinones CoA
Manalignols
TANINS CHS Lignanas
hydrolysables CHI
Nelak-] POD, Lacc .
L FLAVONOIDES
COUMARINES flavanones, flavonols,
coumarines simples, anthocyanes
furanocoumarines, flavanes 3-ols
coumarines prénylées

ISOFLAVONOIDES

ptérocarpanes STILBENES
resvératrol

Figure 3: Biosynthese des composés phénoliques (M acheix et al., 2006).

|.2.2. Classification des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont un groupe de produits naturels trés diversifié et se

subdivisent en plusieurs classes, qui se différencient d abord par la complexité du squelette
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de base, ensuite par le degré de modification de ce squelette, enfin par liaison possibles de ces
mol écules de base avec d' autres molécules (M acheix et al., 2005).
IIs sont répartis en plusieurs classes, parmi elles: les acides phénoliques, les flavonoides et

lestanins.

1.2.2.1. Les acides phénoliques

Le terme «acide phénolique» peut sappliquer a tous les composés organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton, 1999).
Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes sous forme libresou liés. lls se
distinguent selon leur squelette de base, en deux principaux groupes, les acides
hydroxybenzoiques et |es acides hydroxycinamiques (Ignat et al., 2011 ; Garon et Guéguen,
2014).

1.2.2.1.1. Les acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés hydroxylés de I’acide benzoique, ils
existent fréguemment sous forme d’ ester ou de glucosides, dont les plus répandus sont I’ acide
salicylique et I’ acide gallique (macheix et al., 2005).

» Structure
Les acides hydroxybenzoiques présentent une structure de base de type Cs-C;, compose
d’un noyau benzénigque sur lequel s attache une chaine aliphatique a un carbone (figure 4)
(Chiraet al., 2008).

R2 R1
R1=R2=R3=R4=H  acide benzoique (non phénolique)
R3 COOH R1=R2=R4 = H, R3 = OH : acide p-hydroxybenzoique
R1=R4 =H, R2=R3=0H : acide protocatéchique
R1=R4=H,R2 =0CH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H,R2=R3=R4 = OH: acide gallique

Figure 4: Structures chimiques des acides hydroxybenzoiques (Jakobek et al., 2007).

1.2.2.1.2 L es acides hydroxycinamiques

Les acides hydroxycinamiques dérivent de I’acide cinnamique, ce sont des composés
aromatiques qui existent souvent sous forme combiné dont les plus abondants sont I’ acide
caféique et I’ acide férulique (M acheix et al., 2005).
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» Structure
Les acides hydroxycinamiques présentent une structure de base de type Cg-Cs, cOmposé
d un noyau benzénique avec une chaine aiphatique a trois carbone (figure 5) (Chira et al.,
2008).

L]

O
. . |

Ra ™ \/
Ry
Rz = OH: pCourmaric acid
Rz = Rz = OH: Caffeic acid
Rz = OCHz Rz = OH : Ferulic acid
Ri1 = OCHz Rz = OH, Rz = OCH:z : Sinapic acid

Figure5: Structures chimiques des acides hydroxycinamiques (Jakobek et al., 2007).

[.2.2.2. Lesflavonoides

Le terme « flavonoides » proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d’'orange, cependant d autres auteurs supposaient que ce terme a été plutét prété du
flavus qui désigne jaune (Garon et Guéguen, 2014). Ils sont considérés comme des pigments

responsables de la coloration des fleurs et des fruits des végétaux (Fleuriet et al., 1996).

[.2.2.2.1. Structure et classification

Les flavonoides sont le groupe le plus connu de composés phénoliques d origine
biosynthétique mixte (Pietta, 2000), comprenant 15 atomes de carbone, formant une structure
Cs-C3-Cg constitué de deux noyaux aromatiques (A et B) reliés par un hétérocycle oxygéné
(C) et ils existent sous forme simples ou glycosylés (Chira et al., 2008). Du point de vue
structural, les flavonoides se répartissent principalement en trois familles: les flavonols, les
flavanols et les anthocyanes (tableau I1); qui se différencient par le degré d’oxydation du

noyau pyranigue central (figure 6).

-
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Figure 6: Structure de base des flavonoides (Pietta, 2000).

Tableau I1: Principales classes des flavonoides

Classes Structures chimiques

Flavonol

o
Flavanol O
OH

R
oH
HO O, O
Anthocyane G o "
Oglucose
OF

» Lesanthocyanes
Les anthocyanes ou les anthocyanines (du grec anthos, fleur et kuanos, bleu violet ) est

un terme généra qui regroupe les anthocyanidols et leur dérivés glycosylés, ces molécules
faisant parties de la famille des flavonoides sont des pigments naturels qui conférent au fleurs,
fruits et les baie tous les couleurs alant du bleu ou rouge (Castafieda-Ovando et al., 2009).

» Structure desanthocyanes
La structure de base des anthocyanes est caractérisee par un noyau «flavon »,

généralement glycolysé en position Cs (figure 7) (Lee et al., 2005).

=

Oglucose

R

Figure 7: Structure générale des anthocyanes (Castafieda-Ovando et al., 2009).

