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Introduction

L’ Algérie par sa situation géographique est un pays riche en plantes médicinales dont
I’exploitation est d’un grand intérét. Elles contiennent un large spectre des substances phyto-
chimiques qui ont été utilisés depuis I'antiquité par I'nomme a des fins médicinales, culinaires
et esthétiques. Parmi ces plantes, se trouve Pistacia lentiscus connu sous le nom de Drou ou
Darw, appartenant a la famille des "Anacardiaceae”, largement distribuées dans les
écosystemes du bassin méditerranéen (Morsli et al., 2021 ; Remila et al., 2015 ; Chaib,
2015).

Les propriétés thérapeutiques sont dues a la présence des composés naturels bioactifs
accumulés dans différents organes de cette plante (Boudjouref, 2011).

Les polyphénols représentent la majeure partie des antioxydants présents dans
I’alimentation. En tant qu’antioxydants, les polyphénols sont des agents réducteurs, et
conjointement avec d'autres agents réducteurs nutritionnels peuvent protéger les constituants
cellulaires contre les dommages oxydatifs limitant ainsi le risque de diverses maladies
dégénératives associées a I'oxydation (Mokrani &Madani, 2016).

Plusieurs études ont été réalise dans le domaine de I'évaluation de l'activité
antioxydante des polyphénols d'origine végétale extraits par des technologies d’extraction
hautement sophistiqués. Les ultrasons ont été utilisé dans les industries alimentaires pour
améliorer les processus d’extractions, tel que I’extraction des composés bioactifs. Tous les
effets mecaniques impliqués dans ce processus ultrasonore peuvent accelérer la diffusion
interne de ces composes, ce qui améliore le transfert de masse, cette méthode est simple,
reproductible et efficace (Dzah et al., 2021 ; Bimakr et al., 2017).

Dans le présent travail, le choix de la plante Pistacia lentiscus comme sujet d’étude a
été guidé non seulement par les nombreuses utilisations traditionnelles qui en sont
répertoriées, mais aussi par le fait qu’elle est une source trés riche en polyphénols et qu’il
s’agit d’une plante trés abondante localement. L’objectif principale de notre travail vise a
optimiser les conditions d’extraction des composés phénoliques totaux a partir du marc de
lentisque assistée par ultrasons en utilisant des plans d’expériences permettant la modélisation
mathématique pour obtenir les conditions optimales et pouvoir expliquer I’interaction des
parametres expérimentaux sur I’extraction.

Dans le cadre de notre travail, nous avons d’abord commencé par des généralités sur
Pistacia lentiscus. Elle est suivie par une etude bibliographique sur les polyphénols en tant
que classe de composés secondaires des plantes, ensuite nous avons décrit le matériel et les

méthodes utilisés afin d’extraire et de doser les polyphénols totaux, puis nous avons présenté
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les résultats et la discussion relatifs a cette expérimentation. Enfin nous avons terminé par une

conclusion.
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Chapitre | Généralités sur le Pistacia lentiscus

I. Historique :

Le genre Pistacia lentiscus a été découvert il y a plus de 80 millions d’années au
centre d’Asie, dont il fait partie de la famille des anacardiacées qui comporte environ 875
especes.
Les romains ont nommeé cette plante « Pistacia lentiscus » car Pistacia est le nom grec
« pistakia » qui constitue une modification du mot d’origines arabe « foustouk », et Lentiscus
vient du mot latin « lentiscus » qui signifie « I’arbre au mastic ».
L’arbre de mastic a été utilisé depuis I’antiquité dans plusieurs domaines tels qu’en

médecine, en cuisine, en phytothérapie, et en cosmétique (Alvarez et al., 2008 ; Al Saghir et
al., 2010 ; Garnier et al., 1961).

I1. Description :

I1.1. Description botanique de la famille des Anacardiaceae :

Les Anacardiaceae sont des arbres, ou des arbustes, renfermant des canaux a secrétions
oléorésineux. Elles possedent un feuillage sans stipules avec des feuilles alternes, composées
trifoliolées, et des fleurs bisexuées actinomorphes, qui donne des fruits que 1’on appelle des
drupes souvent a mésocarpe résineux. Pour la plus grande majorité de ces espéeces les fruits
sont comestibles aprés cuisson, quant aux graines elles sont exalbuminées (Ben Douissa et
al., 2005 ; Gaussen et al., 1982).

La famille des anacardiacées est une moyenne famille de plantes a fleurs de 600 espéces

d’arbres et d’arbustes qui sont répartis en 70 genres on site parmi eux le genre Pistacia.
Ce genre regroupe 9 espéces d'arbustes appartenant a I'ordre des Sapindales. Trois especes
sont trés connues :

e Pistacia lentiscus : dont on extrait une résine et qui présente un feuillage persistant.

e Pistacia terebinthus : arbre au feuillage caduc dont on extrait 1’huile de térébenthine.

e Pistacia vera: arbuste au feuillage caduc dont on consomme les graines grillées (les
pistaches) (Hormaza & Wunsch, 2011 ; Ben Douissa et al., 2005).

(c)
Figure 01 : Photographies des espéces de Pistacia : P.lentiscus (a), P. terebinthus (b), P.vera (c)
(Fritsch, 1983 ; Girerd & Roux, 2004).
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11.2. Présentation de la plante Pistacia lentiscus :

Pistacia lentiscus, est un Arbrisseau vivace ramifié appelé « lentisque pistachier » ou
« arbre a mastic » qui développe un branchage épais, a petites feuilles elliptiques et coriaces, a
fleurs rouges en grappes et a fruits ronds rouges qui noircissent en murissant (Larousse des
plantes médicinales, 2007).

Il est généralement plus large (3m) que long (2m), mais sa forme se rattache finalement
a ses conditions de croissance ; il est bas en quelque sorte rampant en zones aérées, et se
dresse en zones protégées. Ses bourgeons alternes rendent ses rameaux tres élégants. Son
tronc produit une écorce marron-grise qui contient les canaux d’ou peut étre extrait la fameuse
résine de lentisque qui est caractérisé par une odeur fortement acre pouvant étre parfois
désagréable chez certaines personnes (Ben Douissa, 2005).

Le Pistachier porte plusieurs noms et différentes appellations dans un pays a un autre
(Tableau ).

Tableau I : Les noms courants de Pistacia lentiscus (Cheraft, 2011).

Langue Noms
Berbeére (kabyle) Tidekth, Amadhagh
Arabe (Darou), s <l
Francais Arbre au mastic, pistachier lentisque
Anglais Mastic tree
Espagnol Lentisco
Allemand Mastix baum
Italien Lentischio,Sendrio
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11.2.1. Classification taxonomique:

> Regne » Plantae.

» Sous-regne » Tracheobionta.
» Embranchement ———  Spermaphyte.
» Sous-embranchement ——— Angiosperme.
» Division » Magnoliophyta.
» Classe » Magnoliopsida.
» Sous-classe » Rosidae.

» Ordre » Sapindales.

» Famille » Anacardiaceae.
» Genre » Pistacia.

> Espéce » Pistacia lentiscus.
>

Classification

v

Phylogénétique.

11.2.1. Morphologie générale de Pistacia lentiscus :
> Les Feuilles :

Sont caractérisées par un nombre pair de folioles (de 4 a 10), un feuillage persistant de
couleur verte foncée lavée de pourpre, avec une forme elliptiques (sphériques), obtuses
(pointue), luisante (réfléchis la lumiére), une texture glabres (sans poiles) et coriaces, et des

pétioles bordés d'une aile verte (Onay & Jeffree, 2000).

