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Introduction générale

Le marché mondial des oléagineux a connu un développement considérable au cours des
derniére année a fin d'obtenir des huiles végétales dont la consommation ne cesse de croitre
(Cuvelier et al., 2012).

Les huiles végeétales jouent un role essentiel dans notre alimentation, elles assurent tout d'abord
une fonction nutritionnelle en contribuant a I'apport d'énergie et en étant une source d'acide gras
indispensables notamment 1'acide linoléique et 1’acide alpha linolénique, elles améliorent aussi
la qualité organoleptique des produits, leurs apportent une texture onctueuse, un aspect brillant
et une flaveur spécifique (Cuvelier et al., 2012). De plus des constituants mineurs tels que des
pigments, des composés aromatiques, des hydrocarbures, des stérols des phénols et des
vitamines sont présents dans les huiles végétales (Lee et al., 2020). En outre, elles facilitent
également l'absorption des vitamines liposolubles A, D, E et K dans lintestin gréle
(Karunaratne et al., 2017). Ces propriétés jouent un réle essentiel dans le métabolisme
cellulaire humain car ils servent pour le stockage d'énergie et facilitent la division cellulaire
pour la croissance (Cisbani et al., 2021).

L'oxydation est I'un des principaux processus de la détérioration chimique qui se produit au
cours de la vie des aliments (Nogueira et al., 2019). Il est connu que les acides gras insaturés
sont plus susceptibles a subir une oxydation que les acides gras saturés. L'oxydation des lipides
peut avoir lieu lorsque des températures élevées sont appliquées, mais aussi a une température
ambiante donnant naissance a des composés volatils (Goicoechea et al., 2014). Ces composés
volatils sont parfois toxiqgue méme responsables des maladies tel que le cancer (Long et al.,
2010). Aussi sur le c6té alimentaire I'auto-oxydation lipidique favorise la détérioration et la
réduction de la durée de conservation des huiles végetales entrainant ainsi des changement
organoleptique de certains composés tel que les vitamines (Milanez et al., 2014).

Pour une stabilité oxydative des huiles, les chercheurs ont opté pour I'ajout d'anti-oxydant
naturel ou synthétiqgue comme le butylhydroxytoluene (BHT) et butylhydroxyanisole (BHA),
bien que leur sécurité soit parfois remise en question en raison de leurs effet potentiels sur la
santé (Szydlowska et al., 2018). En conséquence l'intérét des industries alimentaires,
pharmaceutiques et cosmétiques pour les antioxydants naturels tel que les polyphénols s’est
accru (Bakkalbasi et al., 2018). Les composés phénoliques est une classe de métabolites
secondaires végétaux a haute activité biologique (Martinez et al., 2022). En raison de la grande
quantité de groupes hydroxyle phenoliques actifs dans les composés phénoliques, ils ont une
forte capacité a éliminer les radicaux libres ainsi que diverses fonctions physiologiques et
biochimiques, notamment anticancéreuses, anti tumorales, anti-dge et autres fonctions

favorisant la santé (Xiong et al., 2022). Cependant, ils ne peuvent pas étre synthétisés dans le
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corps humain et doivent étre apportés par des sources externes (Tyagi et al., 2022). Par
conséquent, les nouvelles technologies d’enrichissement, d’extraction et de détermination des
composés phénoliques ont recu une large attention.
Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a I'enrichissement de I'huile végétale extraite
des graines noires de Pistacia lentiscus par des antioxydants naturels de fruits rouges et noires
de la méme plante afin d’évaluer sa stabilité oxydative d'une part et d'étudier son activité
antibactérienne d'autre part.
Les travaux réalises dans ce mémoire ont été présenté en trois chapitres :

e Chapitre I : Molécules bioactives des plantes médicinales et I'oxydation des lipides.

e Chapitre Il : Matériel et méthodes employés pour effectuer cette étude.

e Chapitre 111 : Résultats et discussions .

Pour finir, la conclusion de ce travail met en avant les principaux résultats obtenus.
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Molécules bioactives des plantes médicinales et I’oxydation des lipides.

Le monde naturel produit en permanence des composés et des substances bioactives qui
contiennent des propriétés medicinales ainsi que des applications technologiques
intéressantes ; bien qu'il existe des substances naturelles présentes dans les plantes, les
animaux, les micro-organismes et les minéraux, la grande majorité provient des plantes
(Gurib et al., 2006).

1 .Classification botanique de P .lentiscus

Pistacia lentiscus un arbuste a feuilles persistantes, appartient a la famille des Anacardiacées
(Tableau 1), est largement distribué dans la région méditerranéenne.
Tableau I: Classification botanique du P. lentiscus (Nahida et al., 2012).

Regne Plante

Division Magnoliophyta
Ordre Spindales
Famille Anacardiacées
Genre Pistacia

Espéce Pistacia lentiscus

2.Description botanique de P. lentiscus

P.lentiscus se présente sous forme d'individus méles et femelles distincts, mesurant de 1 & 5 métres de
haut (Bammou et al., 2015). Les feuilles de cet arbuste sont d'un vert foncé avec une odeur distinctive.
Les fruits sont des baies rougeatres a noires a maturité (figure 4). Les fleurs, sont unisexuées et d'environ
3 mm de large, se présentent en grappes et dégagent un aréme trés prononcé. Les males se distinguent
par leur teinte rouge foncé tandis que les femelles affichent un vert jaunatre, leur floraison s'étend de
Mars a Mai (Aissi et al., 2016 ; Harrat, 2020). Elle est placée parmi les plantes qui tolérent plus de
sécheresse par rapport aux autres plantes persistantes, comme elle supporte aussi des taux élevés de
salinité (Ait Said et al., 2011).



Chapitre | Molécules bioactives des plantes médicinales et I’oxydation des lipides

3.Propriétés thérapeutiques de P. lentiscus
Cette plante est connue traditionnellement pour ses effets bénéfiques contre les ulcéres,
I'nypertension, la toux, les maux de gorge, les brilures, I'eczéma, les maux de dos (Amara et al., 2019).

Pistacia lentiscus

c. Fruits d. Résine ou Mastic gum

Figure 1 : Différentes parties de Pistacia lentiscus : a. fleurs, b. feuilles, c. fruits, d. résine ou mastic
(Chaabani, 2020).

4. Polyphénols

Les plantes synthétisent une large gamme de composés organiques, traditionnellement
divisés en métabolites primaires et secondaires (Crozier et al., 2008). Le premier concerne des
processus importants et fondamentaux chez les plantes, ou I’on distingue les glucides, les lipides
et les protéines (Joset et Joset-Tse, 2016). Le métabolisme secondaire des plantes constitue un
réservoir important de diversité chimique naturelle, contenant une large gamme de composés. Ils
sont arbitrairement divisés en trois catégories de base : les composés phénoliques, les alcaloides
et les terpénoides (Lattanzio et al., 2006).

4.1. Définition

Les polyphénols présentent une classe des métabolites secondaires végétaux les plus connus
(Lietal., 2014). Ce sont des grosses molécules, d'un poids moléculaire d'environ 800 daltons, qui
leur permettent de traverser la membrane cellulaire, par laquelle ces polyphénols

atteignent I'espace dans les sites intracellulaires (Singla et al., 2019). lls ont été largement étudiés
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au cours des 40 derniéres années ; plus de 10 000 composés phénoliques ont été identifiés dans

diverses especes végetales en raison de leur large spectre d’effets bénéfiques potentiels sur la santé

humaine, améliorant la qualité et prolongeant la durée de vie (Li et al., 2014). lls ont une

importance physiologique et morphologique considérable chez les végétaux. Ils jouent un réle

important dans leur croissance, reproduction, pigmentation et dans leur mécanisme de défense

contre les rayonnements ultraviolets et les agents pathogenes (Hu et al., 2016).

4.2. Structure chimique et classification

Il existe une grande diversité structurelle chimique parmi les polyphénols, mais leur

caractéristique commune est la présence de plus d'un groupe hydroxyle phénolique attaché a un

ou plusieurs cycles aromatiques. Selon le nombre danneaux phénoliques et les éléments

structurels qui relient ces anneaux, les phénols sont subdivisés en plusieurs classes (tableau I1).

La classification de base comprendrait cing classes polyphénoliques principales : les acides

phénoliques, flavonoides ; stilbénes, les tanins condenses et autres (Lesjak et al., 2022).

Tableau 11 : Classification des polyphénols (Bruneton J. 1999 ; Cheynier et al., 2006).

Squelette
. Classe Exemple
carboné
Phénols _
Ce ol Hydroquinone
simples
Acides
hydroxybenzoi Acide
Ce-C1 ques parahydroxybenz
oique
Acides hydrox
ycinamiques  Acide
Cs-C3 paracoumarique

Structure

HDODH
@]

O
OH

" ﬁ\ _\\_(O

OH

Origine

Busserole

Epices, fraises

Tomates, ail
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Cs-Cas

Cs-C2-Cs

Cs-C3-Cs

(C6-Ca3)2

(C6-C3)n

(C-6C3-Cé)n

Coumarines

Naphtoquinone

S

Stilbénoides

Flavonoides

Isoflavonoides

Anthocyanes

Lignanes

Lignines

Tanins
condensés

Ombelliférone

Juglon

Trans-resvératrols

Kaempférol

Daidzéine

Dalphiniol

Entérodiol

Procyanidine

oH
L
7
L) o A
Su LT
LT »
o )\/L J; e d
N rﬁ/ on
N T
,;—‘&.:'5

Carottes,

coriandre

Noyer

Raisin

Fraises

Grain es de soja

Dalbergia
Siss00; petits

fruits rouges

Bactéries

intestinales, lin

Bois, fruits a

noyau

Raisins, Kaki
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4.3. Biosynthése

Il existe deux voies de synthese pour les polyphénols. La voie des polyacétates intervient
pour des composés comprenant un noyau aromatique préalablement synthétisé par la voie
shikimate. Cette derniére occupe une place centrale dans la biosynthese des polyphénols, étant

a I’origine de nombreux acides phénoliques comme 1’acide gallique (Tsao , 2010) (Figure 2).