.
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» Influencedu pH sur lesanthocyanes

Les anthocyanes sont présents dans différentes formes chimiques qui dépendent du pH

de la solution. A pH=1, le cation flavylium est I’espece prédominante qui contribue a des

couleurs rouges. Aux valeurs du pH entre 2 et 4, les especes bleues quinoidales sont les

prédominantes. Aux valeurs du pH entre 5 et 6 seulement deux espéces sans couleur peuvent

étre observées. A pH supérieur a 7, les anthocyanines sont dégradées selon leurs groupe de
substituants (Castafieda-Ovando et al., 2009). La figure ci-dessous (figure 8) résume les

transformations des anthocyanes liées aux modifications de I’ acidité du milieu.

Figure 8: Structures des anthocyanes en fonction du pH (Lee et al., 2005).

Les anthocyanes peuvent étre groupés en différentes classes basées sur le degré de

meéthylation, la nature, le nombre et |a position des oses liés a la molécule (Tsuda, 2012). Ills

sont au moins six principaux types d’ anthocyanes représentés dans le tableau |11.

Tableau I11: Structures chimiques des anthocyanidines (Tsuda, 2012).

R1 R2 Anthocyanidine
H H Pelargonidine
OH Cyanidine
OCHs; H Peonidine
OH OH Delphinidine

1

"
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Chapitre 1
OCH3; OH Petunidine
OCHj3 OCHgs Malvidine

1.2.2.3. Lestanins

Le terme «tanin » regroupe des substances phénoliques polymériques caractérisés par

leurs propriétés de combinaison aux protéines. Ils représentent une classe tres importante de

polyphénols, dont leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 Da. Sur le plan

structurelle, les tanins sont divisés en deux groupes : tanins hydrolysables et tanins condensés
(Macheix et al., 2006 ; Ignat et al., 2011).

[.2.2.3.1. Tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables sont des esters du D- glucose et de I'acide gallique et ses

dérivés (figure 9), ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse

chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique (Garon et Guéguen, 2014; Ribereau-Gayon ,

1968).

» Structure

OH

oH
° OH
OH

gallic acid

HO

HO

.

H

OH
HO

H
OH
OH
o o ! _OH
© WO
©o._ 0 o OH
o
OH
o o

OH
o
o
o
O
OH
H

OH

Figure 9: Structure des tanins hydrolysables (M acheix et al., 2005).

[.2.2.3.2. Tanins condensés

Les tanins condensés, également nommeés proanthocyanidines, sont des oligomeres ou

des polymeéres de Flavan-3-ols dérivés de la catéchine (figure 10), ils sont caractérisés par la

résistance a I’hydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader

(Garon et Guéguen, 2014).

» Structure

1

"
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Figure 10: Structure des tanins condensés (M acheix et al., 2005).
[.2.3. Propriétés biologiques des composes phénoliques

Les composés phénoliques en générale et les flavonoides en particulier, suscitent
actuellement beaucoup d'intérét en raison du bénéfice qu’ils pourraient apporter en termes de
prévention des maladies, et beaucoup d entre eux montrent des activités biologiques liées a
leurs propriétés antioxydantes et antiradicalaires. Dans ce sens le mode d’ action des composés
phénoliques comme des antioxydants est exerce via plusieurs mécanismes :

¢ Inhibition des espéces réactives de |’ oxygene (E.R.O) ;

e Piégeage desradicaux libres;

e Chédation desions métalliques responsables de la production desE.R.O ;

e |nhibition de I'activité d’un réseau d’'enzymes produisant des E.R.O, y compris la

xanthine oxydase.

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur capacité a piéger les radicaux
libres; La structure chimique des flavonoides leur confére la capacité a réagir directement
avec les radicaux libres (figure 11) tels que les radicaux hydroxyles (OH®), anions

superoxydes (02" )..., par le transfert d’hydrogene (Ghedira, 2005) ; selon le mécanisme

Gge—y

Figure 11: Mécanisme de piégeage d' un radicd libre par les flavonoides (Jovanovic et al., 1998).
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I1.1. Matériels
I1.1.1. Matérielsdu laboratoire

Spectrophotometre  UV-Visible (SHIMADZU); Baance éectrique (RADWAY);
Centrifugeuse (Sigma) ; Agitateur éectromagnétique (VELP); pH metre (HANNA);
Homogénéisateur (Heidolph) ; Vortex (VELP); Sonicateur ; Etuve; Béchers; Tubes a
essals; Micropipettes; Eprouvettes; Erlenmeyers; Spatules; Pipettes; Poires;
Eppendorfs...

[1.1.2. Produits chimiques

Carbonate de Sodium (NaCQOg) ; Acétate de Sodium (C,H3NaO,); Chlorure de fer
(FeCl3); Ethanol; Méthanol; Chlorure d’hydrogéne (HCI) ; Aluminium Chloride (AICI3) ;
Acide acétique ; Sodio dodecilo sulfato (SDS) ; Réactif de Folin-Ciocalteu ; Bovine Sérum
Albumine (BSA) ; Acide galique; Acide tannique; Catéchine; Chlorure de potassium;

Triéthanolamine (TEA) (les réactifs sont majoritairement de marque Sigma).

11.1.3. Matériel végétal

Les fruits de Pistacia lentiscus ont été récoltés a différents stades de maturation au niveau
du village de Tizi Neftah, commune d’ Amizour située al’ est de Bejaia, loin de tout impact de
pollution. Les mois de récolte sont présentés dans e tableau suivant (tableau V) :

Tableau 1V: Les mois de récolte des fruits de Pistacia lentiscus et leurs couleurs en fonction des
stades de maturation.