> LesFleurs:

Comme tous les autres pistachiers, I’arbre de lentisque est dioique, ses fleurs sont
unisexuées, vertes ou rougeatres, denses, de tres petite taille, qui se déposent sous forme de
grappes, condensées disposees en épis cylindriques courts (Djedaia, 2016).

Elles sont tri stomates et tres aromatiques. Elles apparaissent au printemps du mois
d’avril jusqu'a juin. La différence entre les deux sexes des fleurs est distinguée par leurs
couleurs, les fleurs femelles sont de couleur verte jaunatres. Quant aux fleurs males, elles sont
caractérisees par une couleur rouge foncé. Celles-ci, peuvent produire environ 47000 a 60000
graines de pollens par fleurs. (Garnier et al., 1961 ; Bayer et al., 1987, Verdu & Garcia-
Fayos, 1998 ; Baba-Aissa, 1999).


https://wikimonde.com/article/Foliole
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> Lesgraines:
Les graines de lentisque sont des drupes seche de petite taille d'environ 4mm, des
baies globuleuses légerement condensees sous forme de grappes qui comportent un seul
noyau a une seule graine et une pulpe de bon gott et d’une odeur agréable. Les fruits de

lentisque révelent plusieurs couleurs aux cours de leur maturité, en effet, au premier stade, ils

sont de couleur verte, puis se transforment en rouge & mi- maturité et deviennent noiratres au
dernier stade (Ait Youssef, 2006).

Figure 02 : Photographies des feuilles (a), fleurs (b), graines (c) de Pistacia lentiscus.

» Les Ecorces:
Se caractérisent d’une couleur qui tend vers le gris en murissant. Elles sont crevassées et

peuvent atteindre 5 a 6 métres de hauteur. Lorsqu’une incision est appliquée sur 1’écorce, la
plante laisse s"écouler une séve liquide visqueuse irritante, non colorée a odeur forte qui est

nomme « résine » (Garnier et al., 1961).

» Mastic : L’incision du tronc de cet arbuste fait écouler un suc résineux appelée mastic,
durcit en contact avec I’air, qui une fois distillé, on récupére une huile essentielle

employée en parfumerie (Ferradji, 2011).

> 4 . . ; .. . ._,)' . -
Figure 03 : Photographie de I’écorce Figure 04 : Photographie de suc
de P. lentiscus résineux de P. lentiscus.



Chapitre | Généralités sur le Pistacia lentiscus

I11. Localisation et répartition géographique :

Pistacia lentiscus est distribuée dans les écosystemes extrémes du bassin mediterranéen,
surtout dans les régions ensoleillées séches a basse altitude, et dans les parties chaudes de la
méditerranée de I’Europe, de 1’Asie, de I’Afrique jusqu’au Canaries (Al-Saghir, 2006 ;
Belhadj, 2002 ; Hamlat & Hassani, 2008).

L’Algérie bénéficie d’un climat trés diversifié avec une hétérogénéité des conditions
climatiques qui ont permis un développement riche de la flore Algérienne. L’espéce de
Pistachia lentiscus a un usage trés répandu par la population Algérienne (Krishnaiah et al.,
2010).

Elle pousse a I'état sauvage, dans les sites humides et subhumides, dans les garrigues et
sur les sols en friche et constitue avec les myrtes et les cistes, d’immenses broussailles
appelées maquis. Elle assure la protection du sol contre I'érosion et crée les conditions
favorables pour 1I’humification de la matiére organique et 1’enrichissement de ses propriétés
biologiques. Elle s’adapte a la chaleur et la sécheresse et se retrouve dans tout type de sols
(Garnier et al., 1961 ; Correia & Diaz Barradas, 2000 ; More & White, 2005 ; Saadoun,
2002 ; Belhadj, 2002).

@ Pistacia lentiscus *

Figure 05 : Carte géographique demontre la distribution de P. lentiscus dans I’ Algérie
(Al. Saghir, 2006).
IV. Différents domaines d’utilisation de P. lentiscus :
IV.1. Utilisation traditionnelle :

» En Médecine :
D0 a sa considération comme source importante en substances actives, différentes
parties de Pistacia lentiscus sont utilisées en médecine traditionnelle, soit par voie interne,

cutanée ou par inhalation (Dogan et al., 2003 ; Ljubuncic et al., 2005 ; Delille 2007).
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L’huile grasse obtenue par expression des fruits de lentisque a été utilisé
traditionnellement par les Algériens dans le traitement des petites blessures, les douleurs
dorsales, les brilures de 1* degré, et dans les cas d’irritation de la peau (érythémes) employée
sous forme de creme. Tandis que la résine a été utilisée comme agent luttant contre les cancers
et les tumeurs. Contre I’ulcére gastroduodénal et la dyspepsie Elle a aussi servi d’une gomme
a méacher, contre la sécheresse des lévres, et comme antiseptique pour le systeme respiratoire
(Bellakhdar, 1997 ; Assimopoulou & Papageorgiou, 2005 ; Al-Habbal et al., 1984 ;
Baytop, 1999 ; Tulzaci & Aymaz, 2001).

» En Cosmétologie :

Depuis I’antiquité la résine de Pistacia lentiscus a été employée comme produit
cosmétique, les femmes grecques servaient de cette résine comme fixateur pour fixer des cils
postiche sur leurs paupieres. En Afrique du Nord, elle servait de parfum et de dépilatoire. Elle
a été également utilisée en Orient, comme masticatoire parfumé, pour rafraichir I'haleine et

protéger les gencives (De Lanfranchi et al., 1999).

> Autres:

Les feuilles du lentisque ont été utilisées pour le tannage du cuir, et pour teindre la laine
des tapis en noir, et cela d0 grace a leur richesse en tannins. Ces feuilles ont une capacité
antiseptique qui permet de lutter contre les charancons, les teignes et les puces (De
Lanfranchi et al., 1999 ; Bonnier & Douin, 1934).

IV.2. Utilisation moderne :
» En pharmacologie :

Cliniquement parlant, La résine collectée a partir des branches est souvent cité comme
remede efficace contres plusieurs maladies grace a son effet analgésique, antifongique,
antioxydant, antithérogenique, expectorant, stimulant, diurétique et spasmolytique,
antiseptique pour les bronchites. Tandis que I’infusion de ses feuilles est appliquée pour le
traitement de I’eczéma, la diarrhée, et les infections de la gorge.

Plusieurs études effectuées sur les huiles essentielles de Pistacia lentiscus ont mis en
¢vidence qu’elles possédent des propriétés thérapeutiques appréciables (Dedoussis et al.,
2004 ; Rodriguez-Peérez et al., 2013 ; Gardeli et al., 2008 ; Kordali et al., 2003).
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» En Industries :

De nos jours, une large gamme de produits est formulée en industries alimentaires a
partir des ingrédients issus de Pistacia lentiscus, tels que la résine, 1’huile essentielle, 1’huile
végétale ou des extraits enrichis, cela est di aux activités biologiques liées a leurs métabolites
secondaires tel que les flavonoides, polyphénols et acides phénoliques (Glampedaki &
Dutschk, 2014 ; Dapkevicius et al., 1998 ; Proestos et al., 2005 ; Rauha et al., 2000).

» En Cuisine :

Les fruits sont séchés tamisés et consommeés comme café, et aussi utilisés en confiserie
et dans la fabrication d’un type de liqueur appelée « mastiche ». La matiere grasse isolée de
ces fruits est employée comme huile de cuisson. Ainsi que dans la confection des savons
(Topgu et al., 2007 ; Baytop, 1999 ; De Lanfranchi et al., 1999).

