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Introduction

Depuis des milliers d’années, ’'Homme a eu recours aux plantes pour se soigner
(Boullard, 2001), ce qui a accumulé avec le temps une ancienne pratique appelée la médecine
traditionnelle (Houdret, 2004) qui constitue aujourd’hui une banque de données précieuse sur

les plantes médicinales.

Les plantes médicinales constituent une source infinie de substances pharmacologiquement
actives qui agissent d’'une maniere spécifique dans le traitement de nombreuses maladies
(Mekhaldi et al., 2014). D’apres les estimations de 1’organisation mondiale de la santé
(OMS), les molécules bioactives représentent environ 70% des matériaux de base des produits
pharmaceutiques modernes. D’ailleurs, Plus de 10000 especes végétales sont utilisées par les
scientifiques sur le plan thérapeutique et de nombreux médicaments sont synthétisés a partir

de leurs principes actifs. (Lucienne, 2010).

Aujourd’hui, la science reconnait et confirme différentes propriétés des plantes et de leurs
constituants actifs qui sont utilisés dans plusieurs domaines tels que : 1’industrie

pharmaceutique, cosmétique, parfumerie, agroalimentaire.

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales nous nous somme intéressées a la
plante Pistacia Lentiscus qui appartient a la famille des Anacardiaceae, le choix de cette
plante comme support d’étude est basé sur son intérét en tant que source de composés
bioactifs qui agissent directement sur I’organisme. Elle est utilisée en médecine traditionnelle
pour soigner diverses pathologies, pour cela elle est trés importante pour les recherches

pharmacologiques et 1’élaboration des médicaments.

Ce travail est scindé en deux parties. La premicre partie est consacrée a une synthese
bibliographique qui regroupe une présentation de pistacia lentiscus, des généralités sur les
molécules bioactives d’origine végétale, et les activités biologiques. La seconde partie est
expérimentale qui présente la méthodologie utilisée pour I’extraction et la réalisation des
analyses phyto-chimiques et 1’évaluation de [Dactivité anti-peroxydation lipidique et
antioxydante de la plante sélectionnée. Dans un second temps, les résultats obtenus seront

discutés et le rapport est achevé par une conclusion et des perspectives.
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1.1. Pistacia lentiscus

I.1.1. Description et répartition

Le lentisque, est un arbrisseau a feuilles persistantes thermophiles et dioiques de la
famille des Anacardiacées (Al-Saghir et al., 2012). C’est un arbuste qui peut atteindre une
hauteur de 3m, et produit des graines rouges globulaires qui deviennent noires en mdrissant
(Iserin et al., 2001 ; Bozorgi et al., 2013 ; Liorens Molina et al., 2015). Elle est originaire du
bassin méditerranéen avec une large répartition géographique (Margaris, 1981), qui s’étale du
Maroc et de I'Ibérie a l'ouest, le sud de la France, et la Turquie, jusqu’a I'Irak et de I'ran a

l'est (Zohary, 1952).

Figure 1 : Feuilles et fruits de Pistacia lentiscus. (Belhadj, 2000)
I.1.2. Classification botanique :

Dtapres Linné, (1753), la position des lentisques dans la systématique du régne végétal est

donnée par 1°arbre phylogénique représenté dans le tableau suivant :



Synthese bibliographique

Tableau I : Classification de Pistacia lentiscus.

Régne Végétale
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Agiospermes
Classe Dicotylédone
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia

Espéce Pistcia lentiscus

1.1.3. Propriété et usage thérapeutique :

Pistacia lentiscus L., a été utilisée en médicine depuis le temps des anciens Grec, pour le
traitement de plusieurs maladies telles que I'eczéma, la paralysie, les infections de la gorge,
les calculs rénaux, la jaunisse et l'asthme. Plusieurs effet thérapeutiques ont été attribués a
cette plante, a savoir antipyrétique, antioxydant, antiathérogéne, antihépatotoxique,
antimicrobien et une activité antiproliférative dans le cancer du cblon (Davidson, 1949;

Tanker and Tanker, 1990; Balan et al., 2005, 2007; Angeliki et al., 2007; Atmani et al.,2009).
I.1.4. Etudes antérieurs :

L’¢étude menée par Dellai et al., (2013), a évalué I’activité pharmacologique des extraits
de feuilles de Pistacia lentiscus, les auteurs ont montré le potentiel anti-inflammatoire et anti-
ulcérogéne de cette plante. Janakat et Al-Merie (2002) ont signalé ’efficacité¢ de I’extrait
aqueux des feuilles de Pistacia lentiscus dans le traitement de l'ictére hépatique chez les rats
et probablement chez I’homme. De plus, Zitouni et ses collaborateurs (2016) ont prouvé aussi
que les extraits de feuilles, de tiges et de racines ont révélé une puissante activité

antioxydante.
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Magiatis et ses collaborateurs (1999) ont démontré que les huiles essentielles de la résine de
pistacia lentsicus sont trés actives contre les bactéries et les mycetes, contrairement a celles

des feuilles.

I.2. Les molécules bioactives des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont une source intéressante de nombreux métabolites largement
exploitée dans les industries agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique. Parmi ces

métabolites, on cite essentiellement les métabolites primaires et secondaires.
I.2.1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont nécessaires a la survie de la plante, on distingue : les glucides,
lipides, protéines, minéraux et oligo-éléments. Cependant, certains produits du métabolisme
primaire sont utilisés en thérapeutique comme les polysaccharides et les acides gras essentiels

(Morel, 2017).
a) Les Glucides et polysaccharides

Sont des composés organiques carbonylés polyhydroxylés, qui exercent plusieurs
roles différents chez les végétaux, en participant a la structure de I’organisme ou des réserves
énergétiques (Bruneton, 2009). Les oses simples comme le glucose, le fructose, ou le
galactose, et les polysaccharides qui sont composés de plusieurs oses identiques ou différents
ont ¢t¢ identifiés dans les plantes (Vorwerk, 2004). Ces derniers appelés les hétérosides qui

résultent de I’association d’un glucide et d’un corps non sucré appelé génine ou aglycone

(Rivolier, 1982).