= \loie shikimate Phénylpropanoides :
» phénols simples (C6)
» acides phénols —» dérivés acide benzoique (C6-C1)
l - Gérivés acide cinnamique (C6-C3)
AA phénylalanine tyrosine * o coumarines (C6-C3)
tryplophane » # lignanes (C6-C3);
chalcone -~ o flavonoides (C6-C3-C6) — flavonoides
{ -+ Isoflavonoides

acide cinnamique— monolignols - -+ anthocyan
« tanins (proanthocyanes) (C6-C3-C6),
¢ lignines (C6-C3)q
* acide benzoique o bif ides (C5-C3-CB)y

» eugénol (C6-C4) (antimicrobien)

Polycétides : » xanthones (C6-C1-C6)
| ¢ Quinones - juglone

- anthraquinones

- naphtoquinones

| - benzoquinone

poly-B-céto-thioesters e orcinols (C6-C1)
¢ floroglucinols (C6) (principe actif du spasfon)
o chromones (dérives du chromone)
* acide orsellinique

s VOlES Mixtes » flavonoides (C6-C3-C6)
¢ flavonolignanes
¢ terpénophénols — furanocoumarines
- pyranocoumarines
-+ naphtoquinones
- cannabinoides

- Viole polyacétate

Figure 2 : Les voies de synthése des polyphénols (Elie, 2022).
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4.4 Activite biologiques

Les polyphénols sont efficaces dans le prétraitement et la prévention de nombreuses
maladies chroniques (tableau I111), notamment les maladies dégénératives, le diabéte de type 2,
le cancer, les maladies inflammatoires, les maladies cardiovasculaires (MCV), les maladies
immunitaires et d'autres maladies neurodégénératives (Behl et al., 2020) . Ces polyphénols
présentent un large éventail d'actions antimicrobiennes, antibactériennes, antioxydantes et

virucides (Rasouli et al., 2017).

Tableau I11: Activités biologiques des polyphénols.

Polyphénols Maladies Références
impliqueés
-Anticancéreux, cardio protecteur (Ageel et al., 2019)
Acides phénols -Anti-inflammatoire (Yuetal., 2022)
-Anti-hypertensive, antioxydant (Afnan et al., 2022)
-Antioxydant, antivirale (Ullah et al., 2020)
Flavonoides Antiinflammatoire, antifongique
-Anticancéreuse, antibactérienne (Chen etal., 2023)
-Anti-inflammatoires [dépression,
Lignanes cardiovasculaires, antimicrobiens] (Jang etal., 2022)

-Antioxydant [cancer du sein, cancer de

la prostate].

Lignines -Infections microbiens et virales (kim et al., 2021)
-Troubles métaboliques, cancer (Zongo et al., 2022)

Tanins -Maladies respiratoires (Rajasekaran et al., 2021)
- Antiviral (Amarowicz et al., 2024)
-Antioxydant, anticancéreux (Baer et al., 2020)

Catéchines -Cancer, maladie cardiovasculaires (isemura.M , 2019)

Antiinflammatoire, neurodégénérative (Wen etal., 2022)
(Alzheimer)
Anthocyanes -Anti-cancéreux, antidiabétique, (Camara et al., 2022)
cardiovasculaires- Hépathoprotection
(Mohammed et al., 2022)
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5. Huiles végétales
5.1. Définition et composition

La production mondiale annuelle des huiles vegétales augmente chaque année pour
répondre a la demande croissante de ressources écologiques et renouvelables. Les huiles
végetales sont des ressources renouvelables produites en masse, principalement dérivées des
graines d'une grande variété de plantes. Le terme décrit les triglycérides d'acides gras liquides
a température et pression ambiantes. L’huile végétale est composée de deux éléments
constitutifs simples qui sont le glycérol et les acides gras, d’aprés le Manuel des huiles et
graisses végeétales (Alender et al., 2007). Il existe un seul type de glycérol mais les acides gras
peuvent varier considérablement dans leur structure. Le glycérol est constitué de trois groupes
alcooliques ou les acides gras peuvent étre fixés et les produits résultants sont appelés
monoglycérides (un acide gras) (a), diglycérides (deux acides gras) (b) ou triglycérides (trois
acides gras) (c) (figure 3). La qualité et la stabilité de I’huile végétale sont des facteurs

principaux pour étre acceptée sur le marché (Dutton, 1995).

0 0 0
|
H,C—O0—C—R, H,C—O0—C—R; H,c—O0—C—R,
| 0 | 0
 HC—OH HC—O0—C—R, HC—O0—C—R,
| | | 2
H,C—OH H,C—OH H,C—O0—C—R,
a) b) c)

Figure 3 : Structure chimique des glycérides (Brannstréom et al., 2018).

5.2. Classification

D’aprés Guichard (1967), et selon 1’utilisation finale des huiles, on distingue :
Huiles officinales

Ces huiles sont destinées a des fins thérapeutiques ou cosmétiques et sont obtenues

uniquement par pression a froid. Elles sont des huiles vierges obtenues lors de la premiere
pression.
Huiles alimentaires

Il s'agit d'huiles destinées a étre utilisées par I'industrie alimentaire, dérivées du pressage

de graines oléagineuses a froid ou a chaud. Ils peuvent étre soumis a des procedés de raffinage
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afin de les débarrasser des pigments, des substances aromatiques, sans goQt ainsi que d'autres
contaminants.
Huiles industrielle

Cela revient a des huiles de qualité inférieure utilisées par divers secteurs industriels
comme les peintures, les lubrifiants, les détergents et les biocarburants. Ils sont généralement

extraits au moyen d’un solvant hexane.

6. Enrichissement des huiles végetales
6.1 Définition

L'enrichissement ou I'aromatisation d'huiles végétales comestibles commerciales avec des
composés bioactifs d'origine végétale ou d'autres matieres végétales ont été réalisés avec succes
ces derniéres années pour améliorer leurs valeurs nutritionnelles et leurs qualités
organoleptiques, prolonger la durée de conservation, prévenir ou retarder les processus
d'oxydation (Gramza et al., 2011). L’enrichissement est assuré par différents procédés :
Enrichissement par infusion

Une technique traditionnelle de macération pour enrichir I'huile implique la dissociation

de matériaux naturels contenant des antioxydants et des composés aromatiques tels que les
herbes, les épices et les fruits (Baiano et al., 2009). Dans la phase huileuse, ce qui nécessite

une durée prolongée et une température ambiante importante (Caponio et al., 2016).

Enrichissement par ultrasons
La méthode a été développée par Japon-Lujan et De Castro (2008). La sonication a été

appliquée pour améliorer I’extraction de produits naturels a partir de maticres végétales,
principalement par le biais du phénoméne de cavitation. L’effet mécanique de la sonication
devrait accélérer la libération de composés bioactifs en perturbant la paroi cellulaire (Achat et
al., 2012).
e Enrichissement par micro-ondes

Une technique accélératrice qui utilise les micro-ondes pour faciliter le transfert des
composés bioactifs dans 1’huile, stimulant ainsi le rendement tout en réduisant la demande en
solvant et le temps de traitement (Malheiro et al., 2012).
6.2. Bienfaits d’enrichissement de I’huile

L'avancement des huiles fonctionnelles peut contribuer a la prévention des maladies
chroniques et a I'amélioration de la qualité de vie. Leur haute teneur en antioxydants, tels que

les polyphénols et d'autres composants, offre des bénéfices preventifs et thérapeutiques contre
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les maladies cardiovasculaires, les cancers, le diabéte, les troubles neurodégénératifs,
I'inflammation, le vieillissement et I'obésité (Wahrburg et al., 2002).
7. Lipides
7.1.Définition et structure
Les lipides constituent un groupe varié de substances insolubles dans I'eau, mais solubles

dans les solvants organiques tels que I'alcool chaud, l'ester, le chloroforme et le benzéne.
L’acide gras est la structure de base qui est composée d'une chaine hydrocarbonée de diverses
longueurs terminée par un radical acide (COOH). En effet, I'immense majorité des graisses
alimentaires se présente sous forme de glycérides (glycérol esters et acides gras) qui sont les
principaux vecteurs des acides gras. Les autres lipides sont des molécules plus complexes :
phospholipides, cholestérol, sphingolipides et cérides (Jacotot et al., 2003).
7.2. Sources des lipides

Selon Belbaki (2021), I’origine des lipides, les corps gras recouvrent les huiles et graisses
d’origine végétale ou animale (tableau 1V).
Les huiles sont différenciées des graisses par leur point de fusion. Ces derniers sont des corps
gras liquides a une température de 15°C. Tandis que les graisses sont plus ou moins solides ou
concretes a cette température.
Tableau IV : Sources des lipides (Belbaki, 2021).