» En Cosmétologie :

La gomme du mastic est employée dans les préparations des parfums tandis que 1°huile
essentielle est utilisée pour la fabrication du savon, dans la production de dentifrice et d’autres
produits (Baytop, 1999).

IV.3. Précautions d'emploi :

L’huile essentielle de lentisque est déconseillée pour les femmes enceintes pendant la
période des premiers mois, et aux enfants de moins de 6 ans. Afin de réduire le risque de
réaction allergique, il est préférable de la mélanger a une autre huile.

Les données toxicologiques de la gomme mastic ont été rapportées concernant la
toxicité aigue, irritation de la peau et la phototoxicité chez les animaux et les humains (Spott
etal., 1970 ; Keynan et al., 1997 ; Ford et al., 1992).

V. Activités biologiques de Pistacia lentiscus :

De nombreuses études ont démontré les activités biologiques de Pistacia lentiscus. Le
tableau Il résume les activités biologiques des extraits obtenus a partir des différents organes

de Pistacia lentiscus rapporté par la littérature.
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Tableau Il : Les différentes activités biologiques du Pistacia lentiscus.

Activités Partie Métabolites / Extraits Références
Biologiques utilisée
. Acide Digallique Bhouri et al., 2010
Fruits
Extrait hydro-Alcoolique Remila et al.,2015
Anti-oxydante Fevilles Huile Essentielle Barra et al., 2007
Fractions aqueu’ses de chloroforme et Atmani et al.. 2009
d’hexane
. . , . Sakagami et al.,
Mastic Extrait aqueux de résine 2009
. . Djenane et al.,
Feuilles Huile Essentielle 2011
Antimicrobienne Eruits Huile végétale Mezni et al., 2015
et Antivirale Extrait phénolique Mezni et al., 2015
Mastic . . Sakagami et al.,
liquide Extrait aqueux de Mastic 2009
Antifongique Feuilles Huile Essentielle Ismail et al., 2013
Feuilles Extrait aqueux, chlo,roforme, éthyl-acétate Dellai et al., 2013
_ et méthanol
~_Anti- Huile végétale Ben Khedir et al.,
inflammatoire Fruits 2016
Extrait hydro-Alcoolique Remila et al., 2015
S Djerroua et al.,
Anti-diabétique | U rule vegetele 2011
g Extrait éthanolique, fractions aqueuses et Mehenni et al.,
organiques 2016
Anti-cancéreuse Feuilles Extrait hydro-Alcoolique Remila et al., 2015
, ) ) Extrait éthanoique, fractions aqueuses et Mehenni et al.,
hépatoprotectrice | Feuilles organiques 2016
Anti-ulcére Fruits Huile végétale Naouar et al., 2016
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Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présente
dans le regne végetal. Parmi ces métabolites on cite : les acides phénoliques, les flavonoides
et les tannins qui sont les principales classes majeures des polyphénols et sont groupés selon
la présence des divers substituant sur les noyaux et selon leur degré de saturation. Ils sont
souvent attachés aux molécules de sucre pour augmenter leur solubilité dans ’eau, ils sont
présents naturellement dans de nombreux fruits et Iégumes, ils conférent aux produits
végetaux frais et transformés certaines de leurs propriétés organoleptiques majeures (Chira
et al., 2008 ; Berboucha, 2005 ; Mezni et al., 2018).

IIs constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales. lls sont trouvés,
d’une maniére générale dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans

divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruit (Reven et al., 2014).
I. Définition des polyphénols

Les polyphénols sont des micro-constituants végétaux abondants dans nos aliments. Ces
composés sont reconnus pour leur forte bioactivité qui se traduit au niveau de 1’organisme par

une large gamme de propriétés biologiques (Morand et al., 2014).

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble
de plus de 8 000 molécules, divisées en une dizaine de catégories chimiques, qui présentent
toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 06
atomes de carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH).
Les composes phénoliques sont hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et
3000 Dalton. Ils peuvent aller de molécules simples, comme les acides phénoliques, a des
composés hautement polymérisés, de plus de 3000 Dalton, comme les tanins (Chira et al.,
2008).

I1. Polyphénols présents dans lentisque :

A ce jour, plus de 8000 composés phénoliques ont été identifiés, dont la taille varie
d’une certaine de daltons a plusieurs milliers de daltons, Il existe différentes classes de
polyphénols, notamment : les acides phénoliques, les stilbénes, les tanins, les lignanes et les
flavonoides.... Il est bien documenté que les espeéces de Pistacia sont trés riches en
polyphénols, les feuilles contenaient des niveaux plus élevés de phénols totaux et de

flavonoides par rapport a leurs homologues de fruits, mais la plus grande quantité de tanins a
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été présentee par les fruits, ce qui est reflétée par une activité antioxydante totale tres élevée
(Mezni et al.,2018 ; Remila., 2015).

Une étude réalisée par Mezni et al. (2018) sur I’huile de lentisque récolté dans
différentes localités en Tunisie a permet de quantifier quarante composés phénoliques et
identités dix-huit d'entre eux: Acide gallique, Tyrosol, Acide 4-hydroxyphénylacétique, Acide
vanilliqgue, Acide p-coumarique, Acide férulique, Trans-4-hydroxy Acide -3-
méthoxycinnamique, acide o-coumarique, oleuropéine aglycone, lutéoline, kaempférol,
naphtorésorcinol, acide salycilique, pinorésinol, apigénine, coumarine, acide carnosique et

acide trans cinnamique.

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids
moléculaire jusqu’aux tanins complexes de trés haut poids moléculaire, ils peuvent étre
classés par le nombre et I’arrangement des atomes de carbone les composant, en fonction de
la nature de leur squelette carboné et en fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée

au noyau benzénique (Chira et al., 2008).
11.1. Les acides phénoliques simples :

Les acides phénoliques sont des composés phénoliques possedent une forme chimique
simple allant du simple phénol en C6. Parmi les acides phénoliques les plus connus les acides
benzoiques caractérises par un squelette en C6-C1 et les acides cinnamiques de structure C6-
C3 (Macheix et al., 2005 ; Balasundram et al., 2006) (Tableau Ill, figure 06).

Tableau 111 : Les deux classes des acides phénoliques (Ghyath, 1999 ; Macheix, 2005)

Les acides hydroxybenzoiques Les acides hydroxycinnamiques
Type de C6-C1 C6-C3
structure
Acide salicylique, acide Acide caféique, acide férulique, acide
Exemples gallique,acide vanilique, acide sinapique, acide p-coumarique
syringique

12
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RO OH
O@ <\©:
COOH HOY 8] OH

R=H : acide protocatéchique acide caféique

Figure 06 : Formules d’un acide benzoique et d’un acide cinnamique.

(Ribereau, 1968 ; Guignard, 1996).

11.2. Les flavonoides :

Désignent une trés large gamme de composés naturels appartenant a la famille des
polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. lls sont

les plus abondants dans notre alimentation (Morand, 2013).

Les flavonoides sont des dérivés de I’enchainement benzo-y-pyrone peuvent étre classés
selon la nature des différents substituants présents sur les cycles de la molécule et du degré de
saturation du squelette benzo-y-pyrone, (figure 07). lls se rencontrent sous forme libre ou
sous forme de glycosides. Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes des molécules
(figure 08) dont les plus importants sont: flavanols, flavonols, flavones, isoflavones,
flavanones et anthocyanes. Les anthocyanes se trouvent dans les fruits (les baies surtout), sont
responsables de la couleur violette. Les principaux anthocyanes des baies de Pistacia lentiscus
ont été identifié comme étant le cyanidine 3-O-glucoside et le delphinidine 3-O-glucoside. Le
cyanidine 3-O-arabinoside a également été trouvé en quantités mineures (Ghedira, 2005 ;
Fusetti et al., 2002 ; Rodriguez-Matéos et al., 2013 ; Mezni et al., 2018).