Les glucides sont capables de former des gels hydrophiles utilisés de différentes maniéres en

pharmacie, quelque exemples sont cités dans le tableau suivant :
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Tableau II : Quelques exemples de glucides et leurs effets thérapeutiques.

Sucre Effet thérapeutique Référence
Les alginates des laminaires traiter les reflux gastro-| Dettmar, 2007
cesophagiens, gastrite et ulcére
gastrique
Les mucilages de Malva | hydratants et adoucissants Goetz, 2007
sylvestris

Le galactomannane de la| Propriétés ¢épaississantes et | Duhamel, 2002

caroube constipantes

Les polysaccharides Sont des prébiotiques qui| Sonnenburg, 2010
permettre un bon
développement du microbiote
intestinal

b) Les acides gras

Les acides gras sont des molécules hydrophobes et parfois amphiphiles (Bergeron, 2012)
apolaires et non volatiles dans le cas des huiles fixes, contrairement aux huiles essentielles
(Bruneton, 2009). Ils sont retrouvés au niveau de la paroi cellulaire végétale comme

composant majeur, et dans de nombreux tissus de réserve (Hopkins, 2003).

Les acides gras sont divisés en trois catégories : les saturés, monoinsaturés et
polyinsaturés. Ces derniers sont appelés acides gras essentiels car ils ne sont pas synthétisés
par ’homme. En effet, Les végétaux permettent ’apport via 1’alimentation, des deux
précurseurs de la majorité des acides gras polyinsaturés : 1’acide linoléique et 1’acide

alphalinolénique (Morin, 2012).

¢) Les protéines

Les protéines sont des macromolécules formées par succession d’une chaine de plusieurs
acides aminés reliés entre eux par des liaisons peptidiques (Moussard, 2006). Ils sont de
valeurs nutritives indispensables pour les humains et les animaux, et présentent dans les

produits d’origines végétales, animales et les organismes unicellulaires. Les protéines jouent
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un role moteur dans le fonctionnement et la protection des organismes vivants (Weinman et

M¢éhul, 2004).

1.2.2. Les métabolites secondaires

La classification des métabolites secondaires comprend les composés phénoliques, les

terpénoides, et les alcaloides.
a) Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont largement répandus dans la nature (Malcovska et al.,
2014) , ils jouent un réle important dans la croissance et la reproduction des plantes, en leur
offrant une protection contre les agents pathogenes parasites et prédateurs (Achakzai et al.,
2009 ; Giménez et al., 2014). Ils contribuent aussi a la couleur des plantes (Khatiwora et al.,

2010).

Leur structure comprend un cycle aromatique, contenant un ou plusieurs substituants
hydroxyle. Ils peuvent aller de simples molécules, tel que les acides phénoliques a des
compos€s hautement polymérisés, comme les tannins. Ils sont dérivés de la voie de 1’acide

shikimique et la voie polyacétate (Bruneton, 1999).

e Les acides phénoliques

Ils sont subdivisés en deux sous-groupes, les acides hydroxy benzoiques, dérivés de
l'acide benzoique, ont une structure de base de type Ce-C; et les acides hydroxy cinnamiques,

dont la structure de base (Cs-C3) dérivés de celle de l'acide cinnamique (Bravo, 1998).

O OH

HO OH
OH

Figure 2 : Structure de ’acide hydroxycinnamique (Kaberal, 2014).
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e Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules largement répandues dans le régne végétal. Leur
structure de base renferme deux noyaux et un cycle hétérogéne contenant de 1‘oxygene

(Bruneton, 1999).

A partir du degré d'oxydation et de saturation de I'hétérocycle central, les flavonoides
peuvent étre divisés en six types de phénols : flavanols, flavanones, flavones, flavonols,

anthocyanes et isoflavonoides. (De Rijke et al., 2006).

=

o

8 B
7 - ——
o | c = [Sh
6 ome e -
Mo et e 3
5 4
Figure 3 : Structure de base des flavonoides (Gramza et Korczak, 2005).

e Les tannins

Ces composés sont généralement produits par la condensation des formes simples
mentionnées précédemment, on distingue deux groupes principaux (Reed, 1995; Khanbabaee
et Ree, 2001) :

- Les tannins hydrolysables

Sont des polyesters d’un sucre et d’un acide phénol, le sucre est généralement le D-
glucose et I’acide phénol est soit 1’acide gallique dans le cas des gallotannins, ou I’acide

ellagique, dans le cas des ellagitannins (Macheix et al., 2005).
- Les tannins condensés

Les tannins condensés sont des oligomeres ou des polymeres de flavane-3-ols qui se
transforment en pigments rouges par le traitement acide a chaud, pour cette raison ces

composés sont dénommeées « proanthocyanidines » (Macheix ef al., 2005).
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b) Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances d’origine végétale, contenant un ou plusieurs atomes
d'azote hétérocycliques, plus au moins basiques (Brielmann et al., 2006). Ils sont issus du
métabolisme des acides aminés et possédent des propriétés pharmacologiques marquées.

Comme la morphine, qui est utilis¢ comme analgésique pour les douleurs séveres (Wink,
1998).

o /C) Hs
HBC ~ N
N
I
o N N
CHgs
Figure 4 : La structure d’un alcaloide. (Cordellet al., 2001)

¢) Les terpénes

Appelés aussi terpénoides ou isoprénoides, ces métabolites sont des hydrocarbures

naturels qui constituent le plus vaste ensemble connu de métabolites secondaires des végétaux

(Gershenzon et Croteau, 1991).