Végétales Animales
- huiles végétales fluides : huiles - huiles et graisses d’origine animale
d’arachides, de colza, de germe de mais, de terrestre : suif (graisse de beoeuf et de
tournesol, de soja, d’olive, de noix, de mouton), huile de cheval, graisse d’oie
pépins de raisin - huiles et graisses marines : baleine,
- huiles végétales concrétes (ou graisses) :  cachalot, poissons (sardines, hareng,
coprah (provenant de la noix de coco), morue...)

huiles de palme et de palmiste - corps gras élaborés : beurres, margarines

7.3.0xydations lipidiques

L'oxydation des lipides est le principal processus responsable de la detérioration de la
qualité des aliments en réduisant la durée de conservation conduisant au rancissement (LUcia
et al., 2020). Cette action se produit entre I’acide gras et l'oxygeéne afin de former des

hydroperoxydes. Les hydroperoxydes issus de la dégradation des chaines d’acides gras, des
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polymeres et des diméres forment des sous-produits tels que: époxydes, alcools, aldéhydes et
cetones. Ces derniers interagissent négativement avec les protéines, les sucres, les pigments et
méme les vitamines ce qui conduit a affecté la couleur, la texture, la valeur nutritionnelle, le
godt et I'ardbme (Lima et al., 2013).
7.3.1. Mécanismes généraux de I'oxydation des lipides
D'aprés Eymard (2003), I'oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies

réactionnelles en fonction du milieu et des agents initiateurs :
o l'auto-oxydation catalysée par la température, les ions métalliques, les radicaux libres ;
« la photo-oxydation, initiee par la lumiére en présence de photosensibilisateurs ;
« l'oxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase.
A. Auto-oxydation

L'oxydation des lipides est une réaction auto catalytique. Il s'agit d'une série de réactions
radicales se déroulant en trois étapes (figure 4). Une premiére réaction qui génere un radical
libre par élimination d'un hydrogene de I'acide (initiation). Ensuite, les réactions se produisent
en séquence pour produire plusieurs radicaux libres (propagation) qui se réunissent pour former
des composes non radicalaires (terminaison). Le mécanisme réactionnel de 1I’oxydation des
lipides est résumé en trois étapes (Bolland et Gee, 1946).
« [Initiation : En présence d’un initiateur (I), les lipides insaturés (RH) perdent un atome
d’hydrogéne pour former un radical libre de lipide (R°) (radical, lipoxyle).

RH — H°+R° (1)

Ce mode d’initiation, favorisé¢ par une élévation de température, peut étre produit par des
radiations ionisantes, des générateurs chimiques, des systemes enzymatiques ou chimiques

produisant des especes activées de I’oxygene, ou de traces métalliques.
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Propagation
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Figure 4 : oxydation d’un acide gras insaturé (Moll et Moll, 1998)

e Propagation : les radicaux libres formés fixent I’oxygeéne moléculaire et forment des radicaux
libres pyroxyles instables (2) qui peuvent réagir avec une nouvelle molécule d’acide gras pour former

des hydroperoxydes (3).
R° + 02— ROO° (réaction rapide) @)

ROO° + RH — ROOH + R° (réaction lente) (3)

e Terminaison : les radicaux formés réagissent entre eux pour conduire a un produit qui est

stable.
ROO° +ROO° — [ROOOOR] — ROOOR + O 4)
R°+R° — RR ()
ROO° +R°— ROOR (6)
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B. Photo-oxydation

La photo-oxydation est un processus de dégradation des lipides provoqué par des
photosensibilisateurs comme les hémoprotéines, la riboflavine ou dautres pigments
d'alimentation. Quand elles sont soumises & la radiation et a I'oxygéne, ces dernieres accélerent la
conversion de l'oxygéne moléculaire triplet 302 en oxygene singulet 102 qui est une forme tres
réactive de 1’oxygéne (Shahidi et al., 2010). L'oxygene singulet ainsi formé peut attaquer
directement les acides gras insaturés presents dans les chaines lipidiques. Par conséquent, des
hydroperoxydes se forment, entrainant une degradation oxydative des lipides (Frankel, 2012).
Deux mécanismes principaux régulent la fonction des photosensibilisateurs : Dans le premier, les
molécules photosensibilisateurs réagissent avec I'oxygene triplet lorsqu'elles sont a I'état excité,
transférant leur énergie pour former de I'oxygene singulet. L'oxygéne singulet s'aveére tres réactif
et attaque les acides gras insaturés conduisant a la formation des hydroperoxydes (Frankel,
2012).

Sens 3+ 023 — 021+ Sens

Dans un deuxieme mécanisme, la molécule photosensible dans son état de sortie agit comme
I'initiateur des radicaux libres et arrache un atome d'hydrogéne de I'acide gras insaturé pour former
un radical libre capable de réagir avec une molécule d'oxygeéne présente dans son état fondamental
(Frankel, 2012).

Sens® + RH — SensH + R

C. Oxydation enzymatique

Un autre type d'oxydation des lipides toujours observé dans les lipides d'origine végétale
est médiée par des enzymes. Afin de décomposer les acides gras insaturés par la digestion, ce
processus est appelé oxydation enzymatique des acides gras insaturés. Deux enzymes
principales sont impliquées : la lipoxygénase et la cyclooxygénase. La lipoxygénase catalyse
I'ajout d'une molécule d'oxygéne sur une molécule d'acide gras insaturé, produisant ainsi des
hydroperoxydes (Pereira et al., 2003). La cyclooxygénase est une lipoxygenase qui catalyse
I'ajout de deux molécules d'oxygéne a un acide gras insaturé conduisant a la formation
spécifique d'hydroperoxydes. L’oxydation enzymatique des lipides peut se produire méme a
basse température. Lorsqu'ils sont stockés a I'état congelé, I'activité enzymatique est ralentie. A

une température aussi basse que -40 °C, 1’oxydation enzymatique des lipides est totalement
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stoppée. Cependant, une fois la décongélation commencée et les températures comprises entre

0 °C et 4 °C, cette activité enzymatique redémarre progressivement (Ibourahema et al., 2011).

7.3.2. Conséquences de la peroxydation lipidique

D’aprés Cillard et al., (2006) et Catala, (2012), des effets négatifs de la peroxydation lipidique
sont observés a la fois sur les aliments et sur les organismes vivants :

o Dans les aliments, elle entraine le rancissement et la dégradation des lipides, causant des
altérations qualitatives, nutritionnelles et potentiellement toxiques.

« Modification des composés riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) tels que les corps gras
alimentaires et les cosmétiques, entrainant des altérations organoleptiques telles que la rancidité,
I'acidité et la modification de la couleur avec I'apparition de brunissements.

e Au niveau cellulaire et tissulaire, la peroxydation lipidique peut endommager les membranes
cellulaires, en modifiant leur perméabilité, fluidité, I'activité des enzymes ainsi que les récepteurs
membranaires.

e Les produits de décomposition des peroxydes lipidiques, comme les aldéhydes, peuvent
également causer des dommages aux protéines ainsi que les acides nucléiques.

« La peroxydation des lipoprotéines comme les LDL contribue au développement de maladies
cardiovasculaires. Chez les patients hémodialyseés, le stress oxydatif lié a la peroxydation lipidique

est un marqueur important des risques cardiovasculaires.
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Matériel et Méthodes

1. Matériel chimique et appareillage

Dans cette étude, un ensemble d’appareillages et de produits chimiques ont été utilisés et
qui sont résumés dans le tableau V.

Tableau V : Appareillages et produits chimiques utilisés.

- Spectrophotomeétre (SPECORD 50) - Hexane (Sigma-aldich)

- Balance de précision (RADWAG) - Ethanol (Honeywell)
- Bain marie (Memmert) - Methanol (BIOCHEM Chimopharma)
- Vortex (Neuation) - Diméthyles sulfoxydes (DMSO) (BIOCHEM
- Etuve (Ecocell) Chemopharma)
- Autoclave (Nuve) - Muller Hinton (bouillon)
- Rotavapeur (Heidolph) - Muller Hinton (gélose)
- Sonicateur (Raypa) - Augmentin (30uQ)
- Soxhlet (Barnstead Electrothermal) - Folin Ciocolteu (BIOCHEM Chemopharma)
- Microplaque (VELP) -Carbonate de sodium (BIOCHEM Chemopharma)
- Lecteurs de microplaques ELISA - Acide gallique (SIGMA-ALDRICH, China)

- Quercétine (SIGMA-ALDRICH, China)

2. Préparation du matériel végétal

e Récolte

Dans notre étude, nous avons utilisé des fruits noirs et rouges de P. lentiscus récoltés au
niveau de la forét de Tizi Neftah, située dans la province d'Amizour, wilaya de Bejaia, Algérie, en

novembre 2023.
e Séchage et broyage

La preparation de I'échantillon de fruit de P. lentiscus revét une importance vitale pour garantir
des analyses fiables. Apres avoir éte séché a l'air libre puis dans une étuve a 40°C pendant 48
heures, les échantillons ont été broyés a I'aide d'un broyeur électrique jusqu'a obtenir une pate.