Figure 07 : Structure de base des flavonoides (Krishnaiah et al., 2001).
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Figure 08 : Quelques composés phénoliques de la classe des flavonoides (Djedaia., 2017).

11.3. Les tanins :

Ces composes résultent généralement de la condensation des formes simples des
flavonoides. Selon la nature des constituants impliqués et le type de condensation, on
distingue : les tannins hydrolysables et les tannins condenses (Reed, 1995 ; Khanbabaee &
Ree, 2001) (figure 09).

e Les tannins hydrolysables

Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable de molécules
d’acides phénols, le sucre est généralement le glucose. Ils sont scindés en deux groupes : les

tannins galliques (gallotannins) et les tannins éllagiques (Richeter, 1993).
e Les tannins condensés

Ils sont constitués par la polymérisation de molécules élémentaires qui possedent des
structures générales des flavonoides dont les plus importantes sont les flavan-3-ols

(catéchines), et les flavan-3-4-diols (Hagerman, 2003).

Figure 09 : Structure chimique des tanins hydrolysables (a) et condensés (b)(Bayart,2019).
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I11. Propriété des polyphénols :

Les polyphénols attirent de plus en plus 1’attention des chercheurs et des industriels en
raison de leur importance, ils présentent beaucoup d‘effets bénéfiques pour la santé
(Charrouf & Guillaume, 2007 ; Grolier et al., 2001).

Ils démontrent des propriétés préventives contre les maladies, les flavonoides en

particulier s’averent étre des composants sirs, possédant une action biologique trés diversifié¢e

(Edeas, 2007).

I11.1. Propriété antioxydante :

Les polyphénols grace a leur propriété antioxydante jouent un role dans la santé
humaine soit en tant que composants de la ration alimentaire, soit en entrant dans la
composition de médicaments ou bien dans I’utilisation en agroalimentaire. Comme les
composés phénoliques ont un potentiel redox élevé, ils sont d’importants antioxydants
capables d’agir comme de I’hydrogéne. Donneurs, agents réducteurs et extincteurs d’oxygene
singulet. La richesse des structures des polyphénols en résidus hydroxyles, leurs confére une
meilleure capacité a neutraliser les radicaux libres., ainsi, réduire le stress oxydant au niveau
de I’organisme (Macheix et al., 2005 ; Mezni et al., 2018 ; Spencer et al., 2001 ; Morand et
al., 2014).

Les polyphénols sont percus comme des molécules « signal » qui pourraient stimuler
les défenses antioxydantes d’une part via D’inhibition des activités enzymatiques pro-
oxydantes et d’autre part via la modulation des voies de signalisation intracellulaires
controlant ’expression des enzymes anti-oxydantes. Ils présentent une affinité pour une

grande variété de protéines dont certains enzymes et récepteurs (Morand et al., 2014).
I11.1.1. Propriété alimentaire :

Les polyphénols sont des molécules antioxydantes naturelles intéressantes pour la
conservation des aliments, qui peuvent constituer une alternative aux conservateurs artificiels
(Edeas, 2007 ; Mezni et al., 2018).

Ils jouent un réle essentiel dans la détermination des caractéristiques organoleptiques
de la plante, en plus de leurs contributions a la couleur et a 1’ardme, ils jouent un role
déterminant en termes de golit, notamment les sensations d’astringence et d’amertume

(Touafek, 2010 ; Kanoun, 2011 ; Mezni et al., 2018).
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111.1.2. Propriété cosmétique :

Les laboratoires pharmaceutiques ont mis au point des produits cosmétiques contenant
des polyphénols Pour lutter plus efficacement contre la production de radicaux libres néfastes
a la santé et a la beauté de la peau (effet protecteur vis-a-vis des rayons UV) (Edeas, 2007).

111.1.3. Propriétés thérapeutiques des polyphénols :

Les maladies infectieuses et parasitaires constituent un probléme de santé publique
a cause de leur fréquence et de leur gravité, les polyphénols jouent un réle important dans la
prévention de ces maladies dégénératives telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires,
inflammatoires et neurodégénératives ainsi les flavonoides surtout sont également connus
pour leurs effets antiallergiques (Basli., 2012 ; Mezni et al., 2018 ; Chira et al., 2008 ;
Ghedira, 2005).

Les polyphénols présents dans lentisque représentent une source intéressante pour le
développement de nouveaux agents antioxydants, anti-inflammatoires et anticancéreux
(Remila., 2015),

111.2. Réle des polyphénols dans les plantes :

Les composés phénoliques ont un réle important dans la croissance des plantes et la
lutte contre I’infection causée par les champignons ou par des bactéries, ils protegent les
plantes les rayonnements solaires (par 1’absorption rayonnements UV), agissent comme des
pigments ou des co-pigments, sont a l'origine des golts amers et astringents afin de repousser
les animaux herbivores, ainsi ils permettent aux plantes de se défendre contre les phénomeénes
d’oxydation, certaines agressions extérieures et contre le pourrissement (Sarni, 2006 ;
zaghad, 2009 ; Menat, 2006).
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Matériel et Méthodes

I. Matériel végétale :

Les baies de lentisque sont récoltées selon les conditions réunis dans le tableau 1V.

Le choix des fruits a été porté sur des arbustes dont le stade de pigmentation des baies a été

semi-noir ou noir. Les fruits sont lavés et séchés avant ’extraction de ’huile.

Tableau IV : Récapitulatif des conditions de récoltes.

Nom Date de Lieu Oraanes Stade de Saison Milieu
Botanique récolte g maturation végétatif
Pistacia Décembre | Wilaya de Bejaia Graines I;reu::t(s)uTeltrrs Hiver Forét

lentiscus 2019 (Barbacha) noir

L’extraction de I’huile de pistachier a été effectué¢ par pressage des graines selon une
méthode traditionnelle. Le marc a été séparé et récupéreé, ensuite étalé et séché a I’air libre.
Aprés séchage, une certaine quantité a été prise et broyé a I’aide d’un broyeur électrique
jusqu’a I’obtention d’une poudre, puis tamisée par un tamis manuel dont les dimensions des
pores sont < 500 um (poudre lisse sans grumeaux), cette derniére a été conservée dans une

boite en verre en attendant d’étre analysée (figure 10).

Graines de
Pistacia
Séchagy Pressage \
_— _
Tourteau ( Hui.Ie e
w ) 7 lentisque

Q Tamisage
N

S’

Tamis

Broyeur Poudre

Figure 10 : Schéma détaillé du protocole suivi pour obtenir la poudre de Pistacia.
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I1. Méthodes expérimentales :

I1.1. Extraction des composees phénoliques par sonication :

L’extraction par ultrasons peut étre utilisée dans une variété de substrats végétaux pour
extraire des antioxydants, y compris des composes phénoliques. De maniére générale, le

rendement et la cinétique d’extraction sont améliorés (Chemat et al., 2011).