Les terpénes peuvent présenter une structure acyclique ou bien cyclique (Kesselmeier et
Staudt, 1999), ils sont produits a partir d'un isopentenyl pyrophosphate (IPP), une molécule de
cinq atomes de carbone. Par des réactions de combinaisons et enchainements sont formés les

monoterpenes, les sesquiterpenes et les diterpénes (Morel, 2017).

CH,,

|

CH
H.C™ e 2

I
H

Figure S : Unité de base de I’isoprene. (Khenaka, 2011)
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L.3. Activités biologi
Les plantes médicinales contiennent un certain nombre de substances bioactives, qui sont

devenus le sujet d’étude scientifique grace a leurs propriétés pharmacologiques (Bossokpi,

2003).
I.3.1. Activité antioxydante

Les molécules bioactives a effet antioxydant agissent selon divers mécanismes : la
chélation des métaux, l'effet scavenger, l'inhibition des enzymes génératrices des radicaux
libres et l'induction de la synthése des enzymes antioxydantes (Cotelle ef al., 1994 ; Bors et

al., 1997 ; Gramza et Korczak, 2005; Siddhuraju, 2007).
> Chélation des métaux

La chélation des ions métalliques par les molécules bioactives issues des plantes,
représente une voie majeure de la défense antioxydante extracellulaire. Les composés
phénoliques notamment les flavonoides bloquent la réaction de fenton et d’Haber-Weiss, en
chélatant les éléments de transition Fe'" et Cu"™" qui peuvent étre une source de radicaux OH

(Pietta, 2000 ; Heim et al., 2002).f
> Activité anti-radicalaire

C’est I’effet scavanger des substances bioactives, qui représente le piégeage des radicaux
libres, notamment la forme toxique de l’oxygeéne qui est neutralisée par les composés
phénoliques (Ghedira, 2005). Ces derniers réagissent rapidement avec les radicaux libres

peroxyles en donnant un radical phénoxyle assez stable (Pietta, 2000 ; Macheix et al., 2005).

L’activité anti-radicalaire des flavonoides vis-a-vis le radical NO et ONOO-, est due au

piégeage des radicaux cités par les flavonoides (Ha et al., 2008).
» Activité anti-enzymatique

L’effet antioxydant des métabolites des plantes se traduits par I’inhibition des enzymes
génératrices des radicaux libres. Quelques flavonoides sont susceptibles d’étre impliqués dans
I’inhibition de certaines enzymes métaboliques qui produit des radicaux libres telle que la

Quercétine, molécule inhibitrice de la XO (Nagao et al., 1999; Lin et al., 2002).



Synthese bibliographique

» L’amélioration de P’activité des enzymes antioxydantes

Des études récentes en biologie moléculaire dans le domaine de la signalisation cellulaire
ont montré le réle des composés phénoliques dans l'induction de la synthése des enzymes
antioxydants telle que la superoxyde dismutase (SOD) qui catalyse la dismutation du radical
superoxyde O>.” en H2O2 et O a une vitesse importante (Mattie et Freedman, 2004 ; Masella

et al., 2005).

11.3.2. Activité anti-inflammatoire

Plus de 27 articles originaux et revues de synthese ont rapporté 1’effet inhibiteur des
produits naturels sur les processus inflammatoires. Ces composés comprennent les
polyphénols végétaux (resvératrol, quercétine), les dérivés de la coumarine, la koumine
(alcaloide de Gelsemium legans) et différents autres plantes et composés intéressants.

(Latruffe, 2017).

Le mécanisme d’action des molécules naturelles est différent, elles peuvent agir en
bloquant les voies de la cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes.
Prenant exemple des flavonoides, qui sont des régulateurs de l'expression des génes pro-
inflammatoires (Garcia-Lafuente ef al., 2009), ils exercent leur fonction en modifiant la
synthése des eicosanoides (médiateurs inflammatoires) en réduisant le rapport leucotréine /
prostacycline (PGI2) et diminuant l'activité de la lipoxygénase. Le trans-resvératrol a des

effets similaires (Collin et Crouzet, 2011).

Certains flavonoides comme la kaempférol et catéchines contenus dans les aliments, peuvent
inhibé l'expression des enzymes telle que la métalloprotéinases et d'autres protéines

inflammatoires induites par des facteurs pro-inflammatoires (Stoclet et al., 2011).
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Matériels et méthodes

II.1 Matériels et Méthodes

II .1.1 Matériels
» Matériel végétal

Les graines noires et I’huile fixe de graines noires de Pistacia lentiscus ont été utilisées

dans cette étude.
> Appareillages et produits chimiques

Les appareils et les produits chimiques utilisés pour la réalisation de ce travail sont résumés

dans le tableau ci-dessous (Tableau VI).

Tableau III : Les différents appareils et produits chimiques utilisés.

Appareillage Produits chimiques
- Balance - Réactif de Brad ford ; BSA
- Sonicateur - SDS ; acide acétique
- Vortex (BOECO) - Eau distillé
- Etuve - 1-butanol ; TBA ; TCA
- Centrifugeuse (SIGMA) - Ethanol ; carbonate de sodium
- Spectrophotometres - Chloroforme
- Bain marie - Phénol 5% ; NAOH
- Moulin électrique - Persulfate de potassium
- Tamiseur - ABTS, PBS
- Soxhlet - Méthanol ; Solution H202
- PH métre - Folin ciocalteu
- Rotavapeur - Acide gallique
- Le lecteur a microplaques - Chlorure d’ Aluminium
- Agitateur - Chlorure de calcium
- Appareil Rancimat

I1.1.2. Méthodes

I1.1.2.1 Préparation des extraits
a) Récolte du matériel végétal

Les graines de Pistacia lentiscus ont été récoltées en mois décembre 2020 dans la forét

d'Azru n Bechar & Amizour, la wilaya de Bejaia.
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b) Séchage, broyage et tamisage

Le matériel végétal récolté a été séché a ’air libre et a ’abri de la lumiére, une fois séché,
les graines ont été broyées. La poudre obtenue a été tamisée et celle d’un diametre de 63um et
moins a été sélectionnée pour 1’étude. La poudre a été préservée dans des flacons, en verre,

fermés et stockés a I’abri de la lumiére et de I’humidité.