Cette derniére a été ensuite conservée au frais a 4°C jusqu'a son utilisation.
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3. Extraction de I’huile de P. lentiscus par Soxhlet

Une masse de 30 g des graines noires ou rouges a été soumise a une extraction entre 4 a 6h
dans un extracteur de type Soxhlet, en utilisant 180 ml d’hexane comme solvant d’extraction.
Lorsque tout le solvant s’est évaporé a 40 °C au moyen d’un évaporateur rotatif sous pression

réduite, I’huile restante a été stockée a — 4 °C pour une utilisation ultérieure (Aissat et al., 2022).

Figure 5: Extraction de I’huile de P. lentiscus par Soxhlet

4. Extraction des composés phénoliques par ultrasons

Pour extraire les polyphénols de la poudre dilipidée (poudre résiduelle apres extraction de
I’huile végétale) des graines noires et rouges de P .lentiscus le protocole d’Aissat et al. (2022) a
été suivi, avec quelques modifications. Une masse de 150 g de la poudre ont été mélangées avec
600 ml d’éthanol 96% sous agitation. Une extraction de ce mélange, par ultrasons, a été réalisee a
température ambiante pendant 30 minutes. Le macérat a été filtré sous vide. Le filtrat a ensuite été
évaporé a 40°C en utilisant un évaporateur rotatif. Le résidu sec résultant a été récupéré, réfrigéré
et stocké a I’obscurité.
Le rendement d’extraction, de I’huile et de I’extrait éthanolique de P. lentiscus, a été calculé par
la formule suivante

Rendement (%) = [(P 1/ Po)] x 100,

avec :
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P1: Poids de I’extrait aprés 1’élimination du solvan

Po: Poids de la poudre avant extraction

5. Dosage des composés phénoliques
5.1. Dosage des phénols totaux (PPT)

Ce dosage est fondé sur la quantification de la concentration totale de groupements hydroxyles
présents dans 1’extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteu consiste en une solution jaune, acide,
contenant un complexe polymérique d’ions (hétéropolyacides). En milieu alcalin, le réactif de
Folin-Ciocalteu oxyde les phénols en ions phénolates est réduit partiellement ses hétéropolyacides
d’ou la formation d’un complexe bleu (Pérez et al., 2023).

Dans cette étude, un volume de 5 ul d'extrait filtré a été mélangé avec 60 ul d'une solution de
carbonate de sodium a 7,5% (p/v) et 15 pl de réactif de Folin-Ciocalteu. Ensuite, 200 pl d'eau
distillée ont été ajoutés et les solutions ont été homogénéisées. Les échantillons ont été chauffés a
60 °C pendant 5 minutes puis refroidis a température ambiante. Enfin, I'absorbance a été mesurée
a 700 nm a l'aide d'un lecteur de microplaques spectrophotométrique. Une courbe de calibration a
été réalisée a partir d'une solution standard d'acide gallique et le blanc a été préparé avec de I'eau
distillée. Le contenu total en composés phénoliques a été exprimé en milligrammes équivalents
d'acide gallique par gramme de matiere seche (mg EAG/g MS) (Mussato et al., 2011).
5.2. Dosage des flavonoides
L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans les extraits de fruit de P.

lentiscus a été réalisée par la méthode de trichlorure d’aluminium AlClz de Djeridane et al. (2006).
Les flavonoides ont une capacité a former un complexe avec le chlorure d’aluminium qui donne a
la solution une coloration jaunatre.
Dans cette étude, un volume de 100ul d’extrait a été additionné a 100ul de chlorure d’aluminium,
le mélange a été incubé pendant 15 min a température ambiante et a 1’obscurité. L’absorbance a
été lue a 430 nm contre un blanc contenant le méthanol. Les concentrations des flavonoides ont
été¢ déduites a partir de la courbe d’étalonnage établie avec la quercétine. Les résultats sont
exprimés en milligrammes équivalents de quercétine par gramme de matiere seche (mg EQ / g
MS).
6. Enrichissement de I’huile de P.lentiscus

La procédure d’enrichissement de 1’huile de P. lentiscus a été réalisée suivant la méthode
décrite par Bouaziz et al. (2008).
Dans cette étude, une quantité de 10 mg d'extrait de graines rouges et noires a été pesée, puis
dissoute dans 2000 ul d'éthanol. Le mélange a été agité aux ultrasons pendant 30 minutes pour
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assurer la dissolution complete de I'extrait dans I'éthanol. Une fois le mélange prét, une quantité a
été prélevée et ajoutée a 10 g d'huile (1ppm). Apres l'ajout de I'extrait, les huiles ont été agitées
aux ultrasons pendant 30 minutes pour garantir la dissolution totale des extraits dans I'huile. Un
enrichissement de notre huile avec un antioxydant synthétique, a —tocophérols, a été préparé dans
les mémes conditions.
6.1. Analyse phytochimique et physico-chimiques

Afin d’établir une analyse phytochimique par chromatographie en phase gazeuse (CPG),
ainsi qu’une évaluation physicochimique par la mesure de I'indice d'acide (exprimé en pourcentage
d'acide oléique), I'indice de peroxyde (PV) (exprimé en milliéquivalents d'oxygene actif par kg
d'huile), et les coefficients d'extinction K 270 et K 232 au bout de 30 jours de stockage (J0,J7 ,J14
,J21 ,J30) , un stage pratique a été réalisé au niveau de 1’unité industrielle Cévital de Bejaia.
6.2. Détermination de la composition chimique de I’huile par chromatographie en phase
gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique largement utilisée en chimie
analytique pour separer les substances volatiles d'un mélange. Dans cette méthode, un courant
gazeux est introduit dans une colonne contenant une phase stationnaire spécifique. Lorsque le
mélange est injecté dans la colonne, les différents composés interagissent avec la phase
stationnaire et la phase mobile de maniére différenciée. Cette interaction entraine des vitesses de
déplacement distinctes pour chaque substance a travers la colonne, ce qui se traduit par des temps
de rétention différents a la sortie de la colonne. Ces temps de rétention sont enregistrés par un
détecteur, produisant ainsi un chromatogramme (Leppert, 2022).

Dans cette étude, 0,5 g d’échantillon [huile, huile enrichie avec I’extrait graines rouges ou noires
(H+GR, H+GN), et huile enrichi avec a tocophérols] ont été mélangé avec 5 ml d’hexane et 0,5
ml de méthyl KOH puis ce mélange a été injecté pour 1’analyse.

6.3. Analyse physico-chimiques

A. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (IP) des graisses et des huiles est une mesure de 1’oxydation primaire
résultant de réactions impliquant 1’hydroxyle et I’oxygene moléculaire pour produire des
hydroperoxydes et des peroxydes (Ottaway, 2021).

Les valeurs de peroxyde ont été mesurées a l'aide de la méthode Cd-8b de I'American Oil Chemists
Society. Pour ce faire, environ 2g d’échantillon [huile, huile enrichi avec I’extrait des graines
rouges ou noires (H+GR, H+GN), ou I’huile enrichi avec a Tocophérols] ont été places dans un
récipient de réaction. Aprés, 25 ml d'un mélange contenant de I'acide acétique et du chloroforme
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(10ml/15ml) ont été introduits en plus, suivis par le dosage de 1 ml d'une solution saturée d'iodure
de potassium. Apres l'avoir bien agiter, le flacon a été incubé pendant 15 min a I’abri de la lumiére.
Enfin, I’ajout de 75 ml d'eau distillée au mélange a été réalisé suivi d’un titrage avec du thiosulfate
de sodium. La formule suivante a été utilisée pour le calcul des indices de peroxyde :
Indice de peroxyde = (V-V') x Nx 1000/ m (meq d’02/Kg).

V : Le volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour la prise d’essai.
V’: Le volume de la solution de thiosulfate de sodium utilisé pour 1’essai a blanc.
N : La normalité de la solution de thiosulfate de sodium utilisé.
m : La masse de la prise d’essai en grammes.
B. Acidité libre

L'acidité d'une huile alimentaire est associée a la présence d'acides gras libres issus de la
décomposition des triglycérides. C'est un indicateur de qualité qui renseigne sur la fraicheur et la
conservation de I’huile (Kanji, 2001). Il est défini comme le poids d’hydroxyde de potassium
(KOH) en milligrammes nécessaire pour neutraliser les acides organiques présents dans 1 gramme
de graisse (Gjoshevska et al., 2022).
Dans un Erlenmeyer contenant 70 ml d'éthanol neutralisé en coloration rose avec NaOH (0,1 N),
2 g d'échantillon [huile, huile enrichi avec I’extrait des graines rouges ou noires (H+GR, H+GN),
ou I’huile enrichi avec o Tocophérols] ont été versés, chauffés et agités avant de titrer avec NaOH
(IN ) en présence de phénolphtaléine pour produire une couleur rose qui a duré 10 secondes. La
formule suivante a été utilisée pour le calcul de I’acidité (%) :

Acidité : N xV x 282/10 P (%)

N : Normalité de Na OH (1N).
V: Volume dépensé pour le titrage .
P: Prise d’essai en gramme .
C. Coefficients d’extinction spécifique

Le K232 est une mesure de l'auto-oxydation des huiles tandis que le K270 mesure quant a
lui la présence de diénes et trienes conjugués. De ce fait, plus les valeurs de la premiere grandeur
sont élevées, plus I'huile est peroxydée ; de méme, plus le Ko est élevé plus ces valeurs évoquent
la richesse en produits secondaires de l'oxydation donc sa capacité réduite pour la conservation
(Atifi et al., 2017). De plus, on utilise ces critéres pour savoir si une huile est pure ou non (Ogiitcii
et al., 2008).
Dans cette étude, les coefficients d'extinction K232 et K270 de notre huile, huile enrichi avec

I’extrait des graines rouges ou noires (H+GR, H+GN), ou I’huile enrichi avec a Tocophérols, ont
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été mesurés en utilisant la spectroscopie UV-Visible a des longueurs d’ondes de 232 et 270 nm,

respectivement.