Stade de maturation | Couleurs des fruits et I'éat de | Moisde récolte
maturation

1 Entiérement vert, pas mar Octobre 2016
2 Vert- rouge, Pas mar Novembre 2016
3 Rouge, a moitié mar Décembre 2016
4 Rouge, a moitié mar Décembre 2016
5 Noir, mar Janvier 2017
6 Noir, mar Janvier 2017
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» Séchage et broyage

Les fruits de Pistacia lentiscus ont été sechés a température ambiante dans un endroit aéré

al’abri de lalumiere, puis broyés a I’aide d’'un broyeur éectrique jusqu’a I’ obtention d’une
poudre fine pour les stades 1, 2, 3 et 4 et d’ une péte visqueuse pour les deux derniers stades (5

et 6) (figure 12), le broyat va congtituer la matiere végétale qui va servir a |’ extraction des

composeés phénoliques.

S1

Figure 12: Photographies des fruits de Pistacia lentiscus séchés et leurs poudres aprés broyage a
différents stades de maturation.

[1.2. Méthodes

S2

S3

S4

S5

S6

Le broyat de chague stade a été d’ abord délipidé par une extraction a |’ hexane 95%, sous

agitation pendant 24 h, afin d’ éliminer les lipides contenus dans les échantillons.

[1.2.1. Extraction éhanolique des composés phénoliques

La méthode d’extraction appliquée dans cette éude est celle de Atmani et al. (2009). Les

étapes sont les suivantes :

» Macération : La poudre végétale a été remise dans de |’ éthanol (95%) sous agitation,

pendant 24 heures, a un rapport de 1 gramme de poudre pour 4 ml d’ éthanol.

» Décantation : Le mélange a été laissé décanter pendant 24 heures et le surnageant a

€été récupére et seché au rotavapeur (figure 13).
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e 3
.
Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4 Stade 5 Stade 6

Figurel3: Photographies des étapes d’ extraction des composés phénoliques danslesfruitsde Pistacia
lentiscus en fonction des stades de maturation. A: Macération ; B : Décantation.

Letaux d extraction est calculé selon laformule suivante :
Rd (%)= [(P1)-(Po)/E]* 100

Avec:

P1: Poids d extrait apres évaporation (Q);
Po : Poids de la boite de pétri (g);

E : Poids de la poudre avant extraction (Q).

11.2.2. Dosage des composés phénoliques
En se basant sur la bibliographie, nous avons appliqué les méthodes les plus utilisées pour

déterminer la composition chimique de nos extraits éthanoliques.

11.2.2.1. Dosage des phénols totaux

L’ estimation de la teneur en phénols totaux des extraits de fruits de Pistacia lentiscus
dans les différents stades de maturation a été effectuée par une méthode décrite par Djeridane
et al. (2006), au moyen du réactif de Folin Ciocalteu.

» Principe

Cette méthode de quantification, exploite la propriété du réactif de Folin-Ciocalteu
constitué par un méange dacide phosphotungstique (HsPW1,04) €t dacide
phosphomolybdigique (HsPM012040) de couleur jaune, qui est réduit lors de I’ oxydation des
phénols en un mélange d oxydes bleus de tungsténe (WgO.3) et de molybdéne (MogOys).

15
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Cette coloration bleue, dont I’intensité est proportionnelle aux taux de composes phénoliques
présents dans le milieu donne un maximum d’ absorption & 760 nm.
» Modeopératoire

Le protocole suivi est résumeé dans la figure suivante :

( N\

0,1 ml d extrait (Img/ml)

. J

\/7
0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu

U \
[ (il diciills

l

Incubation a température ambiante pendant 1 minute

\/7
1,5 ml de carbonate de sodium (NaCos) a20%

(. 1 J

\V4
[ Incubation a température ambiante pendant 2 heures

J

[ Mesure de |’ absorbance a 760 nm

J

Figureld: Protocole de dosage des phénols totaux (Djeridane et al., 2006).

> Expression desrésultats
L’ absorbance, par référence a une gamme étalon obtenue avec I’ acide gallique permet de
déterminer la quantité de phénols totaux présents dans les extraits (Annexe 1), elle est

exprimée en mg équivalent acide gallique par gramme d’ extrait (mg EAG/ g d’ extrait).

11.2.2.2. Dosage des flavonoides

L’ estimation de la teneur en flavonoides contenus dans les extraits des fruits de Pistacia
lentiscus en différents stades de maturation est réalisée par la méthode spectrophotométrique
du trichlorure d’ aluminium (AICl3) développée par Maksimovi¢ et al. (2005).
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> Principe

Le principe de la méthode repose sur la capacité des flavonoides a se complexer avec le
chlorure d’aluminium, ce complexe donne a la solution une coloration jaunétre qui absorbe a
430 nm.

» Modeopératoire
Le protocole suivi est résumé dans la figure suivante :

s N

1 ml d'extrait (20,5 mg/ ml)

¢

0,5 ml du réactif AlCl3

I

10 minutes d’incubation atempérature

ambiante et al’ obscurité

[ Lecture d’ absorbance 2430 nm ]

Figurelb: Protocole de dosage des flavonoides (Maksimovi¢ et al., 2005).