L’extraction des composés phénoliques a partir des graines de Pistacia lentiscus a été
réalisée a I’aide d’un équipement a ultrasons de Puissance de chauffage : 100W, Puissance
ultrasonique : 120W, et de Fréquence : 40 kHz. Dans les liquides, la propagation des ondes
provoque un cycle continu de compression (haute pression) et de raréfaction (basse pression).
Cette différence de pression provoque un mouvement dans le fluide. Lors d’un cycle de
raréfaction, les bulles de cavitations vont se former a partir des noyaux de gaz existant dans le
fluide. Ces bulles formées, grossissent et implosent prés d’une surface solide, I’implosion de
la cavité est asymétrique et produit des jets de liquide a grande vitesse ce qui perturbe les

parois des cellules biologiques, facilitant ainsi la libération du contenu (Chemat et al., 2011).

rarGfaction raréfaction raréfaction raréfaction raréfaction

- - N

compression compression compression compression compress:on Comp'L‘EBiDﬂ

Apparition o wmplosion
desbulles * 3 L4 . ‘, “7/\\ des bulles
T
Augmentation Dimensions
dela taille des bulles instables

Figure 11 : Représentation des bulles de cavitation sous 1’effet des ultrasons

(Mason & Paniwnyk, 2000).

ITI. Optimisation des conditions de I’extraction des polyphénols :

I11.1. Essais préliminaires :

Des essais préliminaires sont effectués, selon le modele classique d’extraction en variant
un parameétre et fixant les autres Ces essais préliminaires sont effectués sur poudre de noyaux
de Pistacia lentiscus. Le solvant utilisé est 1’éthanol qui est un solvant polaire non toxique trés

utilisé dans ’extraction des composés phénoliques.

Afin de pouvoir choisir la meilleure concentration, pour extraire les composés
phénoliques de la poudre des graines de Pistacia lentiscus, une série d’essais est réalisée avec

quatre concentrations d’éthanol : 20%, 40%, 60% et 80%.
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L’extraction est effectuée en utilisant 1g de poudre dans 20ml de solvant pendant 20
min a 40°C. Le choix de la concentration d’éthanol adéquate est déterminé selon la teneur en
polyphénols totaux extraite. Puis on joue sur la température en gardant les mémes conditions,

et de la méme facon on détermine la meilleure concentration et la meilleure température.

Aprés avoir identifié les parametres précédents, le temps et le ratio optimale pour

I’extraction ont été déterminé.
Les données des conditions d’extraction sont mentionnées ci-dessous :
» Concentrations d’éthanol : 20%, 40%, 60% et 80%.
» Températures d’extraction : 20°C, 40°C, 60°C puis 70°C.
» Temps d’extraction : 5min, 10min, 15min, 20min, 35min, 70min et 120min.
» Ratio : 10ml /g, 20 ml/g, 30ml/g, 40 ml/g et 50ml/g.

La figure suivante présente le protocole détaillé de I’extraction des polyphénols totaux de

la poudre des fruits de Pistacia lentiscus :

1g de la poudre fine

1

Ethanol + Eau distilée

e [

AE—a
Sonication dans un bain ultrasons pendant un
i temps 2 une température appropriée

Filtration avec un papier filtre

4

Centrifugation pendant 10min a

l?‘%‘

- a 3500rpm
- 3

Récupération du surnageant

Figure 12 : Protocole d’extraction des polyphénols totaux de la poudre des fruits.
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I11.2. Plan d’expérience :

Les plans d’expériences permettent de mieux organiser les essais accompagnant la
recherche scientifique ou les études industrielles, et d’obtenir le maximum d’informations

avec un minimum d’expérimentations (Goupy & Creighton, 2005).

Dans le cadre de notre étude le type de modele choisi est le plan de Box-Behnken, qui

est un modéle de second degré a plusieurs variables, facile a mettre en ceuvre (Goupy &

Creighton, 2005).

L’étude préliminaire menée a permis la détermination du domaine expérimentale en

fixant les niveaux bas et haut de chaque variable affectant le rendement de 1’extraction.

Trois facteurs (A, B, et C) a trois niveaux (-1, 0 et +1) sont appliqués pour optimiser

I’extraction des polyphénols a partir de la poudre (Tableau V).

15 expériences ont été réalisées de maniere a pouvoir estimer le modele mathématique

de la réponse étudiée.

Tableau V : Variables indépendantes et niveaux de facteurs affectant I’extraction assistée par
ultrasons.

Niveaux des facteurs
Les variables indépendantes
-1 0 ol
A : Concentration d’éthanol 20% 40% 60%
B : Température d’extraction 20°C 40°C 60°C
C : Temps d’extraction. 15min 60min 105min

111.3. Dosage des polyphénols totaux :

111.3.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux :

La teneur en composés phénoliques du marc de Pistacia lentiscus est estimée par la

méthode de Folin-Ciocalteu en utilisant 1’acide gallique comme standard.
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% Principe :

Le Folin-Ciocalteu est un réactif compose de deux acides (acide phosphotungstique et
acide phosphomolybdique qui se réduit en milieu basique en tungsténe et en molybdene par

les composés phénoliques, conduisant a I’apparition d’une couleur bleue (Boizot et al., 2006).

L’intensité de cette coloration est proportionnelle avec le taux des composes

phénoliques présents dans le milieu
% Mode opératoire :

Un volume de 200ul d’extrait a été ajouté a un volume de 1ml de Folin-Ciocalteu (dilué
10 fois). Aprés 5 minutes d’agitation rigoureuse au vortex, 1ml du réactif de carbonate de
sodium Na,COs; (6%) a été additionné au mélange. Les mélanges ont €té incubé ensuite
pendant 30 minutes a température ambiante. L’absorbance a ét¢ mesuré a 750nm par un
spectrophotometre UV contre un échantillon a blanc sans extrait. Toutes les mesures ont été
réalisé en trois exemplaires. Le protocole de dosage des polyphénols totaux est illustré dans la

Figures 13.

La concentration en composes phénoliques totaux des extraits de Pistacia lentiscus a été
calculée a partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique par 1’équation de régression (y =

10,01x . 0,03).

200pl d’échantillon + Iml du Folin-
Ciocalteu

l Agitation pendant S min

1 ml de Carbonate de
Sodium Na:Co: (6%)

l Incubation pendant 30 min

- Lecture au spectrophotométre a
une longueur d’onde: 750 nm

Figure 13 : Protocole expérimental du dosage des polyphénols.
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IV. Evaluation de I’activité antioxydante des polyphénols :

IV.1. Piégeage du ABTSe* (2,2’-azynobis- [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid]) :

% Principe :
Cette méthode est basée sur la capacit¢ d’un antioxydant a piéger le cation radical
ABTS<* (2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) de coloration bleue verte en le
transformant en ABTS-H + incolore, par un don d’hydrogéne. La décroissance de

I’absorbance causée par I’antioxydant reflete la capacité de capture du radical libre
(Antolovich et al., 2002).

< Le mode opératoire

Une solution d’ATBS a été préparée avec 7mM et 2,45 mM de persulfate de potassium
dans 25 ml d’eau distillée, qui a été incubée a I’obscurité pendant 12-16 h a 4°C avant
utilisation. Cet intervalle de temps permet la génération du radical ABTS<*. La solution
obtenue est bleue verte et stable. La solution d’ABTS concentrée a été diluée avec de
1’éthanol 96 % pour donner une solution avec une absorbance finale de 0,70 + 0,002 a 734 nm

(Deing et al., 2017). Le mode opératoire est détaillé dans la figure 14.