7.Etude de P’activité antibactérienne des extraits de P. lentiscus
7.1.Souches bactériennes
Les bactéries expérimentées pour tester 1’activité antibactérienne des extraits de P. lentiscus,
ainsi que leurs références sont résumées dans le tableau VI.
Tableau VI : Souches bactériennes testées.
Staphylococcus aureus ATCC 6314 Positif
Pseudomonas aeruginosa ATCC 6633 Négatif
Escherichia coli ATCC 29522  Négatif

7.2.Revivification des souches

Les souches bactériennes ont été cultivées sur des boites de Pétri contenant de la gélose
Muller Hinton (MH) suivie d’une incubation de 24h a 37°, afin d’avoir une culture jeune et
fraiche.
7.3 Préparation de la suspension bactérienne (inoculum)

Quelques colonies de souche cible ont été prélevées a partir des boites précédemment
incubées, puis ces colonies ont été diluées dans un tube a essai contenant 4 ml d’eau physiologique
stériles. Aprés homogénéisation par vortex. L’absorbance de la suspension bactérienne préparée a
été lue & une longueur d’onde de 625 nm par un spectrophotometres UV, soit une DO de [0.08 &
0.10], ce qui correspond & 1-2 x10 8 UFC/ml (Yala et al., 2016).

7.4. Tests antibactériens
A. Test de diffusion sur milieu solide

Des disques en papier stériles de 9mm de diameétres ont été déposes sur un milieu gélosé MH,
préalablement ensemence par écouvillonnage. Par la suite, un volume de 30ul d’extraits [extrait
éthanolique des graines noires (EGN) ou extrait éthanolique des graines rouges (EGR)], de I’huile
ou de I’huile enrichie avec 1’extrait des graines rouges ou noires (HGR, HGN), ou de DMSO 40%
(controle négatif), ou de I’antibiotique de référence Augmentin 30 ug (contréle positif) ont été
déposé sur chaque disque. Les boites de Pétrie ont éte incubées 2h a 4°C puis a 37°C pendant 24h.
L’activité antibactérienne est obtenue en mesurent le diamétre des zones d’inhibitions auteur des

disques. Selon Bakli et al.,(2020), les résultats sont exprimés selon la sensibilité des souches vis-

21



Chapitre 11 : Materiel et Méthodes

a-vis des substances testées : extrémement sensible : @ > 20 mm; trés sensible : (15 < @ < 19

mm); sensible : (09 < @ < 14 mm); résistante : (J < 08 mm).

B. Test de micro-dilution sur milieu liquide

Des dilutions en série ont été effectuées, pour avoir des concentrations de (100 mg/ml, 50
mg/ml, 25 mg/ml, 12,5 mg /ml ; 6,25 mg/ml, 3,125 mg/ml). Dans chaque puits, 100ul du bouillon
MH ont été mélangé avec 50ul de I’extrait. Un blanc et un contréle positif ont été préparés en
parallele, composé de 100ul de MH additionné de, soit de 100ul d’eau physiologique, pour le
premier ou bien du 100ul du réactif dont il est dissout I’extrait, pour le deuxieme. Enfin, 50ul de
la suspension bactérienne ont été ajoutées au puits, excepté ceux du blanc. Les microplaques ainsi
préparées ont été incubées a 37°C pendant 24 h. Les pourcentages d’inhibition de la croissance
bactérienne ont été calculé selon 1’équation suivante (Kowalska et al., 2021) :

% d’inhibition= [(Abs contrdle-(Abs échantillon-Abs du blanc)/Abs contréle] x 100

Les ICso ont été calculés en milligramme par millilitre (mg/ml) on se basant sur les résultats
obtenus .
8. Analyse statistique

Les résultats des tests effectués ont été exprimés moyenne + SD. La comparaison statistique
des résultats a été effectuée en utilisant le Graph Pad Prism software version 5.03 et les différances
sont considérées comme significative & *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, grace a I’analyse de
variance (ANOVA) suivi du test de Dunnett.
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Résultats et discussion

1.Rendement d’extraction

Le rendement inclut la masse d'extrait, déterminée aprés évaporation du solvant,
et exprimée en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I'extraction. Les
rendements d'extraction de I’huile des graines noires, extraite par Soxhlet et des extraits
éthanoliques des graines noires ou rouges, extraites par ultrason, ont été calculés et mentionnés
dans le tableau VII.

Tableau VII : les rendements de I'huile végétale et des I'extraits éthanoliques obtenus a partir des
fruits de P. lentiscus.

Huile végétale 44,37%

Extrait éthanoliques
Graines rouges (GR) 74,24%
Graines noires (GN) 45,66%

Le rendement de I’huile de P.lentiscus récoltées dans la région d’ Amizour Bejaia est de 44,37%.
Cette valeur est supérieure a celle de Boukaloua et al. (2012) qui est de 20,25 % issue de la zone
d’Elharrouche la wilaya de Skikda .Cette valeur est proche a des rendements de huiles des fruits
d’autres especes de P. lentiscus qui varie entre 41,2% et 45% Belyagoubi et al. (2018). En effet,
dans cette étude nous avons effectué une extraction par Soxhlet en utilisant 1’hexane comme
solvant. Cette méthode peut extraire efficacement I’huile de diverses matiéres végétales en
maintenant le contact direct entre les matériaux (Fachrina et al., 2023). Selon Guenther (1987),
I'nexane se distingue comme le type de solvant le plus léger. En effet, ce solvant est capable

d'extraire I'huile présente dans les grains par rapport a d'autres solvants organiques.

Les résultats mentionnés dans le tableau V11, montrent que le rendement d'extrait éthanolique
des grains rouges est plus élevé, a savoir 74,24%, par rapport a celui des grains noires, qui est
de 45,66%. Ces résultats sont similaires a ceux trouveés par Gardeli et al. (2008), qui ont obtenu
un rendement de 45,2%. Par comparaison, les valeurs obtenues sont supérieures a celles de
Barbouchi et al. (2020) (43,18 £ 0,09) et Remila et al. (2015) (3,07%), sachant que ce dernier
a utilisé le méme solvant d'extraction sur les feuilles de la méme espéce. Le rendement élevé

des graines rouges s'explique par la forte présence de flavonoides a ce stade de maturation,
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comme I'a démontré Aissat et al. (2022). En effet, 1’influence de divers facteurs biotique et
abiotique qui sont liée a I’environnement comme les conditions de sol, ou au processus
d’extraction comme le stade de la maturité de fruits et la période de récolte, peuvent aussi
influencer le rendement de I’extraction (Chemani 2023). La méthode d'extraction assistee par
ultrasons se distingue par sa simplicité et son colt d'équipement abordable. Elle a été employée
pour extraire des composants végétaux afin de réduire le temps nécessaire a I'extraction, de
minimiser I'usage des solvants et d'optimiser les rendements d'extraction (Carreraet al., 2012).
Dans cette étude, nous avons opté pour cette méthode en utilisant 1’éthanol comme solvant.
Cette sélection résulte de sa réputation en tant qu'alternative efficace, économique et moins

toxique en comparaison & d'autres solvants organiques (Dahmoune et al., 2014).
2. Teneurs en phénols totaux et en flavonoides

Les résultats du dosage des phénols totaux et des flavonoides de I’huile des graines noires
de P. lentiscus et les extraits éthanoliques des graines rouges et graines noires de la mémes

plante, sont représentés dans le tableau VIII.

Tableau V111 : Résultats du dosage des flavonoides et des phénols totaux.

Extrait Flavonoides (mg EQ/g ES) Phénols totaux (mg EAG/g ES)
Huile 0,129 + 0,05 0,382 + 0,06

Graines rouges 79,76 £ 0,08*** 120,30 + 0,45***

Graines noires 40,09 £ 0,05*** 324,91 + 2,02***

Les résultats sont exprimés en moyenne +SD et les valeurs sont significativement différentes a *P <

0.05, **P < 0.01, et ***P < 0.001. La comparaison a été faite par rapport a 1’huile.