> Expression desrésultats

La quantification des flavonoides a éé faite en fonction d une courbe d'étalonnage
linéaire (Annexe 2) réalisée par la quercétine a différentes concentrations dans les mémes
conditions que les extraits. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de la

quercétine par gramme d’ extrait (mg EQ/g d’ extrait).

11.2.2.3. Dosage destanins

La quantité des tanins contenus dans les extraits de la plante en différents stades de
maturation a été accomplie en suivant deux méthodes, a savoir la méthode basée sur le sérum
albumine bovine (BSA) décrite par Hager man et Butler. (1978), pour le dosage des tanins
totaux et |la méthode de vanilline-HCI décrite par Méo et al. (2006), pour le dosage des tanins

condensés.
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11.2.2.3.1. Dosage destanins totaux

» Principe
Laméthode de Hager man et Butler (1978) est basée sur la précipitation des tanins par la

protéine BSA, le principe est I’ obtention d’ un complexe fer-phénols coloré qui est déterminé
spectrophotométriquement a 510 nm.

» Mode opératoire

Le protocole suivi est résumé dans la figure suivante :

0,5 ml d’ extrait (20,5 mg/ ml) + 1 ml delaBSA

|

Incubation pendant 24 heures a 4 C°

=

Centrifugation a 3000 g pendant 15 minutes

Ajout de 2 ml de SDS/TEA
puis 0,5 ml de Fecls

Vv
Incubation a une température

ambiante pendant 15 minutes

J

[ L ecture d’ absorbance 8510 nm }

Figure 16: Protocole de dosage des tanins totaux (Hager man et Butler, 1978).
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» Expression desrésultats

Une courbe d'étalonnage a été rédisée avec |'acide tannique (Annexe 03) et les
concentrations sont déterminées en milligramme équivaent d’'acide tannique par gramme
d’extrait (mg EAT/ g d extrait).

11.2.2.3.2. Dosage des proanthocyanidines

Le dosage des proanthocyanidines dans les extraits de fruits de la plante en différents
stades de maturation a été effectué suivant la méthode de la vanilline en milieu acide (HCI)
décrite par Mélo et al. (2006).

» Principe

La méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins
condensés en présence d’acide chlorhydrique (HCI), pour produire un complexe de couleur

rouge mesuré spectrophotométriquement a 500 nm.

» Modeopératoire

Le protocole suivi est résumeé dans la figure suivante :

0,25 ml d'extrait (1 mg/ ml)

ﬂ

1,5 ml de solution vanilline/méthanol (4%)

ﬂ

0,75 ml de HCI

# Agitation

Incubation pendant 20 minutes al’ obscurité

ﬂ

Lecture d’ absorbance a500 nm

Figurel?7: Protocole de dosage des proanthocyanidines (Méo et al., 2006).
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» Expression desrésultats
Les taux en proanthocyanidines des extraits sont exprimés en milligramme équivalent de
la catéchine par gramme d’ extrait (mg EC/g d extrait), a partir d’une courbe d’ étaonnage

(Annexe 4) réalisé dans |les mémes conditions expérimentales que les extraits.

11.2.2.4. Dosage des anthocyanes

La teneur en anthocyanes a été mesurée par la méthode du pH différentiel rapportée par
Leeetal. (2005) et Jakobek et al. (2007), avec quelques modifications.

» Principe

La méthode est basée sur le fait que les anthocyanes monomeriques changent
réversiblement de couleur avec la variation du pH. En effet, on passe de la forme flavylium
colorée (rouge) a pH= 1,0 a la forme hémiacétale incolore a pH =4,5. La différence entre
I’ absorbance des pigments anthocyanes a 520 nm est proportionnelle a la concentration en

pigments présents dans les extraits.

» Modeopératoire

1 ml d’ extrait
(Img d’ extrait +1 ml de méthanol-HCI & 2%)

}

Deux dilutions du mélange avec 4ml de tampon

Tampon chlorure de Tampon acétate de

potassium (pH=1) sodium (pH=4,5)

Incubation a température ambiante pendant 20 minutes

l

Lecture des absorbances 2510 nm et & 700 nm

Figure 18: Protocol e de dosage des anthocyanes (Lee et al., 2005; Jakobek et al., 2007).
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» Expression desrésultats
La teneur en anthocyanines monomeériques est exprimée en mg équivaent de cyanidine -
3-glucoside par 100g d’extraits en utilisant le coefficient d’extinction molaire(g) de cyanidine-

3-glucoside (Jakobek et al., 2007), selon laformule suivante :

[Anthocyanes monomériques](mg/L) = (A* MM* DF* 10°%)/ €* L

Oou:

A = (As1onm —A700nm) PH 1,0 — (As1onm-Azo0nm) PH 4,5;

MM (masse molaire)= 449,2 g/mole de cyanidine-3-glucoside;
DF : facteur de dilution;

€ (coefficient d' extinction molaire)= 26900 L mole*cm™;

L (longueur delacuve)= 1 cm.

