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Introduction

Introduction

Les radicaux libres chimiques sont des molécules indispensables produites par un grand nombre
de mécanismes physiologiques, car ils jouent un réle utile et important dans le fonctionnement
de notre organisme lors de la production rationnelle. Mais ils sont également formés par
plusieurs phénomenes pathologiques exogenes qui conduisent & une augmentation excessive de
ces radicaux libres qui causent des dommages directs aux biomolécules, dont certaines
contribuent au développement de diverses maladies telles que le cancer, la sclérose latérale
amyotrophique et le vieillissement accéléré. Dans ce cas, ces produits chimiques sont
neutralisés par plusieurs systéemes antioxydants, notamment les minéraux, les vitamines C et E,
les caroténoides et les polyphénols (favier, 2003).

Ces dernieres sont des biomolécules aux effets antioxydants et anti-radicalaires naturels qui
empéchent les réactions radicalaires (Duenas et al., 2009).

Plusieurs plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité comme remédes pour le traitement
de plusieurs maladies humaines grace a leur capacité de synthétiser des différentes molécules
organiques possédant des propriétés curatives ou préventives.

Pistacia lentiscus est un arbuste appartenant a la famille des Anacardiacées, présent dans tous
les types de sols en Algérie subhumide et semi-aride (Charef et al., 2008 ; Arab et al., 2014).
Cette plante est trés utilisée dans les remédes traditionnels pour de nombreux maux :
antiseptique, hépatique, gastro-intestinal et tonique car elle est riche en composés phénoliques
et possede des activités pharmacologiques diverses, notamment anti-inflammatoire,
hypoglycémiante, anticancéreuse et antioxydante (Lee et al., 2004 ).

C'est dans ce but que notre travail visait a évaluer I'activité anti-radicalaire de I'extrait de fruit
de Pistacia lentiscus in vitro par différentes techniques.

Le présent travail est divisé en trois parties, la premiére partie comprend une revue
bibliographique dans laquelle certaines informations sur Pistacia lentiscus, les radicaux libres,
les antioxydants et les composés phénoliques sont recueillies.La deuxieme partie comprend des
études expérimentales réalisees in vitro a I'aide de différentes techniques. La troisiéme section

contient les résultats obtenus et leur discussion. Nous terminons ce travail par une conclusion.
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I. Synthese bibliographique
1.1. Pistacia lentiscus

1.1.1. Distribution géographique et description botanique

Dans le monde, 10 espéces de Pistacia appartiennent a la famille des Anacardiaceae (Adams et
al., 2009), dont quatre sont les plus largement distribuées en Algérie : Pistacia lentiscus L., P.
terebinthus L., P. veraL., P. atlantica (Ghalem et Benhassaini, 2007).Pistacia lentiscus est un
arbuste a feuilles persistantes, produisant des baies globuleuses rouge vif, virant vers le noir a
maturité (Figure 1). Il pousse dans les régions méditerranéennes (Bonnier et Douin, 1990),
d'Europe et d'Afrique, jusqu'aux fles Canaries. On le trouve dans tous les types de sols, des
régions semi-humides et semi-arides, plus précisément dans le bassin de la Soummam en

Algérie.
I.1.2. Caractéristiques de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus se caractérise par des branches d'écorce qui sont rougeétres et deviennent
grises avec le temps. Lorsque I'écorce est coupée, la plante libere une résine piquante et incolore
a forte odeur. Branches tordues et compactées, formant des touffes serrées. Les feuilles
persistantes, composées, a hombre pair de folioles vertes (4 a 10), ovales, obtus, brillants,
glabres, coriaces, clairs. Les pétioles sont ailés et verts (Hans, 2007). Fleurs unisexuées,
d'environ 3 mm de large, groupées. Ce sont initialement de petites drupes rouges qui deviennent
noires a maturité (Boullard, 2001). Les fleurs femelles sont jaune-vert et les fleurs males sont
rouge fonce (Belfadel, 2009). Le fruit est une baie sphérique de 2-3 mm, remplie du méme

nucléole, initialement rouge, devenant brune-noire a maturité en automne (Figure 2).




Synthése Bibliographique

Figure 1 : Pistacia lentiscus

http://staff.univ-batna2.dz/sites/default/files/ghedadba nabil/files/cours3.pdf

Figure 2 : Photographie du fruit de Pistacia lentiscus

1.1.3. Taxonomie

Selon Quezel et Santa, (1963), Pistacia lentiscus est botaniquement classifié ainsi :

Régne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Apétale

Ordre : Sapindales

Famille : Anacardiacées

Genre : Pistacia

Espéce : Pistacia lentiscus



http://staff.univ-batna2.dz/sites/default/files/ghedadba_nabil/files/cours3.pdf
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I .1.4. Composition chimique de Pistacia lentiscus

Plusieurs études phytochimiques ont été meneées sur différentes parties de cette espéce afin de

déterminer leurs constituants actifs.
1.1.4.1. Fruits

La teneur en anthocyanes des fruits de Pistacia lentiscus était de 5,4 mg/ml, principalement :
anthocyanine 3-O-glucoside (70 %), delphinidine 3-O-glucoside (20 %) et anthocyanine 3-
Oarabinoside (10 %) (Luigia et al 2007). Les deux polyphénols, acide gallique et 1.2.3.4.6-
pentaméthylglucose ont été isolés par des études chimiques sur la fraction acétate d'éthyle
(AcOEt) du fruit Pistacia lentiscus (Abdelwahab et al., 2007).