La teneur en PPT de I’huile de P. lentiscus, trouvées dans cette étude, est de 0,382 + 0,06 mg
EAG/g MS. Cette valeur est significativement inférieure a celle des extraits éthanoliques des
graines rouges (120,30+ 0,45) et des graines noires (324,91 + 2,02). En effet, il a été rapporté
par Barbouchi et al. (2020) que la teneur en PPT (36,4 £ 192 mg AG/g) de I’huile végétale de
P. lentiscus est supérieure a celle retrouvée dans cette étude. De plus, Bouyahia et al. (2017)
ont annoncé une valeur de PTT de 122,7 mg AG/g de I’huile végétale de P. lentiscus du de
Maroc. Tandis que pour I’extrait éthanolique des graines noires, la valeur des PTT, révélées
dans cette étude, est supérieure a celle trouvée par Barbouchi et al. (2018) ainsi que Selmi et
al. (2020), qui sont de 150,12+ 0,81 mg EG/mg MS et 161,18+ 6,11mg EQ/mg MS,

respectivement.
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La teneur en flavonoides de 1’huile de P.lentiscus représentée dans le tableau VIII, est de
0,129+ 0,05 mg EQ/g. Cette valeur reste inférieure a celle trouvée par Barbouchi et al. (2020)
qui est de 18,4 mg EQ/g ainsi que celle de Yosr et al. (2018) qui est de 47,5 mg EQ/g. Alors
que, pour les extraits éthanoliques, une valeur de 40,09 + 0,05 mg EQ/g pour I’extrait des
graines noires et de 79,76+ 0,08 mg EQ/g pour I’extrait des graines rouges a été enregistrée.
Cette valeur est supérieure a celle trouvée par Remila et al. (2015) (6,28 + 1,04 mg EQ/qg), ainsi
a celle d’Elloumi et al. (2022) qui est de 3,52 + 1,00 mg EQ/g. Néanmoins cette valeur est
inférieure a celle de I’extrait méthanolique des feuilles de P. lentiscus de Yosr et al. (2018) et
qui est de 47,5 + 1,1 mg EQ/qg.

3. Composition chimiques en acide gras de I’huile

La composition en acide gras d’huile de fruits de P. lentiscus obtenue par la

chromatographie en phase gazeuse (CPG), est présentée dans le tableau VIII1.

Tableau VIIII : les principaux acides gras de I’huile végétale de P.lentiscus.

C4 :0 Acide butyrique 0,07 £ 0,00

C6 :0 Acide caproique 0,52+0,00

C14 :0 Acide myristique 0,06+0,00

C15 :1 Acide pentadécylique 1,71+0,00

C16 :0 Acide palmitique 21,12+0,01***
C16 :1 Acide palmitoléique 0,06+0,00

C17 :0 Acide margarique 0,10+0,00

C17 :1 Acide heptadécanoique 1,58+0,00
C18: 1 (trans) Acide oléique 2.12+0,00
C18 : 1 (cis) Acide oléique 47,37+0,02***
C18: 2 Acide linoléique 24,22+0,04***
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C18 :3 Acide linolénique 0,60+0,00
C20 :0 Acide arachidique 0,20+0,00
C20 : 2 Acide eicosadiénoique 0,10+0,00
C20 :4 Acide arachidonique 0,10+0,00

Les résultats sont exprimés en moyenne £SD et les valeurs sont significativement différentes & *P <
0.05, **P < 0.01, et ***P < 0.001.

L'analyse chromatographique de I'huile végétale de P. lentiscus étudiée a revélé une
prédominance d’acides gras insaturés, principalement I'acide oléique (C18:1) avec une teneur
de 47, 370,02 %, suivi par I'acide linoléique (C18:2) a 24,22+0,04 %. Tandis que, pour les
acides gras saturés, l'acide palmitique (C16:0) demeure le plus présent dans I’huile végétale
de notre plante, avec un pourcentage de 21,12+0,01. En outre, les acides gras a chaine courte
et longue tels que C4:0, C6:0, C14:0, C15:1, C16:1, C17:0, C17:1, C18:3, C20:0, C20:2, C20:4
étaient présents en quantités mineures, variant de 0,07 + 0,00 % a 2 ,12+ 0,00%. Ces résultats
sont en accord avec ceux rapportés précédemment pour I'huile végétale de P. lentiscus par Dhifi
et al. (2013), Mezni et al. (2014) ainsi que Chaabani et al. (2019).

4. Analyse physicochimique
4.1.Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (IP) est un marqueur de qualité et de stabilité des huiles et graisses
(Zahir et al., 2017). Les résultats d’IP de I’huile de lentisque, extraite dans cette étude, ainsi
que de I’huile enrichie avec les extraits éthanoliques ou de a-tocophérol, avant pendant, et aprés
stockage, sont représentés dans le Tableau X.

En effet, dans cette ¢tude, une valeur d’IP de 7,5 £0 meq/ Kg a été enregistrée pour I’extrait de
I’huile de P.lentiscus. Cette valeur est proche de celle de Khedir et al. (2018), qui est de 7,2+0
meq/Kg, néanmoins elle est inférieur a celle de Kenji (2001) et qui est de 10 + 0,04 meg/ Kg.
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Tableau X : Indice de péroxyde de I'huile de lentisque, de 1’huile enrichie avec les extraits
éthanoliques ou de a-tocophérol, au cours de stockage. Les résultats sont exprimés en meq/
Kg.

GR GN
JO 7,5+0,00 6,25 + 0,00 6,5+ 0,00 7,75 % 0,00
J7 6,75+ 1,06 6,87 0,5 6,25 + 1,06 7,25+ 0,35
JI5 9+141 6,62 + 0,53* 7,50 + 0,70 7,25+ 1,06
J21 | 11+ 1,41%* 6,12 +0,17%#% | 8,37+ 0,17**# 6,37+ 0,17*##
J30 20 £0,1 *** 6 + 0,017 8,25 + 0,02*## 12 40,01 ***##

*(comparaison des IP des différents extraits en fonction du temps (J0)). # (comparaison des IP des
différents extraits en fonction de 1’enrichissement). Les résultats sont exprimés en moyenne £SD et les
valeurs sont significativement différentes a *P < 0.05, **P < 0.01, et ***P < 0.001.la comparaison a

été faite par rapport a I’huile.

Les résultats exprimeés dans le tableau X, ont montré une augmentation non significative d’IP
de I'huile de lentisque du JO (7,5+0,00 meq/ Kg) jusqu’a J15 (9+1,41 meqg/ KQg), puis et a partir
du J21, cet indice augmente significativement jusqu’a une valeur de (20+£0,00 meq/ Kg). Par
ailleurs, et en fonction de I’enrichissement, 1'huile enrichie a 1 ppm d’extrait éthanolique des
fruits de P. Lentiscus a montré une diminution d’IP par rapport a I’huile vierge. Cette
diminution, trés hautement significative a partir de J21, est comparable a celle de 1’huile
enrichie par I’antioxydant synthétique, ce qui indique une réduction de l'oxydation lipidique.
En effet, Cette amélioration est attribuée a la réduction de la formation d'hydroperoxydes
lipidiques et de dienes et triénes conjugués, comme c’est rapporté par Bouaziz et al. (2008).
Ces dernier ont utilisé ’extrait méthanolique des feuilles d’olivier dont I’indice de peroxyde
des controles de I’huiles d'olive et de coque varie respectivement de 16 et 14 meq/ Kg a 828 et
875 meq/kg. En revanche, les valeurs d’IP de I'huile enrichie par 1 ppm d'a-tocophérol sont
moins oxydées a celles de I'huile témoin. Cela met en évidence I'influence du temps de stockage
sur l'oxydation de 1'huile. D’aprés nos résultats on constate que les a-tocophérols apparaissent
donc comme des antioxydants moins efficaces que les polyphénols cela confirme que les

antioxydants naturels sont meilleurs pour la stabilité d’huile.
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4.2 Indice d’acidité

L’acidité régule la dégradation hydrolytique, enzymatique ou chimique des chaines
d’acide gras des triglycérides (Abaza, 2002). Les résultats d’IA de I’huile de lentisque, de
I’huile enrichie avec les extraits éthanoliques ou de a-tocophérol, au cours de stockage, sont
représentes dans le Tableau XI. Ces résultats ont dévoilée une valeur d’IA de 2,11+0,00%. En

effet, il a été rapporté que 1’huile des fruits de P. lentiscus Marocaine a une forte acidité de 4%.

Tableau XI : Indice d’acidité de I'huile de lentisque, de I’huile enrichie avec les extraits

éthanoliques ou de a-tocophérol, au cours de stockage. Les résultats sont exprimes en %.

GR GN
JO 2,11+0,00 2,25+0,00 1,41+0,01 2,25+0,00
J7 345+0,07 225+0,19 2,95+ 0,40 3,17+ 0,29
J15 3,52+0,00 2,32+0,09 2,59 +0,32 3,53+0,41
J21 3,59+0,09 2,70+0,04 2,85+ 0,04 3,31+0,09
J30 3,17+0,03 @ 2,67 +0,00 2,96 +0,19 3,55+0,14

D’apreés les résultats mentionnés dans le tableau XI, il n’a été constaté aucune augmentation
significative de I’TA des différents échantillons, ni en fonction du temps de stockage ni en
fonction de I’enrichissement. De plus, I’huile enrichie avec les polyphénols présente une faible
acidité par rapport a celle de a-tocophérol qui est trés proche a celle de I’huile témoin. Par
comparaison, et dans une étude similaire de I’enrichissement de 1’huile de lentisque par les
polyphénols des feuilles de lentisque, une faible acidité a été noté dans 1’huile enrichie par
rapport a celle non enrichie Salhi et al. (2019). Ces résultats suggerent un effet protecteur des
polyphénols naturels contre la dégradation des chaines d’acides gras durant le stockage.