11.2.3. Analyse statistique

Une étude statistique des résultats obtenus a été faite dans le but de la mise en évidence
des différences significatives entre les stades de maturation a I’aide du logiciel GraphPad
prism 5.03, par I'analyse de la variance (ANOVA), suivi du test Tukey (le degré de
signification des données est pris a la probabilité de *p<0,05 différence significative,
**n<0,001 différences hautement significatives, ***p<0,0001 différence tres hautement

significative). Les résultats représentent la moyenne de trois essaies + écart-type (n=3).
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[11.1. Résultats

[11.1.1.Taux d’extraction

Les taux d’ extractions calculés par rapport a la poudre initiale des extraits éthanoliques sont

illustrés dans le tableau V

Tableau V: Taux d' extraction des extraits de fruits de Pistacia lentiscus

Stade de maturation Taux d’ extraction (%)
Stade 1 4,02
Stade 2 8,43
stade 3 11,40
Stade 4 4,48
Stade 5 3,24
Stade 6 3,45

Les résultats enregistrés dans le tableau V. montrent que les taux d extraction en fonction

des différents stades de maturation, sont généralement moyens et varient de 3,24 a 11,40 %.

Lavaleur laplus élevée est observée pour le stade 3 et laplus faible est celle du stade 5.

[11.1.2. Dosage des phénols totaux

Les résultats de dosage des phénols totaux dans les extraits éthanoliques a différents

stades de maturation des fruits de Pistacia lentiscus sont présentés dans lafigure 19 :

mg EAG/ g d'extrait

Dosage des phénols totaux B Stade 1

4001

300+

200+

100

% &

= Stade 2
E= Stade3
Il Stade 4
vz Stade5
N Stade 6

Figure 19: Résultats de dosage des phénols totaux des fruits de Pistacia lentiscus en fonction des
stades de maturations. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type (n=3).

2

&
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Les résultats illustrés sur lafigure 19 montrent qu’il existe une différence tres hautement
significative (p<0,0001) entre les teneurs en phénols totaux des différents stades de
maturation ; cependant, aucune différence significative n’a éé enregistrée entre les stades
suivant : (1-3), (1-4) et entre 2 et 4. La teneur la plus elevée est enregistrée pour le stade 5
(375,01t 2,33 mg EAG/g d'extrait) suivi du stade 6 (323+1,89 mg EAG/g d'extrait) et la
teneur la plus faible est enregistrée pour le stade 2 (180,18+4,06 mg EAG/g d’ extrait ).

111.1.3. Dosage des flavonoides
Les résultats de dosage des flavonoides sont illustrés dans la figure 20 :

Dosage des flavonoides
60

Stade 1
Stade 2
Stade 3
Stade 4
Stade 5
Stade 6

40+

ANENEA

mg EQ/ g d'extrait

4

Figure 20: Résultats de dosage des flavonoides des fruits de Pistacia lentiscus en fonction des stades
de maturation. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type (n=3).

D’apres les résultats illustrés dans la figure ci-dessus, on remarque qu'il existe une
différence trés hautement significative (p<0,0001) entre les teneurs en flavonoides des
differents stades de maturation, alors qu’aucune différence significative n’a été enregistrée
entre les stades 1 et 2, 1 et 4 et entre 2 et 3. On remarque également que la teneur la plus
elévée est enregistre pour le stade 6 (49,86+1,79 mg EQ/g d’ extrait), et lateneur laplusfaible
est enregistrée pour le stade 3 (17,60+£0,29 mg EQ/g d’ extrait) .

2

2|
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I1.1.4. Dosage des tanins totaux

Les résultats de dosage des tanins totaux sont représentés dans lafigure 21 :

Dosage des tanins totaux
9 BEA Sadel

8007 B Stade 2
B Sade3
I Sade4
Stade 5
Stade 6

6004

400+

mg EAT/ g d'extrait

Figure 21: Résultats de dosage des tanins totaux des fruits de Pistacia lentiscus en fonction des stades
de maturation. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type (n=3).

Ces résultats indiquent la présence d’une différence hautement significative (p< 0,001)
entre les stades (1-5), (2-5), (4-5),(5-6), par contre aucune différence significative n’a éé
observée entre le reste des stades. On remarque également que la teneur la plus élevée est
enregistrée pour le stade 5 ( 533,84+134,31 mg EAT/g d'extrait) suivi du stade 3(414,30+
34,73 mg EAT/g d’ extrait) et la teneur la plus faible est celle du stade 1( 243,99+20,84 mg
EAT/ g d extrait).

11.1.5. Dosage des proanthocyanidines

Lafigure 22 montre les résultats obtenus du dosage des proanthocyanidines :

Dosage des proanthocyanidines
150~
B3 Sl
B S2

- =
.

w S5

\ N S

mg EC/ g d'extrait

2

x|
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Figure 22: Résultats de dosage des proanthocyanidines des fruits de Pistacia lentiscus en fonction des
stades de maturation. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type (n=3).
Les résultats ci-dessus montrent la présence d’ une différence trés hautement significative

(p<0,0001) entre les teneurs en proanthocyanidines des différents stades de maturation ;
cependant, aucune différence significative n’a été enregistrée entre les stades suivant : (1-2),
(1-3), (1-9), (2-3), (2-4) et entre (3-4). D’ apres les résultats obtenus, la valeur la plus élevée
est celle enregistrée pour le stade 5 (134,55+6,38 mg EC/g d extrait) suivi du stade 6
(90,11+1,76 mg EC/g d' extrait), alors que la teneur la plus faible est enregistrée pour le stade
3 (3,93+2,66 mg EC/g d’ extrait).