¢) Extraction

e Extraction des polysaccharides

L’extraction a été réalisée par le Soxhlet suivant le protocole de Chen et al. (2012), avec
quelques modifications (Figure 9). L’extraction débute par le traitement des poudres fines
avec I’éther de pétrole, suivie d’un traitement a 1’éthanol 80% pour éliminer les lipides et les
polyphénols qu’elle constitue. La derniere étape d’extraction a été réalisée a 1’eau chaude.
L’extrait aqueux a été concentré au rotavapeur, puis centrifugé a 4000 g durant 20min, enfin,

le résidu a été lyophilisé.
e Extraction d’huiles de Pistacia lentiscus

Les huiles sont généralement extraites a partir des échantillons sec en utilisant les

solvants apolaires comme 1‘éther de pétrole (Kim et al., 2002; Nickavar et al., 2003).

Apres le broyage, la cartouche contenant la poudre fine (environ 20 g) a été placée dans
I’extracteur dans le ballon 250 ml d’éther de pétrole a température entre 40 et 60°C. Apres
évaporation du solvant sous pression réduite a 1’aide d’un évaporateur rotatif a 40-60°C. Les

derniéres traces de solvant ont été éliminées, apres refroidissement.
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Calotte chauffante

Figure 6 : Systéme d’extraction au Soxhlet (Houghton et Raman, 1998).

I1.1.2.2 Dosage des composés bioactifs
a) Dosage des polyphénols totaux

e Principe de la méthode

La teneur en phénols totaux dans les différents extraits dePistacia lentiscus a été estimée
selon la méthode de Folin—Ciocalteu préconisée par Singleton et al. (1965) et Kahkdnen et al.
(1999). Cette méthode est basée sur la réaction des composés phénoliques avec le réactif de
Folin—Ciocalteu. Ce réactif est constitu¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040). 11 est réduit, lors de I’oxydation
des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribéreau-Gayon,
1968). La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans

les extraits végétaux.
e Le mode opératoire

Sur des microplaques, 20 pl d’extrait ont été ajoutés a 100 pl du réactif de Folin-Ciocalteu
et 80 ul de carbonate de sodium. Le mélange est laissé incuber pendant 5 minutes a 40°c et a
I’obscurité. L’absorbance a été mesurée a 735 nm contre un blanc sans extrait. La teneur des

phénols totaux est exprimée en pg équivalent acide gallique par milligramme d’extrait sec,
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calculée a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions par I’acide

gallique comme référence.

b) Dosage des sucres totaux

e Principe de la méthode

La quantité des sucres totaux a été déterminée selon la méthode de Dubois et al. (1956).
Les sucres totaux, en présence de 1’acide sulfurique concentré se déshydratent pour former du
furfural et des dérivés qui, en présence de phénol, donnent un complexe coloré qui est mesuré

au spectrophotometre a 485 nm.

e Le mode opératoire

Sur des microplaques, 30 ul de phénol a 5 % et 150 ul d'acide sulfurique ont été ajoutés a
50 ul d’extraits. La microplaque a été mise dans le bain marie a 90°c pendant Smin.
L'apparition du complexe jaune orange est suivie en mesurant la densité optique a 485 nm. Le
taux de sucre est calculé par référence a une courbe d'é¢talonnage préalablement établie avec

une solution mere de glucose a 1 mg/ml.

Dosage des protéines

e Principe de la méthode

Les protéines ont été dosées par la méthode de Bradford, (1976), ou le bleu de coomassie
forme avec acides aminées présents dans la protéine, un complexe coloré en rouge le cas des
AA cationiques, et bleu dans le cas des AA anioniques. Le Sérum Albumine Bovine (BSA)

est utilisé comme standard.

e Le mode opératoire

Sur des microplaques, 200 pl de bleu de coomassie ont été ajoutés a 50 pl de I’extrait. Le
mélange est laissé a obscurité¢ pendant 1 min a la température ambiante. L’absorbance a été
mesurée a 595 nm. La quantité des protéines est exprimée en pg équivalent BSA par mg
d’extrait sec, calculée par référence a une courbe d'étalonnage établie avec une solution mere

de BSA a 1 mg/ml.
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I1.1.2.3 L’évaluation de I’activité anti-oxydante
a) Activité scavenging du peroxyde d’hydrogéne

Le principe de ce test est de neutraliser le peroxyde d’hydrogeéne (H>0O>) par un antioxydant
qui va faciliter sa décomposition en molécules d’eau (Wang et al., 2008). La capacité des
extraits a piéger le H>O; a été évaluée selon la méthode rapportée par Liu et Wang, (2007)

avec des modifications mineures.

Pour cela, le mélange réactionnel composé de 2,4 ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 7.,4),
0,6 ml de solution de H»,O, (0,04 M) et 1,0 ml de DP’extrait. L'absorbance du mélange
réactionnel a 230 nm a été déterminée apres 10 min contre un blanc (eau au lieu I’extrait et de

H>02). Pour une comparaison, I’acide ascorbique a été testé en paralléle.

Le pourcentage de piégeage a été calculé comme suit :

Taux de piégeage (%) = [A0 (A1-A2)] /A0 x 100%

A0 : est l'absorbance du blanc (eau au lieu de I’extrait).

Al : est I'absorbance de l'extrait.

A2 : est l'absorbance du blanc du blanc (eau au lieu de la solution de H2O»).
a) Activité scavenger sur le radical ABTS

Le pouvoir anti-radicalaire contre le radical cationique ABTS a été déterminé selon la
méthode de Re et al. (1999). Une solution d’ABTS a 7mM et 2,45mM de persulfate du
potassium a été préparée dans 20ml d’eau distillée, cette solution est incubée a 1’obscurité
pendant 16h a température ambiante. Ce laps de temps permet la formation du radical ABTS".
La solution ainsi obtenue est bleue verte et stable, elle peut étre conservée a température

ambiante.