Les huiles essentielles constituent 0,2 % du poids des fruits (Grant et al., 1990 ; Congiu et al.,
2002), 38,8 % sont des huiles fixes et contiennent 53 % d'acides gras monoinsaturés (Trabelsi
et al., 2011).Les travaux de Hamad et al. (2011) ont montré que 5 % du poids des fruits de
Pistacia lentiscus étaient des protéines, et la composition minérale de ces fruits présentait la
teneur en potassium la plus élevée (2,67 %), tandis que les teneurs en sodium, calcium et

phosphore étaient de : 0,46, 0,37 et 0,004 %, respectivement.
1.1.4.2.Feuilles

L'huile essentielle représente 0,14 a 0,17 % du poids des feuilles de Pistacia lentiscusqui
contiennent du longiféne, de 1'a-pinéne, du B-pinéne, du y-cadinéne, du trans-p-terpinéol, de

l'a-acomeol, du y-muuroléne, du sabinéne et du terpinéne. -4-ol (Dob et al. 2006).
1.1.5. Activité pharmacologique et effet thérapeutique de Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est une plante connue depuis I'’Antiquité pour ses propriétés cicatrisantes. En
effet, la racine séchee est utilisée pour lutter contre les inflammations intestinales et gastriques
(Palevitch et Yaniv, 2000). La partie aérienne se caractérise par ses propriétés diurétiques
(Scherrer et al., 2005). Cependant, les feuilles sont utilisées pour traiter I'eczéma, la diarrhée et
les infections de la gorge, la grippe, et comme un puissant antiulcéreux (Kivcaket
Akay,2005).Le mastic a été utilisé en médecine pour traiter les problemes de gencives buccales
(Bellakhdar, 1997; Dedousis et al., 2004)ainsi que les douleurs abdominales, les douleurs de
I’estomac, 1’indigestion et l'ulcére peptique (Bammou et al., 2015).L’huile essentielle
deP.lentiscus est utilisée pour traiter les probléemes lymphatiques et circulatoires (Pritchars,
2004).
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I1. Les radicaux libres et les antioxydants

I1.1. Les radicaux libres

11.1.1. Définition

Les radicaux libres sont des produits chimiques, des atomes ou des molécules qui contiennent
un ou plusieurs électrons non appariés dans leur enveloppe externe (Kehrer, 2008), ce qui les
rend instables. Ce déséquilibre n'est que temporaire, et pour gagner en stabilité, ces molécules
réagissent rapidement avec d'autres composants qui tentent de transférer cet électron ou de
capter I'électron libre d'une autre molécule (Halliwell et Gutteridge, 1990 ; Aurousseau, 2002).
Ils attaquent la molécule stable la plus proche en arrachant des électrons, et la molécule attaquée

devient elle-méme un radical libre (Martinez-Cayuela, 1995).
11.1.2. Les especes réactives d’Oxygene

Les especes réactives de l'oxygéne (ERO) sont des radicaux libres dérivés des molécules

d'oxygéne en ajoutant un électron. Les principales especes réactives de I'oxygene sont :

e Le radical superoxyde (-O2 ")
L'anion superoxyde, formé par la simple réduction de lI'oxygene, ajoute un électron a I'oxygéne
moléculaire dans la chaine respiratoire au niveau de lI'ubiquinone (ou coenzyme Q) (Belkheiri,
2010).C'est le radical libre le moins réactif, mais un précurseur des autres ERO (Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

Oy+é — 5 0Oy~
e Peroxyde d'hydrogéne (H20,)

Le peroxyde d'hydrogéne est produit par la dismutation de I'anion superoxyde en présence de
superoxyde dismutase (SOD) (Raccah, 2004).11 est également formé par la réduction a deux
électrons de I'oxygéne, une réaction catalysée par la glucose oxydase (Halliwell et al., 2000 ;
Afonso et al., 2007).

200"+2H — 3 H0,+ 09

e Le radical hydroxyle (-OH)
Le radical hydroxyle est le radical libre le plus gourmand en électrons et le plus dangereux pour
les organismes car il réagit avec de nombreuses espéces moléculaires (protéines, lipides, ADN,

etc.), provoquant de multiples dommages (Gardes-Albert et al.,2003).Ce radical est formé par
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la réaction de Fenton de H2O> en présence de métaux de transition : les ions ferreux réagissent

avec le peroxyde d'hydrogene (Goudable et al., 1997).
H.O, +Fe** — — pFe¥* +-OH + OH"
e Oxygene singulet
L’oxygéne singulet est capable d’oxyder les protéines, I’ADN, et les lipides (Halliwel, 2006).11
est formé a partir de 1’ion superoxyde selon la réaction suivante (Justine et al., 2005).
°0-0° + lumiére —_, 10
11.1.3. Les espéces réactives d’azote

e Le monoxyde d’azote (-NO)

Le monoxyde d'azote est un radical libre connu pour ses propriétés physiologiques (agissant sur
le tonus vasculaire) (Barouki, 2006).L'oxyde nitrique est obtenu par la réaction catalytique de
I'un des deux atomes d'azote terminaux du groupe guanidine de la L-arginine avec I'oxygene
moléculaire (O2) en présence du cofacteur NADH, H par l'acide nitrique. Oxyde synthase
(ONS) (Sabry et al., 1996).

O+ Arginine+ NADPH —— NOe . Citrulline + H.O + NADP
e Le peroxynitrite (ONOQO")

Le peroxynitrite est trés réactif et provoque un stress oxydatif, qui produit une oxydation
irréversible et diverses nitrations, notamment des résidus de tyrosine (Massion et al., 2002).Le
peroxynitrite peut agir sur I'ADN en modifiant les bases guanines car il interfére avec les

mécanismes de l'apoptose (Gardés-Albert et al., 2003 ; Pacher, 2007).
027+ ‘NO—— ONOO™
11.1.4. Source de radicaux libres

Les radicaux libres sont générés en permanence par un grand nombre de mécanismes a

I'intérieur et a I'extérieur des cellules eucaryotes, on parle donc de sources endogénes exogenes.

e Sources exogenes
Les rayonnements, lI'alcool, les résidus de la fumée de cigarette, les particules inhalées (amiante,
silice), et de nombreux médicaments sont également capables de générer des radicaux libres.

e Sources endogenes
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Les organismes trouvent leur énergie dans la respiration mitochondriale, dont la derniere étape
réduit les molécules d'oxygene de quatre électrons sans libérer d'espéces radicalaires. Or, la
fonction de la chaine respiratoire mitochondriale produit I'anion superoxyde lorsque I'oxygéne

entre en contact avec certaines protéines du systéme respiratoire.