4.3.Coefficient d’extinction 232 nm et 270nm

Les indices d’extinction spécifiques (ES) a 232 nm et a 270 nm, sont des parametres utilisés
pour estimer la pureté d’une huile végétale (Ogiitcii et al., 2008). Les résultats d’ES K232 de
notre étude sont illustrés dans le Tableau XII. En effet, la moyenne d’ES de K232 obtenue
dans cette étude, pour I'huile des fruits de P.lentiscus, étaient de 1,03 + 0,01. Cette derniére

dépasse celle rapportée par Brahmi et al. (2020) qui étaient de 0,039 + 0,01. Cependant, nos
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résultats sont inférieurs a ceux rapportés par Atifi et al. (2017), pour le K232 de I'huile extraite

a partir de fruits d’Argania spinosa L. et qui est de 1,20 + 0,04.

Tableau XII: Extinction spécifique K232 de I'huile de lentisque, de I’huile enrichie avec les

extraits éthanoliques ou de a-tocophérol, au cours de stockage.

GR GN
JO 1,03+0,01 0,60 £ 0,00*** | 0,60 + 0,02*** 0,58 + 0,00***
J7 0,24 +£0,09 0,35+ 0,04 0,36 +£ 0,24 0,33+0,18
J15 0,40 + 0,04 0,43 +0,01 0,53 +0,08 0,44 + 0,04
J21 0,30 + 0,04 0,32 + 0,06 0,27 + 0,008 0,38 + 0,007
J30 0,40 £ 0,04 0,4 +0,06 0,39 +£0,09 0,39+0,10

*(comparaison des IP des différents extraits en fonction de I’enrichissement). Les résultats sont
exprimés en moyenne +SD et les valeurs sont significativement différentes a *P < 0.05, **P < 0.01, et

***pP < (0.001. La comparaison a été faite par rapport a ’huile.

D’aprés les résultats exposées dans le tableau XII, on remarque une diminution non
significative des valeurs de I’indice d’ES de K232 de I’huile, durant les 30 jours de stockage,
de 1,03 £0 a 0,40 £0,04, pareille pour les huiles enrichies a une concentration de 1 ppm de a-
tocophérol (0,58 £0,00 a 0,39 + 0,10), de I’extrait éthanolique des fruits rouges de P.lentiscus
(0,60 £ 0a0,4 +£0,06) et de I’extrait éthanolique des graines noires (0,60 £ 0,00 a 0,39 + 0,09).
Les résultats de I’ES K270, des extraits analysés dans cette étude, au cours d’un stockage de 30
jours, sont représentés dans le Tableau XIII. La valeur de I’indice d’ES K270 de I’huile
enregistrée est de 4,29+0,01. Cette valeur est supérieure a celle trouvée par Brahmi et al. (2020)
(0,133 + 0,00).
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Tableau X111 : Extinction spécifique K270 de I'huile de lentisque, de ’huile enrichie avec les

extraits éthanoliques ou de a-tocophérol, au cours de stockage.

GR GN
JO 4,29 +0,01 4,65 + 0,006 4,09 + 0,01 3,90+ 0,00
J7 3,62+0,06  3,91+0,08 3,70 £ 0,042 3,90 + 0,027
J15 392+0,26 | 4,00+£0,11 4,04 £0,23 4,03 £ 0,046
J21 3,54+0,08 3,68 +0,06 3,58 £ 0,027 3,83+0,10
J30 349+0,13 | 3,61+0,02 3,75 + 0,006 4,01 +0,51

D'aprés les données du tableau X111, on remarque une diminution non significative des valeurs
de K270 pour I'huile témoin, passant d'une valeur initiale de 4,29 + 0,01 & une valeur finale de
3,49 + 0,13. Cette tendance est également observée pour I'huile enrichie par 1 ppm d'extrait de
fruits P. Lentiscus, qui varie de 4,65 £ 0 a 3,61 + 0,02, pour les graines rouges, et de 4,09 £ 0
a 3,75 = 0,06 pour les graines noires. En revanche, une légere augmentation est constatée pour
I'nuile enrichie par 1 ppm d' a-tocophérols, passant de 3,90 + 0 4 4,01 + 0,51.

D’aprés Gharby et al., (2014), plus le K270 est élevé, plus I'huile est riche en produits
secondaires d’oxydation. Ainsi, les résultats obtenus dans cette étude confirment cette
hypothése. En outre, le taux de formation des produits secondaires d'oxydation n'a pas
significativement changé entre I'huile témoin et I'huile enrichie en o -tocophérols, mais a
diminué par rapport a I'huile enrichie par les extraits (GN ou GR). Ceci suggeére que les extraits
de fruits de P. lentiscus (GN ou GR) enrichissent I'huile en composés antioxydants efficaces,
ce qui pourrait entrainer une réduction du K270, indiquant une meilleure stabilité oxydative, de
maniere plus marquée que l'ajout d' o -tocophérols a la méme concentration.

Nous pouvons conclure que les résultats des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides,
existantes dans les extraits de P. lentiscus, ainsi que les résultats des parametres physico-
chimiques renforcent I’aidée que les polyphénols naturels peuvent protéger les huiles végétale
contre I’oxydation. En effet, il a été prouvé que les flavonoides sont d’excellents antioxydants par
plusieurs méthodes in vivo et in vitro, et que leur pouvoir a été attribué a leur capacité de réduire la

formation et / ou de piéger les radicaux libres (Pietta, 2000 ; Atmani et al., 2009).
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5. Activité antibactérienne
5.1. Effet antibactérien des extraits de P. lentiscus sur milieu solide

Face a la problématique de la résistance croissante des bactéries aux antibiotiques
synthétiques, plusieurs études ont exploré les propriétés antibactériennes alternatives. Dans
notre recherche, nous avons évalué l'efficacité antibactérienne de I'huile de lentisque, des
extraits éthanoliques, ainsi que de I'huile enrichie en composés phénoliques (GR et GN) sur
trois souches bactériennes : E. coli, P. aeruginosa et S. aureus. L'évaluation de cette efficacité
a été faite en mesurant le diameétre des zones d'inhibition représenté dans le tableau XIV et la
figure (6).
Tableau X1V : diametre des zones d'inhibition en mm.

Extrait S. aureus E. coli P. aerugenosa
Huile 0 0 0

Graines noires 10,8+0,06 12,3+0,05 10,4+0,03
Graines rouges 10,4+0,01 11,1+0,02 11,8+0,07
HEGN 09,6+0,01 0 09,6+0,01
HEGR 09,5+0,00 12,1+0,02 09,7+0,05
Augmentin 13,8+0,03 0 0

DMSO 40% 0 0 0

HEGN : Huile enrichie par I’extrait éthanolique des graine noires, HEGR : Huile enrichie par I’extrait

éthanolique des graine rouges.

Les données du tableau X111 montrent que I'huile de P. lentiscus n'a aucun effet inhibiteur sur
la croissance bactérienne des souches testées (E.coli, S.aureus, P. aeruginosa), de méme que le
contrdle négatif (DMSO 40%), qui n'a montré aucun diamétre d’inhibition. En ce qui concerne
I'antibiotique Augmentin, cet antibiotique a présenté un effet inhibiteur sur S. aureus avec un
diamétre d'inhibition de 13,8 £ 0,03 mm, mais il n’a montré aucun effet sur les deux autres

souches E. coli et P. aeruginosa.
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A B

Figure 6: Activité antibactérienne de I’huile des graines noires (A), et de 1’extrait éthanolique des

graines noires (B) de P. lentiscus contre E. coli et S.aureus, respectivement.

En revanche, les extraits éthanoliques ont démontré un effet inhibiteur sur les souches testés.
Concernant I’extrait des graines noires, le diameétre le plus élevé est celui contre E. coli (12,3 +
0,05 mm), suivi par celui de S. aureus avec 10,8 + 0,06 mm, et enfin P. aeruginosa avec 10,4
+ 0,03 mm. Alors que pour I’extrait des graines rouges, I'effet inhibiteur le plus marque est
observé contre P. aeruginosa avec 11,8 + 0,07 mm, suivi de E. coli avec 11,1 = 0,02 mm et
enfin S. aureus avec 10,4 £ 0,06 mm.

L'huile enrichie par I'extrait éthanolique des graines noires a montré un diamétre d'inhibition
similaire pour S. aureus et P. aeruginosa (09,6 £ 0,01 mm), tandis que pour I'huile enrichie par
I'extrait des graines rouges, un effet inhibiteur élevé est observé chez E. coli avec 12,1 + 0,02
mm, comparé a S. aureus et P. aeruginosa avec 09,7 = 0,05 mm et 09,5 £ 0,01 mm,
respectivement.

Concernant P.aeruginosa, et d’aprés les résultats mentionnés dans le tableau X111, on remarque
que I’extrait éthanolique (GR ou GN) a un effet inhibiteur d’un diameétre qui varie entre 10,4 £
0,03mm et 11,8 + 0,78 mm et qui est supérieur a la valeur notée par Al-zaben et al. (2023) de
08 + 0,3 mm, et inférieur a celle exposée par Alhadad et al. (2022) de 15,3+0,57mm pour
I’extrait méthanolique des feuilles de P. lentiscus.