Un volume de 20ul d’extrait a été additionné a un volume de 180ul de solution ABTS™, la
décoloration par rapport au témoin, contenant ’ABTS" et le solvant, est mesurée au
spectrophotometre a 734 nm apres 6 min d’incubation a I’obscurité. L’acide ascorbique a été,

utilisé comme un antioxydant de référence.
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L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical ABTS" selon la

formule suivante :

(%) d’inhibition de PABTS = [A1— A2)-Ao/ Ao | x 100

A0 : Absorbance du blanc (le solvant a lieu I’extrait) ; A1 : Absorbance de I'extrait ; A2 :

Absorbance du blanc du blanc (eau au lieu I’extrait).
a) Inhibition de la péroxydation lipidique

L’inhibition de la lipo-peroxydation a été déterminée par le test TBARS décrite par
Ohkawa et al. (1979) Et Pandey et al. (2012), en utilisant le jaune d’ceuf comme une source

riche en lipide avec quelques modifications.

Brievement, 0,1 ml d'échantillon a différentes concentrations ont ét¢ mélangés avec 0,5 ml
d'homogénat de jaune d’ceuf; puis 0,05 ml FeSO4 (0,07 M) et de I'eau distillée a 1 ml ont été
ajoutés pour initier la peroxydation lipidique. Aprés incubation a 37 C pendant 30 min, 1,5 ml
d’acide acétique (20% Ph 3,5), 0,05 ml de TCA (20%, p/v) et 1,5 ml d'une solution de TBA
(0,8%, w/v) ont été ajoutés pour arréter la réaction. Le mélange résultant a été chauffé a 95° C
pendant 60 min, suivie de I’ajout de Sml de 1-butanol. Le mélange a été centrifugé a 3000
tours pendant 10 min. L'absorbance du surnageant a été mesurée a 532 nm. Dans ce test

I’acide ascorbique a été utilisé dans les mémes conditions opératoires.

L'effet d'inhibition de la peroxydation lipidique a été calculé comme suit (Abbou et al.,
2019):

% inhibition = 100 x [A0- (At-At0) / A0]

A0: I’absorbance du mélange sans extrait, At: ’absorbance du test, At0: 1’absorbance du

blanc d’extrait (préparé en remplagant le TBA par du dodécylsulfate de sodium).
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I1.1.2.4 Détermination de la stabilité a I’oxydation ou test au Rancimat
e Cadre d’étude

Ce test a été réalisé au sein de laboratoire de développement analytique, département de

recherche et développement au niveau du laboratoire du groupe Cevital.
e Principe

La détermination de I’indice de stabilité oxydative (OSI) par Rancimat, est la méthode
standard la plus utilisée lors de I’évaluation de la stabilit¢ des corps gras aux conditions
d’oxydation accélérées (Velasco et al., 2009 ; Arain et al., 2009 ; Garcia-Moreno et al.,

2013).

Son principe est comme suit : un courant d’air traverse un échantillon chauffé, les corps
volatils générés par I’oxydation poussée sont recueillis dans un récipient contenant de I’eau
distillée. L’augmentation de la conductivité de 1’eau représente la résistance de 1’échantillon a
I’oxydation qui sera déterminée par conductimétrie et correspond au TIR (Temps d’Induction
au test Rancimat, exprimé en heures) c’est-a-dire le temps pendant lequel la matieére grasse a

résisté a un stress oxydatif.

e Protocole opératoire

Toutes les étapes de détermination de la stabilité de I’huile de soja soumis a une oxydation

apres avoir additionné de I’huile de Pistacia lentiscus sont résumées ci-dessous :

- Procéder au réglage de I’appareillage (Rancimat 743, Metrohm, Suisse) : T° du bloc
chauffant (98°C) et du débit d’air (10 litres/heure) ;

- Remplir les cellules de mesure avec 60 ml d’eau distillée ou déminéralisée;

- Mettre 3,0 g de chaque échantillon dans le flacon d’oxydation a I’air ;

- Démarrer la pompe a I’air 2 membrane pour gaz et relier le tube d’arrivé et le tube de
sortie d’air aux flacons d’oxydation a I’air et aux cellules de mesure a I’aide des tubes
de raccordement ;

- Introduire le flacon d’oxydation a I’air muni de son couvercle hermétique dans son

trou du bloc chauffant, qui doivent étre tous deux a la température requise.
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Pour I’expression des résultats, 1’appareil permet le calcul automatique de la période
d’induction, tout en utilisant le maximum de la seconde dérivée de la courbe. La stabilité a

I’oxydation est exprimée en heures. Ce résultat sera ensuite comparé avec le témoin.

Figure 7 : Equipement Rancimat-Metrohm modéle 873.
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I1.2. Résultats et Discussion

a) Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé selon la méthode Folin-ciocalteu en
utilisant I’acide gallique comme standard, la teneur en composés phénoliques des extraits
a ¢été calculée a partir de la courbe d‘étalonnage d‘acide gallique (Figure7) et exprimée en

ug équivalent d‘acide gallique par mg d’extrait (ug EAG/ mgE).
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Figure 8 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

A partir de 1°équation de régression y= 0,0053x + 0,0076, de la courbe d’étalonnage de
I‘acide gallique, la concentration des polyphénols dans I’extrait de graines noires dePistacia
lentiscus a été calculée. Les résultats ont montré une teneur moyenne en polyphénols totaux
de 101,05 + 4,16 pg AG/mg d’extrait. La teneur en polyphénols obtenus est comparable a
celle rapportée par Zitouni et al. (2016) qui est de 'ordre 103,342 + 2,317 ug AG/ mgE. De
plus, Pistacia terebinthus, une autre plante du méme genre que Pistaia lentiscus, a été aussi

rapportée comme €tant une source importante de composés phénoliques (Topguet al., 2007).

b) Dosage des sucres totaux

La teneur en sucres totaux dans I’extrait de graines noires dePistacia lentiscus a été
mesurée selon la méthode de Dubois et al. (1956), en utilisant le glucose comme standard.
La teneur en glucides de I’extraits a été déterminée a partir de la courbe d‘étalonnage du

glucose (Fig8) exprimée en pg équivalent de glucose par mg d’extrait (ug EGlu/ mgE).
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Figure 9 : Courbe d’étalonnage du glucose.