L'inflammation est également une source importante de radicaux libres oxydatifs produits
directement par les phagocytes activés, siege d'un phenomene connu sous le nom d'explosion
oxydative, consistant en I'activation du complexe NADPH oxydase, une enzyme qui produit de
grandes quantités d'anion superoxyde au niveau de la membrane cellulaire. Lorsque ce
mécanisme est maitrisé, il est essentiel pour lutter contre I'infection, car il engloutit les bactéries

et les corps étrangers.

Un autre radical libre, I'oxyde nitrique, est également produit par des systemes enzymatiques
qui agissent comme diverses NO synthases, médiées par des neurones, des cellules
endothéliales ou des macrophages. Le mécanisme du cycle redox est également une source
importante de radicaux libres, qui conduisent a I'oxydation spontanée des quinones sur les
cytochromes P450.Les ions métalliques (chrome, cuivre, vanadium, fer) générent des radicaux
hydroxyles tres réactifs a partir de I'espéce moins réactive H>O, par une réaction appelée

réaction de Fenton (favier, 2003).
11.1.5. Réles pathologique et physiologique des radicaux libres

Les radicaux libres, en situation physiologique et a des basses concentrations sont des espéces
indispensables a la vie, car ils remplissent de tres nombreuses fonctions utiles. Ils participent
au fonctionnement de certaines enzymes, la transduction de signaux cellulaires, la défense
immunitaire contre les agents pathogénes, la destruction par apoptose des cellules tumorales,
au cycle cellulaire, la différentiation cellulaire, la régulation de la dilatation capillaire, au
fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, la fécondation de
I'ovule, la régulation des genes, phénomeéne appelé contrdle redox des génes (Yoshikawa et al.,
2000). Une production excessive de radicaux libres (stress oxydant) provoque des lésions
directes de molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides)
(Figure 3), mais aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des
métabolites libéres, notamment lors de l'oxydation des lipides.

Le stress oxydant est considéré la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme

pulmonaire, vieillissement accéléré est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de
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maladies plurifactorielles, comme le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les

maladies cardiovasculaires (Montagnier et al., 1998).

. Lumiére TV Omydases
O < 0, H,0;
Oy gene singulet Omygéne .
e gl Ve Superoxyde P_Er':’xf-"de_
disrmutase d'hvdrogenes
Arginine gﬁ?ﬁdnx myéloperoxidase
I 0X
mitochondie
L]
NO 0,* _ HOCL
Monoxyde d azote Anion superoxyde
ONOO 1 OH~
Peroxynitrite Radical hydroxyle
Activation des . . Oxydation de
S Oxydation des Peroxydation .
NlT.ra!.T__mndEE, cascades kinases o lipidian IPADN
protéines protéines pidique

Figure 3 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene

impliqué en biologie (Sies,1997).

11.2. Les antioxydants
Les antioxydants sont I'ensemble des molécules présentes en faibles concentrations par rapport
a celles du substrat oxydable, susceptibles d'inhiber directement la production, de limiter la
propagation ou de détruire les especes actives de I'oxygéne (favier, 2003).Les antioxydants sont
de deux types : endogénes (enzymatiques et non enzymatiques) et exogenes.
11.2.1. Les antioxydants endogénes enzymatiques
Les enzymes antioxydantes sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion
peroxydase (Mika et al., 2004). lls jouent un rdle important dans la protection de lI'organisme
contre toute attaque radicalaire agressive.

e Catalase (CAT)
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C’est une enzyme présente dans les cellules hépatiques, les érythrocytes et les cellules rénales,
au niveau intracellulaire, dans les peroxysomes. Le role de cette enzyme est de convertir et de
catalyser la dismutation du peroxyde d'hydrogéne en oxygeéne et en eau (Haleng et al., 2007).

2H O, — 5 2H,O0+ 0O

e Superoxyde dismutase (SOD)
Ces métalloprotéines constituent l'une des premiéres lignes de défense contre le stress oxydatif,
assurant I'élimination de I'anion superoxyde O2e- par la réaction de dismutation, le convertissant
en peroxyde d'hydrogene et en oxygene (Haleng et al., 2007).
* Glutathion peroxydase (GSH-PX)
La GPx est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes au détriment de son
substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Son r6le principal est d'éliminer les peroxydes
lipidiques produits par I'action du stress oxydatif sur les acides gras polyinsaturés. En cas de
carence sévere en sélénium, la GPx s'effondre, c'est donc un bon reflet de cette carence (Haleng
et al., 2007).
11.2.2 Antioxydants endogenes non enzymatiques
Les antioxydants endogenes non enzymatiques comprennent plusieurs thiols, comme le
glutathion qui, sous forme réduite, réagit avec les radicaux libres suivants : OHe, RO2e, 0o,
ONOO™ et HOCL (acide hypochloreux).
11.2.3. Antioxydants exogenes
Les antioxydants exogéenes sont des molécules qui possedent la capacité de piéger et de
désactiver les radicaux libres (Valko et al., 2006), qui sont des vitamines, les caroténoides et
les composés phénoliques (Berger., 2005).

e Lavitamine E
La vitamine E est hydrophobe, ce qui lui permet de s'intégrer dans les membranes riches en
acides gras polyinsaturés et de protéger en réagissant avec les radicaux peroxy (ROO¢) pour
former des radicaux libres de tocophéryle, empéchant la diffusion de la peroxydation des lipides
(Haleng et al., 2007).

e Lavitamine C
Plus important encore, la vitamine C est un excellent piégeur d'AOE (HO« ou O2+-). Il inhibe
également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E sous forme de radicaux libres
produits par réaction avec les radicaux libres lipidiques (Haleng et al., 2007).

e Les caroténoides
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Ce sont des pigments des plantes riches en doubles liaisons qui sont capables de délocaliser les
électrons non-appariés, a éliminer I’oxygéne singulet et a réagir avec les radicaux libres
(Rahman ,2007).

e Lesoligoéléments

C'est une classe des micronutriments essentiels (cuivre, zinc et sélénium) pour l'organisme
(Higuchi, 2014). Cependant, ils sont essentiels a l'activité des enzymes susmentionnées, et un
manqgue ou une carence de ces nutriments peut entrainer des dysfonctionnements séveres
(Desmier, 2016).