11.1.6. Dosage des anthocyanes
Les résultats obtenus sont illustrés dans lafigure 23:

Dosage des anthocyanes

Stade 1
Stade 2
Stade 3
Stade 4
Stade 5
Stade 6

nammea

EC-3-G/ 100 g d'extrait

S
S6

2% & & 28

Figure 23: Résultats de dosage des anthocyanes des fruits de Pistacia lentiscus en fonction des stades
de maturation. Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type (n=3).

Le dosage des anthocyanes monomériques dans les extraits éthanoliques des fruits de
Pistacia lentiscus a différents stades de maturation a révélé la présence de teneurs notables en
anthocyanes dans les stades 1, 5 e 6, marquant ainsi une différence tres hautement
significative (p<0,0001) dans I’ordre suivant: stade 5> stade 6> stade 1 avec des valeurs
4,29+ 3,81; 2,79 £0,85 et 0,16 +0,043 mg EC-3-G/ 100 g d'extrait, respectivement. Par
ailleurs, aucune valeur n'a été enregistré pour les trois autres stades (S2; S3; $4), ce qui

montre qu’ils sont dépourvu d' anthocyanes.
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I11.2. Discussion

L’ éthanol éant connu pour étre le solvant par excellence de I’ extraction, a donc été
utilisé pour extraire le maximum de métabolites secondaires (Nazck et Shahidi, 2004). Les
résultats des rendements des extractions obtenus dans la présente étude (tableau V) sont
proches de ceux rapportés par Berboucha et al., (2010) et Remila et al., (2015). Les
différences observées entre les taux d’extraction sont dues probablement a de divers facteurs
notamment |’ environnement, la période de récolte et la composition chimique des différents
stades de maturation (Nazck et Shahidi, 2004; Trabels et al., 2012). 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
(Leeet al., 2005).

Les composés phénoliques sont des composés végétaux biologiquement actifs, incluant
plusieurs classes notamment les acides phénoliques, les flavonoides, les anthocyanes et les
tanins. Ces composés manifestent des activités antioxydantes et anti-radicalaires, qui seraient
al’origine de la réduction de risques de développement de diverses maladies (Behammou et
al., 2008; Atmani et al., 2009).

Plusieurs éudes de caractérisation des extraits de fruits de Pistacia lentiscus ont révélés
la présence de différents types de métabolites secondaires. Dans cette éude, nous nous
sommes intéressés a |’ éude de I’ évolution et |a variation des composés phénoliques dans les
fruits de Pistacia lentiscus au cours de six stades de dével oppement différents.

D’ apres les résultats de dosage des composés phénoliques, on constate que ces derniers
sont présents dans les extraits éthanoliques des fruits de Pistacia lentiscus, avec des teneurs
variables d'un stade a un autre. |l parait clairement que les fruits mars (stade 5 et 6) de
Pistacia lentiscus sont les plus riches en composés phénoliques par rapport aux fruits non
mdrs (stade 1 et 2). En effet, il a éé observé qu une des caractéristiques des composées
phénoliques, gu’ils partagent généralement avec |’ ensemble des métabolites secondaires, est
de montrer une répartition trés inégale chez les différentes especes végétales et au sein d’une
méme espéce que ce soit al’ échelle cellulaire ou bien tissulaire (M acheix et al., 2006).

Les teneurs en composes phénoliques peuvent étre fortement modifiées sous I’ action
des facteurs extrinseques tels que les facteurs géographiques et climatiques, des facteurs
génétiques ainsi que des facteurs physiologiques en particulier | &ge des organes et leur degré
de maturation (Macheix et al., 2005). Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord

avec les données de la littérature concernant I’ extrait éthanolique de Pistacia lentiscus,
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confirmant ainsi que cette espece est riche en composés phénoliques (Benhammou et al.,
2008; Ansari et Siddiqui, 2012; Bammou et al., 2015).

D’ apres les résultats obtenus du dosage des phénols totaux (figure 19) concernant le
stade 6, on constate que les phénols totaux sont présents dans I’ extrait éthanolique des fruits
de Pistacia lentiscus avec une valeur estimée a 298,87+ 2,31 mg EAG/ g d' extrait, en accord
avec la bibliographie (Remila et al., 2015; Mehenni et al., 2016). D’ autre part, le résultat
obtenu de I’ étude réalisée par M ehenni et al. (2016), sur les feuilles, a montré une trés grande
teneur en phénols totaux estimée a 517,51+ 5,53 mg EAG/ g d extrait, largement supérieur a
ceux obtenus dans cette présente étude. Cet écart de concentration serait probablement
expliqué par les facteurs suivant : la partie de la plante (feuille et fruit) utilisée, la période de
récolte et les facteurs climatiques, ainsi que les méhodes d’ extraction et de quantification
(Leeet al., 2005).

Au vu des résultats obtenus du dosage des flavonoides (figure 20), I’ extrait éthanolique
de fruit de Pistacia lentiscus concernant le stade 6 a montré une trés grande teneur en
flavonoides estimée a 49,86 mg EQ/ g d extrait, largement supérieurs a ceux rapportés par
Remila et al. (2015) et Mehenni et al. (2016), ou les valeurs sont 3,49 et 6,28 mg EQ/ g
d’extrait, respectivement. Cependant, nos résultats montrent une augmentation dans la teneur
en flavonoides au cours de la maturation et ceci est en contradiction avec les résultats obtenus
par Ballistreri et al. (2009), dans son étude réalisee sur Pistacia vera.