La teneur en glucides totaux de I’extrait protéinisé de graines noires dePistacia lentiscus
a été estimée a 34,23 = 0,12 ug Glu/mg de I’extrait, a partir de la courbe d’étalonnage (Figure
8). Les résultats ont montré que I’extrait des graines noires dePistacia lentiscus est riche en
glucides, qui sont des métabolites primaires donc ils sont utilisés comme des précurseurs

d’autres métabolites secondaires et comme source d’énergie (Youmbai, 2015).

¢) Dosage des protéines

La teneur en protéines dans I’extrait de graines noires dePistacia lentiscus a été mesurée
selon la méthode de Singleton et al. (1965), en utilisant la BSA comme référence Les résultats
de dosage des protéines dans I’extrait des graines noires de Pistacia lentiscus sont résumés

dans la figure, et sont exprimés en ug équivalent BSA/mg d’extrait (voir fig9).
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage de BSA.

A partir de la droite de régression de BSA (figure 9) il a été trouvé que la teneur en
protéines totales de I’extrait de graines noires dePistacia lentiscus est estimée a 11,06 £ 0,27
ug BSA/mg de I’extrait. Les résultats obtenus montrent que I’extrait de graines noires de
pistacia est riche en protéines. Les travaux réalisés par Hamad et ses collaborateurs (2011) ont

montré que les protéines représentent 5% du poids des fruits dePistacia lentiscus.

De plus, I’étude menée par Tajini et al. (2020) a porté sur 1’étude de la qualité nutritionnelle
de fruit de Pheenix dactylifera L, a montré que les teneurs en protéines dans la variété Deglet
Nour estde 15,13 + 3,18 pg/g M.S.

Ce taux en protéines brutes est particulierement important sur le plan nutritionnel car il peut
répondre aux besoins en protéines et en énergie ainsi. De plus il a été rapporté que les
protéines renforcent le systéme immunitaire (Kyriazakis et Houdijk, 2006 ; Brisibeet al.,

2009).

R/

¢ Evaluation de I’activité antioxydante

a) Activité scavenging du peroxyde d’hydrogéne

La prédisposition des extraits a piéger le peroxyde d’hydrogene a été évaluée selon la
méthode rapportée par Atmani et ses collaborateurs (2009). La réaction se base sur la
neutralisation du H>O> par les molécules anti-oxydante se retrouvant dans les extraits, ce qui

entrainera sa décomposition en molécule d’eau, selon la réaction suivante :

H»O0, +2H+ + 2 é 22 H,0 (Wang et al., 2008).
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L’effet scavenging du H>O; par les extraits de Pistacia lentiscus est représenté dans la
(Figl10). L’acide ascorbique a été utilis¢é comme molécule de référence, c’est le plus puissant
antioxydant hydrosoluble avec une valeur ICso = 62,83uG/ml calculé a partir de la droite de

régression y = 0,0007 x + 0,2598 représentée dans la figure ci-dessus :
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Figure 11 : Courbe d’¢étalonnage de I’acide ascorbique.

L’activité antioxydante de I’extrait de graines noires de Pistacia lentiscus est exprimée en
ICso. Cette dernicre, est déduite par une simple extrapolation a partir de la courbe représentant
la variation du % de pié¢geage de H>O; en fonction de la concentration de I’extrait. Une valeur
faible de I’'ICso indique une activité¢ antioxydante forte. Les résultats obtenus sont représentés

dans la figure ci-dessus.
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Figure 12 : Effet scavenger contre le H2O; des extraits des graines noires de Pistacia

lentsicus.

D’apres les résultats présentés dans la figure 11, I’extrait de graines noires de Pistacia
lentiscus, 1l a avancé que I’extrait testé possede une puissante activité antioxydante (IGo = 53
pug /ml) par rapport a 1’acide ascorbique (62,83 pg/ml). Ce pouvoir antioxydant peut étre
attribué¢ aux composés phénoliques présents dans les fruits de Pistacia lentiscus, connus
comme substances anti oxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires et les

formes réactives de I‘oxygene (Romaniet al., 2002).

b) Activité scavenger sur le radical ABTS

Le radical cation (ABTSe+), de couleur bleu vert (absorbant a 734 nm), est formé par
perte d’un électron a un atome d’azote de ’ABTS en présence de persulfate de potassium (Re,
1999). L’activité anti-radicalaire de 1’extrait de graines noires dePistacia lentiscus étudiée par

le test d'ABTS est exprimée en 1Cso.

L’effet scavenging d’ABTS par I’extrait de de Pistacia lentiscus est représenté dans la figure

ci-dessous en utilisant I’acide ascorbique comme standard.
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Figure 13 : Activité de piégeage du radical ABTS par I’extrait de graines noires de Pistacia

lentiscus.

L’extrait de graines noires de Pistacia lentiscus a enregistré une forte activité de piégeage du
radical ABTS par rapport a celle de D’acide ascorbique cité dans le test précédent (64,83
pg/ml), ’extrait de graines noir de Pistacia a une bonne capacité de piéger le radical ABTS
avec une valeur ICso=57 pg/ml. La réduction en ABTS+ est favorisée par la présence des
composé€s ¢électro-donneurs, possédant un potentiel redox plus faible que celui du radical

(Prior et al., 2005).