200ul d’échantillon + 1ml du
Folin-Ciocalteu

l Agitation pendant 5

1ml de Carbonate de
Sodium Na.Cos

l Incubation pendant 30

‘ @ Lecture au spectrophotométre a

\\_.://. une longueur d’onde : 750

Figure 14 : Protocole du test d’ABTS.
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Le pouvoir anti-radicalaire de I’extrait a été exprimé en pourcentage d’inhibition du

radical ABTSe* par la relation suivante :

P1% = [(Abs contrdle -Abs Echantillon) / Abs controle] x100

Abs Echantillon : Absorbance des extraits, apres 30 minutes, a 734 nm.
Abs Contrdle : Absorbance du contréle apres 30 minutes a 734 nm.
Analyse statistique

Les évaluations statistiques ont utilisé¢ I’analyse de variance a sens unique (ANOVA).
Les résultats ont été considérés comme statistiquement significatifs a p < 0,05 Le logiciel JIMP

version 10 a été utilisé dans le travail d’optimisation.
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Chapitre 1V Résultats et discussion

I. Extraction par ultrasons :

L'extraction assistée par ultrasons (EAU) est largement utilisée ces derniers temps
pour ses avantages, sa capacité a utiliser moins ou pas de solvant organique, sa nature en tant
que méthode d'extraction physique, sa simplicité d'opération, son efficacité d'extraction, sa
capacité a preserver l'activité biologique des composés extraits, moins de dépendance au
temps, et sa capacité a €tre mis en ceuvre au niveau industriel, entre autres., il est nécessaire
d'optimiser le protocole d'extraction pour s'assurer que les meilleurs résultats sont obtenus en
termes de rendements d'extraction et de préservation des activités biologiques. Les résultats
des EAU dépendent largement du type de matériel végétal, du solvant d'extraction et des
parameétres d'extraction. Cela signifie que pour chagque matériel végétal des conditions

s’extraction doivent étre optimisé (Dzah et al., 2021).

II. Etudes préliminaire pour la sélection de conditions d’extraction

appropriées :

Les etudes préliminaires permettent la détermination du domaine expérimental pour

chaque variable indépendante ce qui permettra la construction du plan d’expérience.
11.1. Effet de la concentration du solvant :

Les propriétés physico-chimiques des solvants d'extraction utilisés pour les EAU sont
importantes car elles définissent la nature du milieu d'extraction et interagissent avec le

matériau traité et les composeés extraits (Dzah et al., 2021).

Le mélange solvant-eau semble trés efficace pour I’extraction des polyphénols, car
I’eau en combinaison avec le solvant contribue a la création d’un milieu modérément polaire
qui assure a la fois 1’extraction des composés phénoliques et la préservation de leur activité

antioxydante (Chirinos et al., 2007).

L’¢thanol a été utilis¢ dans cette étude pour son aptitude a extraire les composés
phénoliques et pour sa faible toxicité envers ’homme et I’environnement. Cependant, il est
aussi important de déterminer sa concentration idéale. Donc on réalise plusieurs extractions
dans les mémes conditions, en variant la concentration de 1’éthanol, 1’influence de cette

derniére sur le rendement en composes phénoliques totaux est illustrée dans la figure 15 :
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Figure 15 : Effet des différentes concentrations de I'éthanol sur I'extraction des polyphénols.
La barre verticale représente I'écart-type. La valeur représente la moyenne de 3 mesures + écarts type
Les valeurs avec les différentes lettres (a-b-c-d) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes
variétés. Les résultats sont classés en ordre descendant : a>b>c>d.

L’¢étude statique a montré que la teneur maximale en CPT (63,20mg EAG/g) a été
obtenu avec de 1'é¢thanol a 40%, alors que I’éthanol 80% a donné le taux le plus bas de

21,51mg EAG/g de poudre.

L’éthanol a 40% étant le plus efficace pour I'extraction des composés phénoliques
totaux est fixé pour les expériences de 1’étude préliminaire, la gamme de concentration de 20-

60% a été choisie pour les essais de MSR.
11.2. Effet du temps sur ’extraction :

Le temps d’extraction est un paramétre trés important dans la procédure d’extraction
des polyphénols, il peut varier de quelques minutes a 24 heures. Le temps pendant lequel le
solvant et le matériel végétal sont mis en contact peut influencer la libération successive de
solutés a partir de la matrice végétale vers le solvant, donc cela affecte 1’efficacité de

I’extraction (Lapornik et al., 2005 ; Lee et al., 2005 ; Michiels et al., 2012).
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Figure 16 : Effet du temps sur I'extraction des composés phénoliques.

La barre verticale représente [I'écart-type. La valeur représente la moyenne de 3 mesures + écarts type

Les valeurs avec les différentes lettres (a-b-c-d) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes
variétés. Les résultats sont classés en ordre descendant : a>b>c>d.

La teneur en CPT augmente de 40,49 mg EAG/g a 71,46 mg EAG/g avec le temps
d’extraction allant de 5 a 20 min et au de-l1a de 20 min la teneur en CPT diminue jusqu’a ce
qu’elle atteigne 46,12 mg EAG/g vers120 min (figure 16). On peut déduire qu’un temps de
contact prolongé n’améliore pas toujours I’efficacit¢é de I’extraction en favorisant la

détérioration des composeés phénoliques (Santos-Buelga et al., 2012).

Le temps de 20 min a été choisi pour les prochains essais a facteur unique, tandis que

la gamme 15-105 min a été choisie pour les essais de MSR.
11.3. Effet de la température :

La température est un facteur important affectant I'extraction des composés bioactifs
de la matrice végétale. Le chauffage pourrait ramollir le tissu végétal et affaiblir les
interactions phénol-protéine et phénol-polysaccharide, donc plus de polyphénols migreraient
dans le solvant, cela pourrait expliquer 1’augmentation du rendement en TPC lors de

I’augmentation de la température (Mokrani & Madani, 2020).

L’étude statistique (figure 17) a montré que de la teneur en TPC diminue de 92,63mg
EAG/g a 24,06mg EAG/g de MS proportionnellement avec I’augmentation de la température
allant de 20 60, éventuellement en raison de la dégradation des composés phénoliques a des
températures élevées (Careri et al., 2000). Une Iégere augmentation de TPC a été observée a

70°C. Donc on a procédé a la sélection de la meilleure température qui est 20°C.
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Figure 17 : Effet de la température sur I'extraction des polyphénols.

La barre verticale représente [I'écart-type. La valeur représente la moyenne de 3 mesures + écarts type

Les valeurs avec les différentes lettres (a-b-c-d) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes
variétés. Les résultats sont classés en ordre descendant : a>b>c>d.

11.4. Effet du ratio :

Le volume de solvant doit toujours étre suffisant pour garantir que I'ensemble de
I'échantillon est immergé pendant le processus d'extraction. En général, dans les techniques
d'extraction conventionnelles, un volume de solvant plus élevé augmente la performance
d'extraction (Mandal & Mandal, 2010).

Dans la présente étude il a été procédé a la détermination du ratio volume du solvant
d’extraction / poids de la poudre du marc, en fixant le solide a 1g (la poudre) et en variant le
liquide : 10, 20, 30, 40 et 50 ml. Les autres parameétres déterminés précédemment ont été
fixés. Le meilleur ratio d'extraction a été choisi sur la base de la valeur la plus élevée en
polyphénols totaux (Figure 18).

D’aprés ces résultats et 1’étude statistique, on conclue que le ratio idéal pour
I’extraction optimal des polyphénols est (1/30) qui est 1g de poudre dans 30ml du solvant
avec une teneur en polyphénols extraite de 64,0lmg EAG/ g de MS. le ratio 30 ml/g a été
sélectionné pour I'optimisation MSR.
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Figure 18 : Effet du ratio (liquide / solide) sur I'extraction des polyphénols.