11.2.4. Les composés phénoliques

11.2.4.1. Généralités sur les composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites végétaux secondaires présents dans toutes les parties
supérieures des plantes (feuilles, fleurs, tiges, racines, pollen, fruits, graines et bois) (Beta et
al., 2005). Les polyphénols ont des propriétés antioxydantes, antivirales, anti-inflammatoires et
anticancereuses (Bidie et al., 2011). Les composés phénoliques sont regroupés en une dizaine
de classes chimiques qui ont toutes un point commun : la présence dans leur structure d'au
moins un cycle aromatique possédant de multiples fonctions hydroxyles libres ou apparentées
aux glucides (Guignard, 1979).

11.2.4.2. Biosynthése des composés phénoliques

Les polyphénols sont des dérivés non azotés produits a partir de métabolites primaires,
principalement par les deux voies suivantes :

e La voie du shikimate, dont la synthese est associée a la synthése d'acides aminés
aromatiques (tyrosine et phénylalanine), dont la désamination produit I'acide
cinnamique et ses dérivés.

e Lavoie de lI'acétate de malonate pour former des acides phénoliques.

Par un mécanisme de condensation, les B-cétoesters dérivent de différentes longueurs (Chira et
al., 2008).

11.2.4.3. Classification des composés phénoliques
Le nombre de noyaux aromatiques qui composent les polyphénols permet de les classer en
differents groupes (Figure 3) (Barboni et al., 2006).
Parmi les catégories les plus importantes, nous distinguons les acides phénoliques, les

flavonoides et les tanins.
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Acides
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Malvidine

Figure 4 : la classification des composés phénoliques.
http://staff.univ-batna2.dz/sites/default/files/ghedadba_nabil/files/cours3.pdf

» Les acides phénoliques
Les acides phénoliques designent généralement les phénols & une seule fonction acide
carboxylique (Stalikas et al., 2007), qui sont divisés en acides phénoliques simples, acide
hydroxybenzoique et ses dérivés (C6-C1), et acide hydroxycinnamique et ses dérivés (C6 -C3)
(Barboni, 2006).

> Les flavonoides
Les flavonoides sont des composés phénoliques a structure phénylbenzopyrone (Liu et al.,
2008), qui sont dérivés de flavanes contenant 15 atomes de carbone et forment une structure
C6-C3-C6 caractérisee par la présence de deux cycles aromatiques, A et B, reliés entre eux par

un hétérocycle C contenant de I'oxygéne (Chira et al., 2008).

» Les tannins
Les tannins sont des polyphénols capables de se lier a toutes les molécules, principalement les
protéines (Zimmer et Cordesse, 1996). lls se répartissent en deux grandes catégories : les

tannins catéchiques (condensés) et les tannins hydrolysés (Choudhary et swarnkar, 2011).
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11.3. Mécanismes anti-radicalaires
Il a été suggéré que les effets des polyphénols sur les radicaux libres peuvent fonctionner a
travers trois mécanismes différents.

11.3.1. Inhibition enzymatique

Les composes phénoliques peuvent affecter et inhiber de nombreux systémes enzymatiques
(Middleton et al., 2000), comme la xanthine oxydase qui est considérée comme une source
biologique importante de radicaux superoxydes dans l'oxydation de I'nypoxanthine et de la
xanthine en acide urique (Peitta, 2000 ; Nijveldt et al., 2001).En effet, les flavonoides peuvent
agir sur l'activité de cette enzyme pour inverser la maladie de la goutte en réduisant la
concentration d'acide urique et de radicaux superoxydes dans les tissus humains (Hanasaki et
al., 1994).

11.3.2. Chelation des ions métalliques

Les ions métalliques comme le fer et le cuivre jouent des rbles importants dans certaines
fonctions biologiques. D’une part, ils contribuent & la formation des hémoprotéines et ils
représentent des cofacteurs pour diverses enzymes du systeme de défense antioxydant (Fe pour
la catalase, et Cu et Zn pour la superoxyde dismutase). D’autre part, ils renforcent les effets
néfastes du stress oxydant en stimulant la production de radicaux libres hydroxyles (Pietta,
2000).

Ces ions métalliques sont chélatés par des composés phénoliques tels que les flavonoides qui
sont considéres comme de bons chélateurs des ions métalliques, La principale contribution a la
chélation des ions métalliques est due au noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3-hydroxyle
et 4-oxo de I’hétérocycle C et les groupes 4-0x0 et 5-hydroxyle entre I’hétérocycle C et le cycle
A. Selon les recherches menées par Van Acker et collaborateurs (1996), la quercétine est
considérée comme le flavonoide le plus actif en raison de ses 3 sites de complexation qui lui

permettent de chélater les métaux.

11.4. Piégeage direct des espéces réactives de I’oxygéne
> Les flavonoides sont connus pour leur puissante capacité a piéger les radicaux libres.
En formant des radicaux libres moins réactifs (flavoxyles), ces radicaux libres sont
convertis en composés inactifs (Dorman et al., 2003). Cela peut étre lié au groupe
hydroxyle phénolique attaché a la structure cyclique (Wattel et al., 2002).
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> Les polyphénols ont une activité de piégeage du peroxyde d'hydrogene en raison de leur
capacité a donner des électrons et des atomes d'hydrogéne au peroxyde d'hydrogéne
(H202) pour le neutraliser dans 1’eau.
(H202 + 26— 2H70»).

> Les polyphénols d'origine alimentaire (flavonoides) ont la capacité de capter le
peroxynitrite (*ONOO-), dans le cas des composes monohydroxylés (exemple de I'acide
p-coumarique), en dirigeant la nitration vers leur propre molécule, ou par transfert
d'électrons dans le cas de la quercétine en inactivant le peroxynitrite (Nijveldt et al.,
2001 ; Pollard et al., 2006).