L'activité antioxydante des composés phénoliques est due a leur potentiel d'oxydo-réduction
¢levé, qui leur permet d'agir comme des agents réducteurs, donneurs d'hydrogeéne, et des
désactivateurs d'oxygene singulet (Miguel, 2010). Une étude récente, réalisée par Bhouri et
ses collaborateurs (2009), sur les fruits de Pistacia lentiscus a rapporté que I’acide digallique,

compos¢ isolé de I'extrait d’acétate d’éthyle a exhibé un pourcentage scavenging du radical
ABTS. de 35 % a une concentration de 50pg/ml, un effet scavenging sur ’O2" de 17% a 100

pg/ml et un effet scavenging du H>O> de 55% a une concentration de 200pg/ml (Bhouri et al.,

2009).

Les plantes avec des niveaux ¢levés en composés phénoliques, peuvent présenter une bonne
capacité antioxydante (Razali et al., 2008). En effet, dans la présente étude, I’extrait des
graines noires ayant révélé des teneurs élevées en composés phénoliques & une meilleure

activité antioxydante.
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¢) L’évaluation de P’activité anti-péroxydation lipidique

L'activité anti-lipo-péroxydation de l'extrait polysaccharidique des graines noires de
Pistacia lentiscus a été évaluée par le test des substances réactives de l'acide TBARS qui
refléte les niveaux relatifs de MDA, un indicateur de la peroxydation des lipides (Ohkawaet

al., 1979). Les résultats du test sont représentés dans la figure suivante :
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Figure 14 : Le pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration sur l'activité anti-

péroxydation lipidique de l'extrait polysaccharidique des graines noires de Pistacia lentiscus.

Les résultats de TBARS ont montré une inhibition de la peroxydation lipidique par
I’extrait polysaccharidique des graines noires de Pistacia lentiscus avec une valeur d’ICso=
100 pg/ml, ce qui signifie que les graines noires de Pistacia lentiscus présentent une activité
inhibitrice de la peroxydation lipidique. Il a été noté que I’extrait posséde une activité plus

faible que celle de I’acide ascorbique utilis¢é comme standard cité précédemment, (16o=62,83

pg/ml).

La richesse de I’extraits de Pistacia en composés bioactifs, principalement les flavonoides
plaident en faveur d’une puissante activité antioxydante capable d’inhiber les réactions de

peroxydation lipidique au niveau des différentes étapes, initiation, ¢longation (Kime? al.,

1998).

Les molécules a effet antioxydant sont de puissants anti-inflammatoire, des études menées par

Du, Liu et al. (2013) ont démontré que les polysaccharides hydrosolubles inhibaient de
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manilre significative la production de 1’oxyde nitrique (NO), la prostaglandine, le TNF-a et

I’IL-6.

D’autres études in vivo ont montré que plusieurs especes de la famille des Anacardiaceae
telles que Mangifera indica.L (Mohan et al., 2013), Pistacia integerrima (Abdur et al., 2014),
Pistacia terebenthus (Giner-Larza, 2001) et Spondias mombin L. (Cabral et al., 2016) ont

montré que ces plantes possédaient une activité anti-inflammatoire.
d) Détermination de la stabilité a ’oxydation ou test au Rancimat

L’oxydation lipidique des aliments est un probléme qui se pose de plus en plus en
agroalimentaire. Elle tend notamment a réduire la durée de conservation du produit, réduire sa

palatabilité, fonctionnalité et sa qualité nutritionnelle (Hidalgo et al., 2006).

Parmi les méthodes d’accélération de 1’oxydation pour la détermination de la stabilité
oxydative, on trouve le test Rancimat (Moser, 2009). Ce test peut prédire la stabilité oxydative

de I’huile et ainsi sa durée de conservation (Hidalgo et al., 2006).

Les résultats de 1’analyse de I’huile fixe de Pistacia lentiscus sont représentés dans le tableau

suivant :

Tableau IV: Stabilit¢ oxydative de I’huile de soja incorporé de I'huile fixe de Pistacia

lentiscus évaluée par le test Rancimat.

N° Echantillon Temps d’induction (Heure)
01 Témoin (100% huile de soja raffinée) 11,54
02 Huile de soja + 25ppm GPNEP 11,90
03 Huile de soja + 50ppm GPNEP 11,93
04 Huile de soja + 75ppm GPNEP 11,73
05 Huile de soja + 100ppm GPNEP 11,92

D’apres les résultats du tableau, il a été remarqué que I’huile de soja raffinée exprime la

meilleure résistance a 1’oxydation (11,54h). L’ajout de I’huile fixe de graines noires de
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pistacia a différentes concentrations a amélioré la résistance a I’oxydation par rapport au
témoin. Néanmoins 'huile fixe de pistacia a 50ppm incorporé a I’huile de soja raffinée a
montré la meilleure résistance a 1’oxydation (11,93h) par rapport aux autres échantillons. Le
choix des concentrations précédentes est basé sur le fait que 1’entreprise CEVITAL incorpore
les antioxydants a raison de 100ppm dans ses produits. Il est admis que I’action antioxydante
d’un composé se manifeste généralement a faible dose, il est donc intéressant de savoir la plus
faible concentration qu’il faut pour garantir une meilleure stabilité oxydative pour I’huile de
soja raffinée. D’apres les résultats obtenus, les faibles concentrations ont permis d’avoir une
meilleure stabilité. En effet, il est vrai que la concentration a 25ppm a donné une meilleure
stabilité oxydative (11,90h) par rapport a celle de 75ppm (11,73h). Par conséquent, l'ajout
d'antioxydants a faible concentration dans un systeme de graisses est trés important pour sa

stabilité oxydative (Rios ef al., 2013).
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La richesse de la flore Algérienne en plante médicinales et aromatiques est incontestable. De
nombreuses plantes sont décrites comme étant une source inépuisable des principes actifs,
connus pour leurs vertus thérapeutiques. La plante Pistacia lentiscus L a été choisie dans cette
¢tude sur la base de son utilisation en médecine traditionnelle locale, pour le traitement de

certaines maladies a caractére inflammatoire.