La barre verticale représente [I'écart-type. La valeur représente la moyenne de 3 mesures + écarts type

Les valeurs avec les différentes lettres (a-b-c-d) sont significativement différentes (Tukey, p < 0.05) pour les différentes
variétés. Les résultats sont classés en ordre descendant : a>b>c>d.

II1. Optimisation de la procédure d’extraction assistée par ultrasons :
I11.1. Plan d’expérience :

La méthodologie de surface de réponse (MSR) est un ensemble de techniques
mathématiques et statistiques qui permet d'optimiser les processus et d'évaluer les effets de
différentes variables. Le principal avantage de la MSR est de réduire le nombre d'expériences
nécessaires a l'évaluation des variables et de leurs interactions. Le plan d’expérience Box
Bhenken (BBD est une technique multivariée de second ordre impliquant un plan factoriel
incomplet a trois niveaux. Comparé a d'autres conceptions RSM, le BBD est plus efficace et

plus facile a organiser et a interpréeter des expériences (Feki et al., 2021).

En se basant sur les observations des études préliminaires, les gammes de chaque
variable indépendant (concentration en éthanol, temps d’extraction et température)

influencant le CPT ont été choisies.

Dans le cadre de notre étude, 15 expériences dont trois répétitions au point central ont
été réalisées et exprimé dans le tableau suivant :
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Tableau VI : Conception composite centrale a trois facteurs et trois niveaux utilisée pour le

MRS et données expérimentales des réponses étudiées des extraits de graines de Pistacia lentiscus.

. Concentration en Tempeérature Temps CPT

ssal éthanol (%) (°C) (min) (mg /g PS)
1 60 40 105 80,07
2 40 40 60 88,39
3 20 60 60 78,4
4 60 40 15 58,89
5 40 60 105 97,17
6 40 40 60 85,39
7 20 40 15 51,31
8 60 20 60 85,22
9 40 40 60 81,89
10 40 20 105 98,85
11 40 60 15 66,29
12 20 40 105 72,35
13 20 20 60 88,96
14 40 20 15 70,68
15 60 60 60 93,69

Les résultats de la présente étude, montrent que les teneurs en composés phénoliques
varient de 51,31 a 98,86mg EAG/g de MS, impliquant que les facteurs ont une influence

significative sur le rendement d’extraction de ces composés bioactifs.
I11.2. Modéle mathématique :

C’est un modele polynomial de second ordre développé en mesurant I'association entre

la réponse et les variables indépendantes (Feki et al., 2021).

Le mod¢le mathématique qui relie le rendement de 1’extraction des TPC a partir du marc du

lentisque par ultrasons est représenté par la relation suivante :

TPC= + 85,22 + 3,36*A - 1,02*B + 12,66*C + 4,76*AB + 0,035*AC + 0,68*BC -9,47*A? + 9,47
B2 -11,44*C?
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I11. Ajustement du model et signification des variables :

Pour évaluer la qualité de l'ajustement du modéle, différentes analyses statistiques
descriptives telles que le coefficient de détermination (R?), le coefficient de détermination
ajusté (Adj R?), le coefficient de détermination de prédiction (Pred. R?) et le coefficient de
variation (CV) ont été utilisés (Tableau VI1). La valeur R? était de 0,98, ce qui implique que
la variation de I'échantillon était statistiquement significative a 98% et que seulement 2%
(approximativement) de la variance totale ne pouvait étre expliquée par le modéle. En d'autres
termes, un coefficient de détermination proche de 1 indique un degré élevé de corrélation
entre les données observées et prédites (Figure 19). L’Adj R? et le Pred R? de CPT étaient
également satisfaisants pour confirmer I’importance du mod¢le. Le Pred R? était en accord

raisonnable avec I’Adj R?, la différence entre les deux paramétres est inférieure a 0,10.

Le coefficient de variation (CV) décrit la mesure dans laquelle les données ont été
dispersées. En général, une petite valeur de CV donne une meilleure reproductibilité, et un
CV éleveé indique que la variation de la valeur moyenne est élevée et ne développe pas de
maniére satisfaisante un modele de réponse adéquat. En regle générale, le CV ne devrait pas
étre supérieur a 10%. Le CV se situait dans la plage acceptable (Liyanapathirana &
Shahidi, 2005 ; Prakash Maran & Manikandan, 2012).

Tableau VII : Parameétres descriptifs de I'ajustement du modele.

Std.Dev 3,47 R-carrés 0,98
Moyenne 79.84 R-carré ajusté 0,93
CV % 4,35 R-carré prédictif 0,74

100

90

80

TPC Observé

70

60

50

50 60 70 80 920 100
TPC Prévue RMSE=3,4731 R carré=0,98 P-
value=0,0014

Figure 19 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prédites.
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La signification de chaque coefficient a été déterminé en utilisant la valeur p. Cette

derniere est utilisée comme un outil pour vérifier la signification de chaque coefficient et la

force d'interaction entre deux variables indépendantes. La valeur p inférieure a 0,05 indique

que les termes du modele sont significatifs. L’analyse de la variance montre que le modéle

quadratique adopté est adéquat pour prédire le rendement de 1’extraction des composés

phénoliques a partir du marc par les ultrasons.

Tableau V111 : Analyse de la variance (ANOVA) des expeériences expérimentales.

Source Sum of df Main Square F-Value P-value Prob >
squares F
Modele 2592,05 9 288,01 23,88 0,0014
A
Concentration 90,12 1 90,12 7,47 0,0411
d’éthanol
ITD’ 8,32 1 8,32 0,69 0,4440
Tempeérature
C 1281,95 1 1281,95 106,28 0,0001
Temps
AB 90,54 1 90,54 7,51 0,0408
AC 4,900E-003 1 4,900E-003 4,062E-004 0,9847
BC 1,84 1 1,84 0,15 0,7125
A? 243,70 1 243,70 20,20 0,0064
B2 331,01 1 331,01 27,44 0,0034
c? 483,58 1 483,58 40,09 /
Résiduel 60,31 5 12,06 / /

111.4. Effets des facteurs :

111.4.1. Effet linéaire :

La concentration d’éthanol (A) (p< 0,0411) et le temps d’extraction (c) (p< 0,0001)

ont un effet hautement significatif sur le taux de CPT extrait. Cependant la température (B)

(p < 0,440) n’a pas un effet significatif.
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111.4.2. Effet d’interaction :

Les résultats de la présente étude, montrent que 1’interaction qui posséde une influence
hautement significative sur 1’extraction des polyphénols de la poudre étudiée est A et B
concentration de 1’éthanol-température avec une probabilité de p= 0,04. Cependant I’impact
est non significatif pour les interactions AC et BC de probabilités p=0,9847 et
p=0,7125 respectivement.

111.4.3. Effet quadratique :

D’apreés les résultats du tableau VIII, les effets quadratiques A2 (concentration?), B2
(température?), C2 (temps?) sont hautement significatif sur la teneur en CPT, extraite de la
poudre de graines de Pistacia lentiscus avec des probabilités respectives de p = 0,0064 ; p =
0,0034 et p = 0,0014.

I11.5. Analyse de la surface de reponse :

Les résultats illustrés dans la figure 20 montrent que la teneur en TPC atteint sa valeur

maximale lorsqu’on utilise une concentration d’éthanol de 45 a 55% et un temps allant de 80 a
100 min.
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Figure 20 : Surface de réponse pour I’interaction concentration en

éthanol/temps d’extraction sur la teneur en CPT.

32



Chapitre IV

Résultats et discussion

L'interaction entre la température et la concentration d’éthanol figure 21 montre que la

teneur en CPT est élevée quand la température est a 20 et 60°C en parallele avec une

concentration d’éthanol (de 45 a 55 %). On remarque une légére diminution du rendement a

une température d’environ 40°C.
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Figure 21 : Surface de réponse pour I’interaction concentration en

éthanol/température d’extraction sur la teneur en CPT.