L’objectif de cette étude est de tester I'activité anti-radicalaire des composés phénoliques des

extraits de fruits de Pistacia lentiscus, en utilisant la méthodologie appropriée.
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I11. Matériel et méthodes

111.1.Matériels

111.1.1. Matériel du laboratoire

Spectrophotomeétre a UV (Shimadzu) ; Rotavapeur (Heidolph); Balance électrique ( Radwag),
Centrifugeuse (Sigma); Agitateur électromagnétique (Velp scientifica); pH métre(Hanna
instruments); Vortex (Neuaction); Sonicateur (Raypa);Etuve (Memmert); Pompe a air
(Fisherbrand);Broyeur électrique (Comaf); Soxhlet (Behr labor-technik); Bain marie
(Memmert); Micropipettes; Eprouvettes; Entonnoir; Erlenmeyers; Béchers; Tubes a essaies,
Spatules; Eppendorfs; Verre de montre; Boites de pétri en verre ...

111.1.2. Produits chimiques

Hexane; Méthanol; Ethanol; DPPH (1,1-Dephenyl-2-Picryl-hydrazyl) ; Tampon phosphate
(Acide :KH2PO4 +Base : k2HPO4); H202; Sodium nitroprusside (SNP); Sulfanilamide; N-
alpha-naphthyl-ethylenediamine (NNEDA); Acide phosphorique; Sodium salicylate; Acide
ascorbique; Quercétine; Rutine; Catéchine; Acide gallique; Acide caféique; Acide coumarique,
Acide cinnamique; Acide tannique; Trolox.

111.1. 3.Matériel végétal

Pistacia lentiscus.

La récolte des fruits de Pistacia lentiscus a été réalisée au niveau de la foret de Tizi Neftah,

Commune d’ Amizour, Bejaia, Algérie.

111.2. Méthodes

111.2.1. Extraction

Apres broyage des fruits de P. lentiscus a 1’aide d’un broyeur électrique, le broyat a été délipidé
a ’aide d’un extracteur Soxhlet pendant 6 heures par une extraction a I’héxane 95%. Ensuite,
10g de la poudre introduite dans la cartouche de Soxhlet a été mélangée avec 100ml de méthanol
80%. Le mélange a été transféré au bain a ultrasons pendant 15minutes et filtré a I’aide d’une
pompe a air et un entonnoir. Puis, la poudre a été récupérée et mélangée avec 80 ml de méthanol
80% pour reéaliser les quatre autres cycles d’ultrasons.Par contre, le filtrat de chaque cycle a été
centrifugé et transféré au rotavapeur a 40°C pour 1’élimination de I’héxane et, enfin la solution

obtenue a été conservée dans le réfrigérateur.
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111.2.2. Activités antioxydantes

Plusieurs tests d’activité antioxydante ont été réalisés, parmi lesquels on retrouve les tests anti-
peroxyde d’hydrogéne (H202), anti-monoxyde d’azote (NO-), anti-hydroxyle (OH-) anti-
DPPH.

111.2.2.1. Activité anti-peroxyde d’hydrogéne (H205)

La capacite des extraits de fruits de P. lentiscus a piéger le peroxyde d’hydrogene (H20.) a été
déterminée par la méthode de Ruch et al., (1989), avec quelques modifications.

Principe

Il s’agit de neutraliser le peroxyde d’hydrogéne avec un antioxydant pour favoriser la
décomposition du peroxyde d’hydrogéne en molécule d’cau, selon la réaction suivante :
H.O2 + 2é » 2H>0

Mode opératoire

Une quantité de 0,6ml de la solution H2O2 (40mM) préparée dans un tampon Phosphate
(pH=7,4) a été ajoutée a 1ml de la solution d’extrait a différentes concentrations. Aprés une
incubation de 10minutes a température ambiante, 1’absorbance de H202 présent dans le mélange
réactionnel a été mesurée a 230nm (¢(H202) = 81 M-1 cm-1).
e Remarque : Le blanc a été préparé de la méme fagon mais sans le H>O; :
(0,6 ml du méthanol + 1 ml de la solution d’extrait).

L’activité de piégeage de H20- est calculée suivant la formule :

[ % de piégeage du H20, = [( Acont — Atest) / Acont] x 100 }

Acont : absorbance du contrdle /Atest : absorbance de 1’extrait.

111.2.2.2. Activité anti-monoxyde d’azote (NO-)

Principe

Le sodium nitroprusside (SNP) se décompose en présence de lumiére dans une solution
aqueuse (pH=7,2) pour former le monoxyde d’azote (NO.) qui réagit a son tour avec I’oxygene
moléculaire. Des ions nitrites se génerent et réagissent avec le réactif de Griess (un composé de
deux produits : le sulfanilamide et (NNEDA) le N-alpha-naphthyl-ethylenediamine). Un sel de
diazonium est formé a partir I'ion nitrite et le sulfanilamide, révélé par adjonction du N-alpha-
naphthyl-ethylenediamine (NNEDA) qui produit un complexe de coloration rouge dont le

maximum d’absorption est a 550nm (Marcocci et al., 1994).

15



Matériel et Méthodes

Mode opératoire

Un volume de 500 ul de la solution sodium nitroprusside (10mM)  préparée dans un tampon
phosphate (pH=7,3) a été ajouté a 500 ul de la solution d’extrait a différentes concentrations.
Apres incubation pendant 150min & 25°C en presence de lumiére, 1 ml de réactif de Griess (1%
de sulfanilamide et 0,1% dichlorhydrate de Naphthylethylenediamine dans 5% H3PO4) a été
ajouté.L’absorbance a été mesurée a 550nm.

e Remarque : Le blanc a été¢ préparé de la méme fagon mais au lieu d’ajouter le réactif de
Griess on ajoute 1ml de la solution tampon.

Le pourcentage d’inhibition du radical NO' pour chaque extrait et standard est calculé selon la

formule suivante :

[ % d’inhibition du radical NOe = [(Acont — Atest) / Acont] x 100 }

Acont : Absorbance du controle/Atest : Absorbance du standard / NOe

111.2.2.3.Activité anti-DPPH

L’effet des extraits de P. lentiscus sur le radical DPPH a été mesuré en utilisant la méthode de
Mensor et al. (2001), avec quelques modifications.