De plus, dans cette étude, I'extrait éthanolique (GR ou GN) a donné un effet inhibiteur contre
E. coli dont le diamétre variait entre (11,1 £ 0,02 mm ; 12,3 + 0,05 mm), ce qui est inférieur a
celui rapporté par Noushin et al. (2016) de 17 mm, et supérieur a celui trouvé par Bammou
et al. (2015) qui n’a constaté 1’apparition d’aucune zone d’inhibition ainsi que pour Missoun

et al. (2017) qui a trouvé un diameétre de 05 £ 0,02mm.
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En fin, I'effet inhibiteur d’extrait éthanolique (GR ou GN) sur S. aureus a été observé avec des
diameétres variant entre 10,4 + 0,01 mm et 10,8 + 0,06 mm, ce qui est inférieur a celui rapporté
par Missoun et al. (2017) avec 18 £+ 0,07 mm, mais similaire a celui de Al-zaben et al. (2023)
avec un diametre de 10 £ 0,06 mm. En revanche, il est supérieur a celui trouvé par Bammou et
al. (2015) et Tahiri et al. (2016), avec des diamétres de 08,6 + 0 mm et 08,7 £ 0 mm,
respectivement.

Nos résultats indiquent que toutes les souches utilisées sont sensibles aux divers extraits étudies
(09 < @ < 14 mm). Plusieurs études ont mis en évidence I'effet antibactérien des extraits des
différentes parties de P. lentiscus (Debbabi et al., 2017), et cette effet varie selon les bactéries
et les extraits utilisés (Ponce et al., 2003). Cependant, nos résultats montrent que I'huile
végétale de P. lentiscus n'a eu aucun effet sur les bactéries étudiées. Cette absence d'effet
pourrait étre expliquée par la faible solubilité de 1’huile végétale dans la gélose (kim et al.,
1995).En revanche, les extraits se sont révelés plus efficaces que I'huile. L'activité
antibactérienne des polyphénols est bien documentée depuis longtemps, avec des études
soulignant que cette activité dépend de la nature et de la structure des composés phénoliques
(Wen et al., 2003). Les groupes hydroxyles des composés phénoliques leur permettent de se
lier aux protéines des membranes bactériennes pour former des complexes inhibiteurs. De
nombreuses recherches ont également démontré I'activité antibactérienne d'extraits de plantes
provenant de différentes parties comme les feuilles, les graines et les fleurs (Al-zaben et al.,
2023). Ces composés végétaux antimicrobiens agissent en inhibant divers processus bactériens,
tels que la synthése de la paroi cellulaire, la destruction de la membrane, 1’inhibition de la
synthese d'acides nucléiques, la motilité bactérienne, la chaine respiratoire, la synthese d'ATP,
ainsi que la formation de toxines et de biofilms. Ils agissent également en inhibant les enzymes
lices a la virulence bactérienne, les pompes a efflux et I'adhésion bactérienne (farha et al.,
2020 ; Biharee et al., 2020).

5.2. Effet antibactérien des extraits de P. lentiscus sur milieu liquide (1Cso)
La détermination de 1I’'ICso, est importante pour évaluer l'efficacité des extraits. Les

résultats de I’ICso des extraits de P. lentiscus vis-a-vis des souches bactériennes testées sont

présentés dans le tableau XV.
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Tableau XV : valeurs de 1’1Cs des extraits de P.lentiscus. Résultats exprimés en mg/ml.

Extrait E.coli S. aureus P. aerugenosa
Graine noires 9,35 65,81 57,23

Graines rouges | 3,25 40,01 60,06

HEGN / 19,13 54,91

HEGR 84,12 76,38 10,2

HEGN : Huile enrichie par I’extrait éthanolique des graine noires, HEGR : Huile enrichie par I’extrait

éthanolique des graine rouges

D'apres les résultats du tableau XV, la meilleure I1Cso (3,25 mg/ml) enregistrée est celle de
I'extrait éthanolique des graines rouges contre E. coli, suivi par celle de I’extrait éthanolique
des graines noires (9,35 mg/ml) contre la méme souche, puis celle de 1’huile enrichie par
I'extrait éthanolique des graines rouges (10,2) vis a vis de P. aerogenosa. L’extrait le moins
efficace avec une ICs la plus élevée (84,12 mg/ml) contre E.coli, est I’huile enrichie par I'extrait
éthanolique des graines rouges.

La comparaison des résultats de I’analyse qualitative (diamétres d’inhibition sur milieu solide)
et I’analyse quantitative (IC50) de ’activité antibactérienne des extraits de P. lentiscus, a
renforcé 1’aidée que les souches présentant les plus grandes zone d’inhibition ne sont pas
toujours ceux qui présentent les valeurs d’ICso les plus basses. Ces observations suggeérent que
la taille de la zone d'inhibition ne refléte pas nécessairement I'efficacité réelle d'un composé
antibactérien. Des valeurs d’IC50 élevées ne signifient pas que tous les extraits testés sont
inactifs (Mezni et al., 2014).
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Conclusion

L'oxydation des acides gras présents dans les huiles provoque des problémes de santé
chez I'étre humain ; c'est pourquoi nos travaux sont consacres a I'étude de I'enrichissement de
I'huile végétale de P. lentiscus en antioxydants naturels afin de maintenir et d'améliorer sa
qualité.

Dans cette etude, deux méthodes d'extraction ont été utilisées. La premiere méthode consiste a
extraire I'nuile végétale des fruits de P. lentiscus en utilisant le Soxhlet. La seconde méthode a
permis l'extraction des composés phénoliques de ces fruits a l'aide d'ultrasons. Ensuite, les
quantités de phénols totaux et de flavonoides ont été dosées, démontrant une concentration
élevée en polyphénols et en flavonoides dans les extraits éthanoliques de lentisque. De plus,
I’analyse phytochimique par chromatographie en phase gazeuse a révélé une richesse de 1’huile
végétale des graines noires de P. lentiscus en acides gras oléique, linoléique et palmitique.

Dans cette étude, la stabilité oxydative de I'huile de lentisque enrichie ou non par les
polyphénols pendant une période de 30 jours de stockage a été aussi réalisée. Les résultats des
indices de qualité (IP, 1A, ES 232 et 270) ont montré que I'huile de lentisque enrichie en
polyphénols présentait une meilleure résistance a I'oxydation que I'huile non enrichie. Les
polyphénols naturels ont exhibé une capacité antioxydante remarquable par rapport aux

antioxydants synthétiques (a-tocophérols).

Enfin, I'activité antibactérienne des extraits obtenus a été évaluée contre les bactéries E. coli, S.
aureus et P. aeruginosa selon deux méthodes : diffusion sur milieu solide et microdilution sur
milieu liquide. Les composés actifs présents ont montré une activité antibactérienne
remarquable. L'extrait éthanolique des graines noires a représenté 1’effet inhibiteur le plus
efficace avec une zone d'inhibition de 1,23 £ 0,05 cm et une valeur d’1Cso de 9,35 mg/ml contre
E. coli.

Dans les perspectives de notre étude, nous visons a encourager d'autres étudiants a poursuivre
nos travaux afin d'améliorer I'évaluation de la qualité des huiles enrichies de lentisque, en fixant

comme perspectives :

« Elargir la diversité des échantillons en enrichissant I'huile de P. lentiscus & différentes
concentrations.
« Enrichir d'autres types d'huiles avec les polyphénols des graines de P. lentiscus.

« Etudier d’autres activités biologiques, in vivo et in vitro, des extraits enrichis.
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Annexe 3 : Profil chromatographique de I’huile de lentisque.



Résumé
Dans cette étude, l'accent est mis sur I'amélioration de la qualité de I'huile végétale de P. lentiscus en
I’enrichissant avec des antioxydants naturels afin de prévenir les problémes de santé dus a I'oxydation des
acides gras. Deux méthodes d'extraction ont été réalisées : la méthode Soxhlet pour I'huile végétale et la
méthode par ultrasons pour les composés phénoliques. Les extraits éthanoliques ont montré une concentration
élevée en polyphénols et flavonoides. Une étude de la stabilité oxydative a révélé que I'huile de lentisque
enrichie en polyphénols résiste mieux a I'oxydation que celle non enrichie, confirmant I'efficacité des
polyphénols naturels comme antioxydants par rapport aux antioxydants synthétiques comme les a-
tocophérols. L'analyse par chromatographie en phase gazeuse a identifié principalement les acides gras
oléique, linoléique et palmitique dans I'huile de lentisque. De plus, I'étude a évalué une activité
antibactérienne des extraits contre Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa,
montrant une activité significative des extraits éthanoliques des graines noires contre E. coli, avec une zone
d'inhibition notable de 1,23 cm.
Abstract

In this study, the focus is on improving the quality of P. lentiscus vegetable oil by enriching it with natural
antioxidants to prevent health problems due to fatty acid oxidation. Two extraction methods were used: the
Soxhlet method for vegetable oil and the ultrasonic method for phenolic compound. The ethanolic extracts
showed a high concentration of polyphenols and flavonoids. A study of oxidative stability revealed that
polyphenol-enriched lentisc oil was more resistant to oxidation than unenriched oil, confirming the
effectiveness of natural polyphenols as antioxidants compared with synthetic antioxidants such as a-
tocopherols. Gas chromatography analysis identified mainly oleic, linoleic and palmitic fatty acids in mastic
oil. In addition, the study assessed the antibacterial activity of the extracts against Escherichia coli,
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, showing significant activity of ethanolic extracts of

black fruits against E. coli, with a zone of inhibition of 1.23 cm.
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