Comme la figure 22 le montre, une augmentation du temps d’extraction de (80 a

100min) avec une température de 20°C et 60°C améliorent La teneur en TPC. Mais a une

température de 30 a 40°C et un temps d’extraction inferieur a 35min, une diminution de TPC

a été remarquée.

TPC (mg GAE/gPS)

B: Temperature (°C)

15 20

Figure 22 : Surface de réponse pour I’interaction /température

d’extraction/temps d’extraction sur la teneur en CPT.
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IV. Conditions d’extraction optimales :

En utilisant un modele quadratique pour décrire I'expérience, nous avons optimise trois
variables expérimentales pour une extraction maximale des composés phénoliques du marc de

Pistacia lentiscus.

L’optimisation a I’aide de la fonction de désirabilité (figure 23) a indiqué que les conditions
optimales pour 1’extraction des composés phénoliques avec une désirabilité de 0,97 étaient les

suivantes :

e Solvant d’extraction : Ethanol 50%.
e Température d’extraction : 60°C.

e Temps d’extraction : 86min.

100
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O 99,59298 80
& [93,16249,
106,0235] 0
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£0974048 05
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0
o o o o [ole] o o o o O o o o o O LN n n —
eV} m < N oA ™M < N O A < © [o0] o [QV] o N~
50,01238 o © ©
Ethanol 60 86,30463
concentration Temperature Time Désirabilité

Figure 23 : Profils pour les valeurs prédites et la fonction de désirabilité.

V. Validation du modele :

Les conditions optimisées obtenues par MRS ont été utilisées pour valider le modéle
prophétique d'extraction des CPT a partir du marc de lentisque. Le tableau X montre que les

valeurs expérimentales sont raisonnablement proches des valeurs prévues confirmant la
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validité et I'adéquation du modéle prévu. Il n’existe pas une différence significative entre la

valeur prédite et la valeur expérimentale.
Tableau IX : Conditions optimales pour 1’extraction des CPT (mg EAG/g) du marc de

Pistacia lentiscus.

Concentration Temperature d’er;?gfti on Valeur predite Exp;?:ﬁg:]tme
s A 0, °
déthanol (%) (°C) (min) (Mg EAGID) |~ g EAGIG)
CPT (mg
e 50 60 86 99,59+12,84 97,96+10,25

VI. Evaluation de I’activité antioxydante :

Les extraits de I’huile de lentisque présentent une activité antioxydante vis-a-vis du
radical ABTS trés proche a celle du Trolox (l'acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-

tétraméthyl-2H-1-benzopyran-2-carboxylique), qui est un analogue hydrophile de la vitamine

E. Cela montre que 1’extrait du marc de lentisque est riche en molécules antioxydantes.

Tableau X : Activité antioxydante de 1’extrait du marc de lentisque comparé au Trolox.

Extrait du marc de lentisque

Trolox

1Cs0 ABTS
(mg/ml)

0,585

0,460
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Conclusion

Cette étude a été menée dans le but d’extraire des composés phénoliques par ultrasons
a partir du marc de Pistacia lentiscus, en optimisant les conditions d’extraction afin d’élaborer

un procédé simple, rapide et efficace.

Un plan Box-Behnken, a ét¢é mis en place pour étudier I’effet de trois variables
indépendantes : concentration de 1’éthanol (%), temps (min), et température (°C) sur
I’extraction des composés phénoliques totaux afin de définir un modele mathématique
permettant I’optimisation des conditions d’extraction. Une étude préliminaire a été effectuce
en variant un parametre et fixant les autres, ce qui a permis de définir les niveaux hauts et bas

pour chaque facteur. Cette approche a permis de tirer les conclusions suivantes :

Le plan Box-Behnken a permis d’identifier les meilleurs paramétres d’extraction :

éthanol 50%, a une température de 60°C pendant un temps d’extraction de 86min.

Le taux des composes phénoliques retrouvés, sous les conditions optimales, est de
97,96+10,25mg EAG/g de PS.

Le pouvoir anti radicalaire ABTS+ des extraits du marc de Pistacia lentiscus étudiées,

a révélé une valeur de 1Cso= 0,585 mg /ml qui est trés proche a celle du Trolox 0,460 mg /ml.

En conclusion, les ultrasons ont assuré la facilité d’extraction par apport aux méthodes
conventionnelles, et les rendements étaient meilleurs dans la plupart des cas. Les résultats
obtenus indiquent que le marc de Pistacia lentiscus contient des quantités significatives de
composés phénoliques.

Ces constituants pourraient étre isolé pour étre utilisés comme antioxydants naturels
pour la fabrication des produits alimentaires fonctionnels, ou pour servir d’additifs dans les

systémes alimentaires afin d’augmenter leur durée de vie.

Perspectives :

e La caractérisation des polyphénols présent dans le marc de Pistacia lentiscus.

e Utilisation d’autres méthodes pour 1’extraction des composés phénoliques : extraction par

microonde.
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Figure 02: Structures chimiques des anthocyanes de fruits de Pistacia lentiscus cyanidine 3-

O-glucoside (a), Delphinidine 3-O-glucoside (b) et cyanidine 3-O-arabinoside (c).
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Figure 03 : Courbe IC so.

Tableau I : Matériels et appareillage utilisés au cours du travail.

Materiel Appareillage
Tubes a essais Tubes & essali Balance de précision
Becher Micropipettes
Eprouvettes graduées Centrifugeuse
Papier filtre Tamiseur
Entonnoirs Spectrophotomeétre
Fioles Vortex
Pipettes graduées Plague magnétique agitatrice

Tableau |1 : Solutions et réactifs utilisés au cours du travail

Solutions

Eau distillé
Folin-Ciocalteu (1/10)
Carbonate de Sodium

ABTS



Résumé

La présente étude est portée sur [’optimisation de I’extraction des composés
phénoliques des extraits du marc de Pistacia lentiscus par la méthodologie de surface de
réponse en utilisant le plan Box-Behnken (BBD). Les conditions expérimentales optimales
permettant une maximisation de I’extraction des polyphénols (97,96+10,25mg EAG/g de PS)
par bain ultrason étaient : éthanol 50% comme solvant d’extraction pour un temps
d’extraction de 86min et une température de 60°C. La valeur expérimentale était trés proche
de la valeur prédite ceux que confirme la validité du modele mathématique obtenu. Le
pouvoir anti radicalaire ABTS+ de I’extrait du marc de Pistacia lentiscus étudiées, a révélé

une valeur de ICso= 0,585 mg /ml trés proche a celle du Trolox 0,460 mg /ml.

Mots clés : Pistacia lentiscus, composés phénoliques, optimisation, extraction, Box-

Behnken, ultrasons.

Abstract

The present study is focused on the optimization of the extraction of phenolic compounds
from the extracts of Pistacia lentiscus’s marc by response surface methodology using the
Box-Behnken design. The results showed that the highest TPC yield (97,96 mg GAE/g DP)
was obtained with ethanol concentration of 50%, extraction time of 86 min, temperature of
60°C. The experimental values were reasonably close to the predicted values confirming the
validity of the predicted models. The ABTS+ radical scavenging activity of lentisk (ICso =
0.585 mg/ml) was close to Trolox value (IC50=0,460 mg/ml).

Keywords: Pistacia lentiscus, phenolic compounds, optimization, extraction, Box-Behnken,

ultrasound.