Principe

Le DPPH (diphénylpicryl-hydrayl) est un radical libre et stable de couleur violette intense qui
perd sa coloration native quand il est réduit par les antioxydants.

Mode opératoire

Pratiqguement, 710 ul de la solution éthanolique de DPPH (0,3mM) ont été additionnés a 290
uL de de la solution d’extrait a différentes concentrations. Le mélange est laissé a I’obscurité
pendant 30 min et a température ambiante. L’absorbance a été mesurée a 517 nm.

L’activité d’inhibition du radical DPPH pour chaque extrait et standard est calculée suivant la

formule :

[ % anti-DPPH = [(Acont — Atest) / Acont] x 100 }

Acont : Absorbance du contréle/Atest : Absorbance du standard / DPPH

111.2.3. Dosage des flavonoides

Principe
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Les flavonoides ont une capacité a former un complexe avec le chlorure d’aluminium qui donne
a la solution une coloration jaunatre.

Mode opératoire

Un volume de 500 ul de réactif de chlorure d’aluminium (133 mg de chlorure d’aluminium et
400 mg d’acétate de sodium cristalline dans 100 ml d’eau distillée) a été ajouté a 1ml de la
solution méthanolique d’extrait a différentes concentrations.Apres incubation pendant 10 min,
I’absorbance a été mesurée a 430 nm.

La quantité des flavonoides est calculée a partir d’une courbe d’étalonnage (annexe 2) réalisée
avec la quercétine comme standard. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de
la quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait).

111.2.4. Dosage des phénols totaux

Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est composé d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdigique de couleur jaune, qui est réduit lors de 1’oxydation des phénols en un
complexe d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration bleue dont le maximum
d’absorption est a 750nm, est proportionnelle au taux des composés phénoliques présents dans
I’extrait (Lapornik et al., 2005).

Mode opératoire

Un volume de 1000 ul de réactif de Folin a été ajouté a 200 ul de la solution d’extrait a
différentes concentrations. Apres 3 min d’incubation, 800 ul de carbonate de sodium ont été
ajouté. Aprés incubation pendant 30 min a 37°, I’absorbance a ét¢ mesurée a 760 nm.

Les résultats sont calculés a partir d’une courbe d’étalonnage (annexe 2) réalisée avec 1’acide
gallique comme standard et exprimée en mg équivalent acide gallique par gramme d’extrait
(mg EAG / g d’extrait).

111.2.5 Analyse statistique

Les résultats des différents tests réalisés sont présentés en moyenne + écart type. L'analyse
statistique a été réalisée a l'aide du test t de Student a I'aide du logiciel GraphPad Prism 8.02.
La valeur obtenue en calculant t confirme que la population est différente, soit sont peu
significatives a *P<0,05, significatives a **P<0,01, hautement significatives a ***p<0,001 et

trés hautement significatives a ****p<0,0001.
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I11. Résultats et discussion

111.1. Extraction

111.1.1. Taux d’extraction

Selon les résultats obtenus dans cette étude, le rendement de I’extrait hydrométhanolique du
fruit de pistacia lentiscus était de 25,39%(25,39 g d’extrait sec pour 100g de matiére végétale
seche. Ce qui est supérieur aux rendements obtenus par les extraits éthanoliques des feuilles de
Pistacia lentiscus récoltée dans la région d’Amizour, Béjaia (3,07 % pour les fruits et 6,09%)

rapporté par les travaux de Remila et al., (2015).

Ces taux d’extraction sont influencés par la méthode utilisée, la nature chimique des composés
(solubilité dans les solvants), la granulométrie, le temps d’extraction, les conditions de stockage

et la présence de substances interférents (Cowan, 1999; Levizou et al., 2004).

D'aprés les résultats obtenus, on peut déduire que I'extraction a I'nydrométhanol donne les
rendements les plus élevés. Ces mélanges sont le plus couramment utilisés pour extraire les
composeés phénoliques des veégétaux car leurs polarités correspondent a la polarité des composés
extraits. Dans ce cas, le solvant le plus polaire était plus efficace pour extraire les composés

phénoliques de toutes les parties de la plante que le solvant le moins polaire.

111.2.Dosage des composés phénoliques.

Les analyses quantitatives des phénols totaux, ont été déterminées a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée en utilisant 1’acide gallique comme
molécule standard (Annexe 1) (y = 0,01x + 0,01, R?=0,999). Les résultats ont été exprimés
en mg équivalent d’acide gallique par gramme de I’extrait brut (mg EAG/g).

La teneur en flavonoides a été déterminée selon la méthode au trichlorure d’aluminium(AICI3).
Les résultats sont exprimés au mg équivalent de quercétine par gamme de 1’extrait brut (mg
EQ/g) on utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage de la quercétine
(annexe 2) (y = 0,053x + 0,041, R?<0,995).

Les résultats du dosage des composés phénoliques dans I’extrait des fruits de pistacia lentiscus

sont représentés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 1 : Résultats du dosage des flavonoides et des phénols totaux.

Phénols totaux EAG/g d’extrait Flavonoides EQ/g d’extrait

311,306 +29,890 11,069 +0,426

Selon le tableau 1, la concentration en polyphénols totaux des fruits de Pistacia lentiscus est
d’environ 311,306 £29,890 mg EAG/g d’extrait qui sont supérieur a des travaux menés par
Remila et ses colaborateurs(2015), Yemmem et al. (2017) sur les extraits éthanoliques de la
méme partie de la plante qui sont 205,97 %6,51 et 41,8 +1,03 mg EGA /g d’extrait,
respectivement. Ces résultats restent supérieurs a celles obtenues par les travaux de Barbouchi
et ses colaborateurs (2018) qui ont travaillés sur les extraits méthanoliques des feuilles de
P.lentiscus dont la valeur 146,08 + 0,67 mg de GAE/ g d’extrait

Concernant la concentration en flavonoides de cet extrait, elle est d’environ 11,069 £ 0,426 mg
EQ/g d’extrait qui est supérieure a celles trouvees par Remila et al. (2015) et Yemmen et al.
(2017) qui ont travaillés sur les extraits éthanoliques des feuilles ou les valeurs sont 6,28 +1,04
et 7,06 +0,46 mg EQ/g d’éxtrait, respectivement. Par contre les résultats obtenus sont
inférieures aux travaux réalisés sur les extraits éthanoliques des feuilles par Mehenni et al.
(2016) est de 254,9 £5,04 mg EQ/g d’extrait.