L’objectif primordial assigné a ce travail porte sur deux axes, le premier concerne 1’analyse
phytochimique de I’extrait de graines de Pistacia lentiscus par le dosage des polyphénols
totaux, des glucides, ainsi que des protéines. Le deuxieme axe porte sur I’évaluation de
I’activité antioxydante de I’extrait polysaccharidique en utilisant les tests complémentaires:
ABTS, H>O, et TBARS. De plus, I’é¢tude de la stabilité¢ oxydative de I'huile fixe de Pistacia

lentiscus a été réalisée en utilisant le test de Rancimat.

Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence la richesse des graines noires de
Pistacia en polyphénols totaux, glucides et protéines. L’évaluation de la teneur en phénols
dans l'extrait brut (101,05 + 4,16 (ugEg/mg) d'acide gallique) a révélé la richesse de I’extrait.
Le dosage des sucres et des protéines a montré des teneurs de l'ordre de 34,23 + 0,12

(ugEg/mg) et 11,06 £ 0,27 (ugEq/mg) respectivement.

L’¢tude du potentiel antioxydant des extraits a révélé que I’extrait polysaccharidiques des
graines noires de Pistacia lentiscus présente une bonne activité antioxydante contre le radical
ABTS (ICso= 57pg/ml) et un effet inhibiteur du peroxyde d’hydrogene (ICso= 53ug/ml). Une
¢tude complémentaire en utilisant le test TBARS a été réalisée dans le but de valider I’effet
antioxydant des extraits. Il ressort que I’extrait de graines noires de Pistacia, a exhibé a
potentiel d’inhibition de la peroxydation avec une ICso=100ug/ml. En se basant sur les études
antérieures, on peut suggérer que 1’activité antioxydante démontrée dans cette étude est liée a

la richesse de I’extrait en composés spécifiques.

D’autres parts, Les résultats du test de I’oxydation accélérée (Rancimat) indiquent que ’huile
de soja incorporé¢ a I'huile fixe de Pistacia lentiscus (50ppm) a une meilleure résistance a

I’oxydation accélérée (11,93h).

Ce travail ne reste qu’une étude préliminaire, prometteuse qui nécessite des études

complémentaires pour mettre en évidence le potentiel des graines.
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Outre ce projet, d'autres recherches doivent étre menées sur les molécules actives des graines

de Pistacia lentiscus pour une meilleure exploitation dans le domaine pharmaceutique et
agroalimentaire.
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Résumé

Afin de valoriser et exploiter le patrimoine végétal dans plusieurs domaines pharmacologiques, médical et
agroalimentaire, nous-nous sommes intéressés dans ce travail a I’évaluation de 1’activité biologique des graines noires de
Pistacia lentiscus et de déterminer leur teneur en molécules bioactives. De plus I’évaluation de la stabilité oxydative de
I’huile végétale de Pistacia lentiscus a été réalisée par le test Rancimat.

Pistacia lentiscus représente une source importante de métabolites primaires et secondaires. En effet, les résultats des
dosages de 1’extrait ont montré une forte teneur en phénols totaux (101,05 £+ 4,16 ugEq/mg d'acide gallique), en sucres
(34,23 + 0,12 pgEqg/mg) et protéines (11,06 £ 0,27 ugEq/mg) respectivement. L’activité anti-inflammatoire enregistrée au
niveau de ’extrait polysacaridique peut s’expliquer par son pouvoir antioxydant via la réduction du radical ABTS (ICso=
53ug/ml), et H,O, (57 pg/ml), et I’inhibition de la peroxydation lipidique (100 pg/ml). D’autres parts, les résultats du test
de Rancimat ont révélé que 1’huile de graines de Pistacia lentiscus (50ppm) incorporé a I’huile de soja a montré une
meilleure résistance a 1’oxydation (11,93h) cela est probablement dii en partie a sa capacité antioxydante. Ainsi, les
extraits de graines de P. lentiscus (huile essentielle et polyphénols) peut s’avérer d’une utilité biotechnologique quant a la
conservation et la stabilité des corps gras au niveau des industries agroalimentaires.

Mots clés : Pistacia lentiscus, huile végétale, activité antioxydante, anti-inflammatoire, rancimat.

Abstract

In order to valorize and exploit the plant heritage in several pharmacological, medical and agroalimentary fields, we were
interested in this work to evaluate the biological activity of the black seeds of Pistacia lentiscus and to determine their
content in bioactive molecules. In addition, the evaluation of the oxidative stability of the vegetable oil by Pistacia
lentiscus was carried out by the Rancimat test.

Pistacia lentiscus represents an important source of primary and secondary metabolites. Indeed, the results showed a high
content of total phenols (101.05 + 4.16 pgEq/mg gallic acid), sugars (34.23 + 0.12 pgEq/mg) and proteins (11.06 + 0.27
ngEq/mg) in the crude extract. The anti-inflammatory activity of the polysaccharide extract can be explained by its
antioxidant power via the reduction of ABTS radical (ICso= 53pg/ml), and H,O, (ICso= 57 pg/ml), and the inhibition of
lipid peroxidation (ICsp = 100 pg/ml). On the other hand, the results of the Rancimat test revealed that Pistacia lentiscus
seed oil (50ppm) incorporated in soybean oil showed a better resistance to oxidation (11.93h), which is probably due in
part to its antioxidant capacity. Thus, the extracts of P. lentiscus seeds (essential oil and polyphenols) can be used in food
industry to preserve and satabilize the vegetable oil.

Keywords: Pistacia lentiscus, vegetable oil, antioxidant activity, anti-inflammatory, rancimat.
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