L’ éude rapportée par Mehenni et ses collaborateurs (2016), sur les fruits mars de
Pistacia lentiscus montre une concentration en tanins qui est égale a 309,45 mg EAT/g
d’extrait, ce qui est moins important que la concentration de 533,84 mg EAT/ g d’ extrait
obtenue dans notre recherche (figure 21). D’autre part, la concentration obtenue de I’ é&ude
meneée par Atmani et al. (2009), sur les feuilles de cette méme plante, a été estimée a 909,4
mg EAT/ g d’ extrait, ce qui dépasse largement nos résultats, di probablement ala partie de la
plante étudié.

De nombreuses études ont permis d'identifier certaines especes qui sont relativement
riches en tanins condensés tels que Pistacia lentiscus. Dans ce méme sens, les résultats de la
recherche menée par Bammou et al. (2015), réalisée sur les feuilles de cette plante montre sa
richesse en proanthocyanidines, ce qui est en accord avec les résultats obtenus sur les fruits
(figure 22). De plus, I’ éude phytochimique réalisée par Arab et al. (2014) sur les fruits de
Pistacia lentiscus indique larichesse de cette partie de plante en tanins galliques.
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Les tanins condenses sont considérés comme une sous classe des tanins totaux, il est
donc logique que la teneur en tanins totaux des extraits soit directement liée a leur teneur en
tanins condensés. Par conséquent, les facteurs agissant sur la teneur en tanins totaux,
influencent forcément la composition en tanins condenses.

D’ apres les résultats obtenus du dosage des anthocyanes (figure 23), on constate qu’ils
sont présents dans I’ extrait éhanolique des fruits mdrs de Pistacia lentiscus avec une valeur
estimée a 4,29+ 3,81 mg EC-3-G/100 g d’ extrait. On note par ailleurs, gue la coloration rouge
des fruits est liée a la présence d anthocyanes. Les écarts observés dans les teneurs en
anthocyanes dans nos extraits peuvent étre expliqués par le stade de maturation a la récolte.
En outre, ces différences peuvent ére dues a |’ apparition de nouvelles molécules qui sont
synthétisés au cours de la maturation. Aussi, selon plusieurs études, la variation dans les taux
d’ anthocyanes dépend des facteurs génétiques et physiologiques tels que le génotype et les
degrés de maturation. L’accumulation des anthocyanes est influencée par les facteurs
environnementaux notamment la lumiére, la température, la nutrition de la plante et les
attaques pathogenes. En effet, la lumiéere exerce deux effets opposés sur les anthocyanes: in
vivo au sein de la plante elle favorise leur biosynthése, alors que, in vitro dans les extraits ou
les produits elle accélere leur dégradation (M alien-Aubert et Amiot-Carlin, 2006).

Nos résultats sont proches de ceux obtenus dans I’ é&ude menée par Longo et al. (2007),

qui arapporté une teneur de 5,4 mg/ 100 g de matiére végétale fraiche; ces méme auteurs ont
démontré la dominance de trois anthocyanes, a savoir: Cyanidine 3-O-glucoside;
Delphinidine 3-O-glucoside et cyanidine 3-O- arabinoside dans ces fruits.
Une autre étude réalisée par Fabiani et ses collaborateurs (2013), sur trois variétés cultivés
de Pistacia vera, en utilisant la méme méthode a montré les teneurs suivantes : 0,7+0,1;
0,9+0,1 et 1,2+0,3 (g EC-3-G/ 100 g de matériel végétal), respectivement. La faible teneur en
anthocyanes monomériques dans nos extraits est due probablement a la sensibilité de la
méthode d’analyse utilisée, a I'instar des résultats de Ballisteri et al. (2009), (15,1+1,2 mg
EC-3-G/100 g d’ extrait), supérieurs a nos résultats.

Par ailleurs, le changement de couleur entre les stades de maturation des fruits peut étre
expliqué par le changement de structure des anthocyanes, donc la couleur est due a un
anthocyane particulier. Les concentrations en anthocyanes atteint un maximum lors de la
maturité, devenant ensuite peu stable et tendant a s'oxyder et a se combiner avec d’ autre
mol écules, ce qui diminue leurs concentrations (M acheix et al., 2006).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent une source fiable des molécules actives, ayant montré
leurs efficacités dans le traitement de diverses pathologies, tout en prévenant |’ apparition des
effets secondaires observés lors de I'utilisation des médicaments de synthese. Pistacia
lentiscus possede un pouvoir pharmacol ogique aux nombreuses indications thérapeutiques.

L’ étude quantitative des fruits de Pistacia lentiscus nous a permis de déduire que la
composition phénolique des fruits varie selon le stade de maturation. En effet, les fruits a la
maturité complete sont plus riches en phénols ou la fraction dominante est celle des tanins. De
plus, chaque groupe de composés phénoligues a évolué au cours de la croissance selon une
cinétique qui lui est propre, ce qui a conduit alors a des proportions variables des différents

composes phénoliques en fonction du stade physiologique atteint.

Ces résultats restent préliminaires et doivent étres orientés vers une étude
d’identification et de quantification afin de révéler I’ apparition de nouvelles molécules autres
gue les flavonoides, les tanins et les anthocyanes qui sont synthétisés au cours de la
maturation et qui participent a I’évolution de la fraction phénolique des fruits de Pistacia
lentiscus.