Les résultats obtenus de cette recherche nous laisse suggérer que I’extrait des fruits de Pistacia
lentiscus est plus riche en composés phénoliques qui peuvent englobés plusieurs classes.

Une grande différence a été remarquée en comparant nos résultats de composés phénoliques et
de flavonoides avec ceux d’autres auteurs. Cette différence est expliquée par de nombreux
facteurs : les méthodes d’extraction et les solvants utilisés (Lee et al., 2005), la partie utilisée

de la plante, la période de récolte et les facteurs climatiques.

111.3.Activité anti-DPPH

Le DPPH est utilis¢ afin d’évaluer la capacité des antioxydants d’agir en tant que piégeurs des
radicaux libres ou donateurs d’hydrogeéne (Molyneux, 2004).

La figure 5 illustre les résultats de 1’activité scavenger du radical DPPH de I’extrait des fruits

de P.lentiscus.
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Figure 5 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH de I’extrait méthanolique des fruits
de Pistacia lentiscus.

L’effet d’inhibition du radical DPPH (figure 5) a la concentration 187,5ug/ml est plus
important dans 1’extrait des fruits de P.lentiscus qui est de valeur 73,8 £2,288%. L’analyse
statistique indique qu’il n’existe aucune différence significative (P*<0,05) entre les
pourcentages d’inhibition du radical DPPH et la catéchine comme standard.

Ces résultats sont inférieurs aux celles menés par Abdelwahed, et al. (2007) et Atmani, et al.
(2009) qui sont supérieurs a 90%.

L’activité anti-radicalaire de 1’extrait de fruits de p lentiscus est donc relativement dépendante
de la teneur en composés phénoliques, ce qui explique que le pouvoir antioxydant est fort
probablement d0 aux composes phénoliques présents dans les fruits de P.lentiscus, et qui sont
connus comme substances anti-oxydantes ayant la capacité de piéger les espéces radicalaires et

les formes réactives de 1’oxygéne (Turkmen et al., 2007).

I11.4.Activité anti-monoxyde d’azote (NO)

Le monoxyde d’azote (NO) est un radical de faible réactivité qui joue le rdle d’un médiateur
biologique régulant plusieurs fonctions physiologiques telles que la vasodilatation capillaire, la
prolifération ou le message de neurones, mais dans les conditions pathologiques il réagit avec
’anion superoxyde et forme une molécule plus réactive et cytotoxique qui est le peroxynitrite
(ONOOH).
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Les extraits de plantes peuvent avoir des propriétés qui neutralisent la formation de NO, ils ont
aussi un intérét considérable a prévenir les méfaits d’une génération excessive de NO dans le
corps humain. L oxygene réagit avec 1’oxyde nitrique généré par le nitroprussiate de sodium
afin de former une molécule bien conservée par ces extraits qui est I’anion nitrite.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique analysé a un pourcentage d’inhibition
du radical monoxyde d’azote trés important.

Le tableau Il montre que I’extrait méthanolique de fruits de P.lentiscus présente une activité
inhibitrice maximale de 66 % a une concentration 250 pg/ml, et un pourcentage minimal de 3%
enregistré a 15,526 ug/ml. D’aprés ces résultats on peut constater qu’il existe une relation

dépendante entre 1’effet piégeur du radical NO et la concentration de 1’extrait analysé.

Tableau 11 : Pourcentage d’inhibition du radical NO de I’extrait méthanolique des fruits
de pistacia lentiscus a différentes concentrations.

La concentration en ug/ml Le pourcentage d’inhibition
250 66,540 +1,642
187,5 59,821 +0,661
125 52,777 +2,487
62,5 51,774 +1,691
31,25 4,510 £5,846
15,625 3,038 £1,016

Les resultats obtenus dans notre étude a la concentration 187,5ug/ml représenté par la figure
6 dont les molécules de référence sont 1’acide ascorbique et la catéchine ont montré que le
pourcentage d’inhibition de I’extrait méthanolique de fruits de P.lentiscus est tres important qui
est de valeur 59,557 +5,355%.

L’analyse statistique de ces résultats, indique la présence d’une différence trés significative
(**<0,01) entre I’acide ascorbique et I’extrait, et une différence non significative entre la

catéchine et ’extrait.
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Figure 6 : Pourcentage d’inhibition de NO de I’extrait méthanolique des fruits
de Pistacia lentiscus.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique analysé a un pourcentage important
d’inhibition du radical NO par apport au standard ce qui pourrait s’expliquer par la richesse des
fruits de P.lentiscus en composés phénoliques, et certaines modifications dans la structure de
base des flavonoides tels que: la glycosylation et 1’0O-méthylation de leur groupement

hydroxyles qui peuvent modifier leurs activités antioxydantes ( Atmani et al., 2009).

I11.5.Activité anti-peroxyde d’hydrogéene (H205)

Dans notre expérience 1’acide ascorbique, la catéchine et la quercétine ont été utilisées comme
molécules de référence .L’effet scavenging du H2O2 par I’extrait méthanolique des fruits de
P.lentiscus a 187,5 ug/ml est représenté par la figure 7ou le pourcentage d’inhibition de notre
extrait est tres important qui est de valeur 42,95 +£0,158%, ainsi que les teneurs des molécules

de référence notamment la catéchine présente une capacité inhibitrice du H.O3 trés élevée.
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Figure 7 : Pourcentage d’inhibition d’H20> de I’extrait méthanolique des fruits de

Pistacia lentiscus a 187,5 pg/ml.
D’apres 1’analyse statistique de ces résultats aucune différence significative n’a été observée
entre la quercétine, 1’acide ascorbique et I’extrait testé. Par contre une différence significative
(P*<0,05) a été enregistrée entre la catéchine et I’extrait.
Ces résultats pourraient s’expliquer par la richesse de I’extrait de notre plante en composés
phénoliques qui présentent une capacité de neutraliser le H.O2 en H20.
D’aprés les recherches menées par Sroka et Cisonski, (2003) sur les acides phénoliques ont
montré que deux parametres jouent un rdle important dans cette activité qui est le nombre et la

position du groupement hydroxyle lié au cycle aromatique.
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Conclusion

Les plantes médicinales sont utilisées comme traitements traditionnels pour de nombreuses
maladies humaines, y compris celles associées au stress oxydatif. Pistacia lentiscus est une
espece qui a été largement etudiée pour ses propriétés médicinales.