Il serait intéressant de faire des études complémentaires pour comprendre les
meécanismes moléculaires et cellulaires de cette variation, car une bonne connaissance sur la
répartition et la teneur en composes phénoliques dans les différents tissus et organes végétaux
au cours de la maturation est souvent essentielle pour orienter |’ utilisation que I"'Homme
souhaite en faire. Aussl, il serait utile de tenter de comprendre |’ effet de la maturation des

fruits sur leurs nombreuses propriétés pharmacol ogiques.
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Annexe 1: Courbe d'étalonnage avec I’ acide gallique pour le dosage des phénol s totaux.
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Annexe 2: Courbe d'étalonnage avec la quercétine pour e dosage des flavonoides.
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Annexe 3: Courbe d'étalonnage avec |’ acide tannique pour le dosage des tanins totaux.

1,2 4 y =36,479x +0,1131
R?=0,9984

Absorbance
o
(o)}
|

O T T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

Concentration de catéchine (mg/ ml)

Annexe 4 : Courbe d'étalonnage avec la catéchine pour le dosage des tanins condensés
(proanthocyanidines).



Annexes

Annexe 5: Préparations des solutions et du tampon de dosage des composés phénoliques

Solutions

Reéactifs

Solution carbonate de sodium a 20% (dosage
des phénols totaux)

20 g de carbonate de sodium (Na,Cogz) dans
100 ml d’ eau distillée

Solution chlorure d’auminium (AICl3)
(dosage des flavonoides)

133 mg d' AICI; + 400 mg d'acétate de
sodium (C,HsNaO,) dans 100 ml deau
distillée

Solution de BSA (dosage des tanins)

Img/ml de BSA dissout dans |le tampon (A)

Tampon (A) 0,2 M d acide acétique avec 0,17 M de NaCl,
ajusté apH=4,9
SDS/TEA 5% (v/v) de TEA avec 1% (p/v) de SDS ( 50

ml de TEA, 10g de SDS gjusté a1 litre d’ eau
distillée

Réactif de chlorure ferrique (FeCls)

1.72 g de FeCl3 est dissout dans 0,01 M de
HCI

Tampon chlorure de potasium (pH=1)
(dosage des anthocyanes)

1,86 g de Kcl (0,025M) dans 1 L d'eau
distillé, mesure du pH et guste a pH=1
(x0,05) avec du HCI

Tampon acétate de sodium (pH= 4,5)
(dosage des anthocyanes)

54,43 g d acétate de sodium (0,4 M) dans 1
L, mesure du pH et guster a pH=4,5 (+0,05)
avec du HCI




Résumé

Pisatacia lentiscus (Anacardiaceae) plante commune des régions méditerranéennes est utilisée
traditionnellement pour traiter différents pathologies. Cette éude avait pour objectif de doser les
composés phénoliques dans les extraits éthanoliques des fruits de Pistacia lentiscus a différents stades
de maturation, par des méthodes col orimétriques appropriées.

Les résultats obtenus de I’ &ude phytochimique indiquent la richesse des fruits de Pistacia lentiscus en
composés phénoliques ainsi que leurs variations en fonction des stades de maturation. La teneur en
phénols totaux varie de 180,18+4,06 jusqu’'a 575,01+2,33 mg EAG/ g d extrait. Les flavonoides
représentent une variation de 17,60+0,29 jusqu’ a 49,86+1,79 mg EQ/ g d extrait, les tanins quant a
eux varient de 243,99+20,84 jusgu’'a 533,84+134,31 mg EAT/ g d' extrait. Les proanthocyanidines
varient de 3,93 £2,66 jusgu’ a 134,55+ 6,38 mg EC/ g d’ extrait. Les anthocyanes a leurs tour varient de
0,16+0,04 jusqu’ a4,29+3,81 mg EC3-G/ 100 g d’ extrait.

D’ apres ces résultats, nous pouvons déduire que chague groupe de composés phénoliques varie au
cours de la maturation selon une cinétique qui lui est propre. Cette étendue de variation des taux en
divers composés secondaire peut étre a I’ origine de la diversité des propriétés de fruits de Pistacia
lentiscus.

Motsclés: Pistacia lentiscus ; Maturation ; Composés phénoliques ; Dosage.

Abstract

Pistacia lentiscus (Anacardiaceag), common in the Mediterranean regions, is widely used for the
treatment of various diseases. the aim of this study was to determine the phenolic compounds in the
ethanolic extracts of Pistacia lentiscus fruits at different stages of ripening, using appropriate
colorimetric methodol ogy.

The results of the phytochemical study indicated the richness of Pistacia lentiscus fruits in phenolic
compounds as well as their variations according to maturation stages. The total phenol content varied
from 180.18+4.06 to 575.01+2.33 mg EAG/ g of extract, flavonoids from 17.60+0.29 to 49.86 +1.79
mg EQ/ g of extract, tannins from 243.99+ 20.84 to 533.84+134.31 mg EAT/ g of extract,
proanthocyanidines from 3.93+2.66 to 134.55+6.38 mg EC/ g of extract and anthocyanins from
0.16+0.04 to 4.29+3.81 mg EC3-G/ 100g of extract.

From these results we can deduce that each group of phenolic compounds varies during maturation
according to a specific kinetics. This large variation in the amounts of secondary metabolites may be
responsible for the diversity of properties of the fruits of Pistacia lentiscus.

Keywords: Pistacia lentiscus ; Repening ; Phenolic compounds ; Dosage.
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