L’effet antiradicalaire et antioxydant des extraits de Pistacia lentiscus ont été évalués dans ce
travail.

L’évaluation quantitative des phénols totaux et les flavonoides sont respectivement 311,306
+29,890 EAG/g d’extrait et 11,069 +0,426 EQ/g d’extrait. Les résultats du test DPPH et le test
NO montrent que les effets d’inhibition sont compris respectivement entre 76% et 55% et entre
67% et 3% a différentes concentration, et I’analyse statistique de ces résultats indique qu’il
n’existe aucune différence significative entre 1’extrait hydro-méthanolique analysé et la
catéchine qui est connue pour ses propriétés anti-oxydantes.

Selon les tests utilisés dans notre étude pour évaluer I’effet antiradicalaire des fruits de
P.lentiscus on peut approuver qu’il existe une relation entre les activités antioxydants et les
composeés phénoliques, et que notre plante présente un effet anti-radicalaire important, donc
une bonne source d’antioxydants.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont interessants, mais il serait souhaitable et de
compléter cette étude par d’autres tests d’évaluation de ’activité antiradicalaire tel que : le
pouvoir réducteur, 1’identification des principes actifs de cette espece avec des méthodes
chromatographiques et 1’évaluation de I’activité anti-radicalaire par ABTS. Notamment de

s’orienter vers la détermination des molécules actives dans les extraits de Pistacia lentiscus.
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Résumer

Résumeé

Le pistachier lentisque (Pistacia lentiscus) est une plante de la famille des anacardiacées utilisée
traditionnellement dans le traitement de certaines maladies dont celles liées au stress oxydant.
L’objectif de notre investigation est d’évaluer 1’activité antiradicalaire de 1’extrait hydro-
méthanolique des fruits de P.lentiscus, in vitro. ’estimation de la teneur en polyphénols totaux
de cet extrait a été évalué par le DPPH, NO et H20..

La teneur en phénols totaux est de 311 +29,890 mg EAG/g de I’extrait des fruits et celle des
flavonoides est de 11 +0,426 mg EQ/g de méme extrait. Les teneurs obtenues par les tests
DPPH, NO et H>O, a 187,5ug/ml sont respectivement de 74 +2,288%, 60 +0,661% et 43%
10,158%.

Cet effet antiradicalaire significatif pourrait étre di a la richesse de P.lentiscus en composés
phénoliques et leurs déférentes classes.

Mots clés : Pistacia lentiscus, composés phénoliques, fruits, extrait méthanolique, activité
antiradicalaire.

Abstract

Lentisk pistachio tree (Pistacia lentiscus) is a plant belongs to the Anacardiaceae family
traditionally used in the treatment of certain diseases including those related to oxidative stress.
The objective of our investigation is to evaluate the antiradical activity of the hydro-methanolic
extract of the fruits of P.lentiscus, in vitro. The estimation of the content of total polyphenols
in this extract was evaluated by the DPPH, NO and H20-.

The content of total phenols is 311 £29.890 mg EAG/g of the fruit extract and that of flavonoids
is 11 £0.426 mg EQ/g of the same extract. The contents obtained by the DPPH, NO and H20,
tests at 187.5 ug/ml are respectively 74 +2.288%, 60 +0.661% and 43% +0.158%.

This significant antiradical effect could be due to the richness of P.lentiscus in phenolic
compounds and their deferent classes.

Key words:Pistacia lentiscus, phenolic compounds, fruits, methanolic extract, antiradical
activity.

£ u‘“‘

Gy AL Gl ) pans z3le 8 Ll a0dius Anacardiaceae ddile (e &l o (Pistacia lentiscus) s =l 5 ol

LSl Alga YU ddleial) ells

anl a3, il QA ¢ lentiscus 3 saial HLl ‘_Ayt\;mn ‘;\Ld\ paldiiall HS\_);U Al Jalaal) andd oo Wial )3 e aagll

H202.5NO 5 DPPH dbaw! 5 (aliiusall 13g] S Jsidd sall (5 sima 5083

EQ/ 3011+ 0.426 52 25 82l (5 gina 5 4gSWll aliiins (e an EAG / p32 311 £ 29.890 5o I Y 53l (5 i

e/ al 2 5,50 187.5 2ic H202 5 NO 5 DPPH <l bl ddasd 53 Lgale J el a3 Al i gisall, aliionall (judi (g pa

/. +0.1587 4357 60 + 0.661¢ /. 74 + 2.288 sl Lo (o

Al gl 5 4l 5l LS all P, fentiscus =) oo il A8 sl sloaall il 138 )5S of (S

il al) slme ol ¢ silise paliions ¢l ¢ 4 5 LS e ¢ Pistacia lentiscus : Axalidal) cilalsl)



	Présenté par :
	Introduction
	I. Synthèse bibliographique                                                                                         I.1. Pistacia lentiscus
	II. Les radicaux libres et les antioxydants                                                         II.1. Les radicaux libres
	II.2. Les antioxydants
	II.3. Mécanismes anti-radicalaires
	II.4. Piégeage direct des espèces réactives de l’oxygène

	III. Matériel et méthodes
	III.1.Matériels
	III.2. Méthodes

	III. Résultats et discussion
	III.1. Extraction
	III.2.Dosage des composés phénoliques.
	III.3.Activité anti-DPPH
	III.4.Activité anti-monoxyde d’azote (NO.)
	III.5.Activité anti-peroxyde d’hydrogène (H2O2)

	Conclusion
	Références bibliographiques
	Résumé

