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Introduction

Dans les dernieres décennies, I'étude des plantes médicinales et leur utilisation
traditionnelle dans différentes régions du monde connaissent un regain d’intérét. Cette
utilisation demeure le recours principal pour une grande majorité des populations pour résoudre
leurs problémes de santé, non seulement du fait qu’elles constituent un élément important du
patrimoine culturel, mais aussi pour les raisons de moyens financiers limités (El Yahiaoui et
al., 2015).

Les radicaux libres, les especes réactives de 1’oxygene (ERO), le stress oxydant et les
antioxydants, deviennent des termes de plus en plus familiers pour les spécialistes de la santé
et méme pour le large public. Ces dernieres années, de nombreuses informations ont été
rassemblées sur le r6le du stress oxydatif dans I'induction d'un certain nombre de maladies
graves, telles que certains cancers, les maladies cardiovasculaires et dégénératives associées au
vieillissement (Charef et al.,2008).

Les recherches actuelles ont montré que les plantes sont une source efficace
d'antioxydants naturels tels que les polyphénols et les vitamines, qui peuvent étre impliqués
dans le maintien de la santé humaine gréace a leurs différentes propriétés. Les compétences des
polyphénols a piéger ces radicaux libres, précurseurs du stress oxydatif, a fait 1’objet de
nombreuses études. L’intérét porté sur ces CoOmposés s’est accentué aujourd’hui en raison de

leur implication dans le domaine thérapeutique (Arab et al.,2014).

Notre étude consiste en une contribution a la valorisation de Pistacia lentiscus L, trés
répandu dans I’Afrique du Nord et particulierement en Algérie. Cette enquéte a concerné
I’utilisation de 1‘huile végétale a partir des fruits de cette plante concréte en médecine
traditionnelle. Ce travail s’est intéressé par la suite d’une part, a 1’étude phytochimique et a
1‘évaluation de 1‘activité antioxydante de 1’huile végétale de Pistacia lentiscus par trois tests,
notamment 1’activité scavenging du radical DPPH, le test de blanchiment de B-caroténe et la

capacité antioxydant totale.
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l. Etude caractéristique de Pistacia lentiscus L
I.1. Géneralités

Le genre botanique Pistacia (les pistachiers) regroupe neuf espéces d’arbustes
appartenant a la famille des Anacardiacées. Cette famille regroupe 600 espéces réparties en 70
genres selon la classification de Watson et Dallwiz. D'origine asiatique ou méditerranéenne, les
pistachiers sont des arbustes dioiques (fleurs méales et femelles poussant sur des arbustes
différents) (Bougherara, 2015).

P. lentiscus L. est un arbuste caractérisé par une odeur forte, sa hauteur variée d'un a
huit metres, ou il contribue a la formation de foréts, broussailles, maquis et garrigues. 1l est
largement utilisé dans la région méditerranéenne et pousse sur tous types de sols (Bachrouch
et al., 2015).

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, en lI'occurrence Pistacia

terebinthus, Pistacia vera, Pistacia atlantica et Pistacia lentiscus (Quezel et Santa, 1962).
1.2. Classification de la plante

La systématique de Pistacia lentiscus est décrite dans le Tableau ci-dessous :

Tableau | : Classification botanique de Pistacia lentiscus L. (Nahida et al., 2012)

Regne Plantae
Embranchement Spermatophyta
Super-division Angiospermae
Division Magnoliophyta
Classe Dicotyledones
Ordre Sapindales

Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia

Espéce Pistacia lentiscus L

Pistacia lentiscus L. est marqués par des carences en nutriments et en eau, ainsi que par
le rayonnement solaire et des températures élevées prolongées (Bhouri et al., 2010). Quant a
la nomenclature de Pistacia lentiscus, le nom du pistachier vient du grec pistaké « pistachier»

qui signifie cet arbrisseau, et le nom lentisque vient du latin « lentus » qui signifie visqueux. Il
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est connu aussi par d’autres appellations comme : Darou, dherou ou drou en arabe local, thidekt

en kabylie, lentisque et arbre au mastic en francais et lentisk en anglais.

Figure 01 : Arbuste de Pistacia lentiscus L. (Original).

1.3. Description botanique de la plante

C’est une espece qui se caractérise par : Une écorce qui est rouge sur les jeunes branches
et devient gris avec le temps. Une fois coupée, la plante libére une résine incolore piquante avec
une forte odeur ; les branches tortueuses et pressées, forment une masse serrée ; les feuilles sont
persistantes, paripennées, de 4 a 10 folioles elliptiques, coriaces et pulpeuses, et le pétiole est
un peu ailé. Au mois de mai, on peut voir des pieds males et femelles séparés qui fleurissent en
grappes denses (Hans, 2007). Les fleurs sont strictement unisexes, regroupées en panicules
formées sur les branches de croissance de la saison précédente. Les fleurs méales (8-10 par
inflorescence) ont 1-2 lobes de périanthe et 8-10 étamines aux anthéres rouge foncé. Les fleurs
femelles (4-20 par inflorescence) sont verdatres avec deux bractéoles, 2-5 lobes périanthes, et
un ovaire uniloculaire contenant un ovule. La période de floraison a lieu entre mars et fin avril
(Zaouli et al., 2018) ; les fruits du lentisque sont de petites drupes d'environ 3 mm de long, de
forme globuleuse, a noyau unique contenant une pulpe savoureuse a l'odeur agréable (Ait
youssef, 2006). lls changent de couleur a différents stades de maturation ; initialement, ils sont

verts, virant au rouge a mi- maturité, et enfin noircissent a maturite.
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(B) (D)

Figure 02 : Différentes parties de la plante. (A) : Fruits rouges et noirs ; (B) : Résine ; (C) : Fruits
rouges ; (D) : Feuilles (Belfadel et al.,2009).

1.4. Répartition géographique du pistachier

Pistacia lentiscus L. est une plante médicinale, largement diffusé a 1’état sauvage dans les
écosystemes de la région méditerranéenne : en Algérie, en Tunisie, au Maroc, mais aussi en
Turquie, en France, en Espagne, en Italie et en Gréce jusqu’aux iles des caraibes (Khiari, et
al., 2018). Turquie, en France, en Espagne, en Italie et en Gréce jusqu’aux iles des caraibes

(Khiari, et al., 2018).

/”f"\ Rss S ”’\&

Figure 03: Distribution géographique de Pistacia lentiscus L. dans le monde (Al-Saghir,
2006).
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En Algérie, il s’étends des zones humides aux zones arides, présent en forét, seul ou
associé a d'autres especes d'arbres comme le térébinthe, I'olivier et le caroubier, dans toutes les
zones cotiéres ou dans les zones pierreuses du bord de mer (Harrat et al., 2018).

L.5. Etude chimique de I’espéce

Plusieurs études, dont le but était d’identifier et de caractériser des molécules
biologiquement actives, ont révélé que des extraits des différentes parties de Pistacia lentiscus
L. comprennent des composés responsables d’une variété d’activités biologiques. Ces derniéres
impliquent des composés phytochimiques bioactifs, notamment phénoliques (Boudieb et al.,
2019).

1.5.1. Fruits :

Selon Luigia et al. (2007), les fruits de Pistacia lentiscus contiennent 5,4 mg/ml
d’anthocyanines, principalement, le cyanidine 3-O-glucoside (70%), le delphinidine 3-
Oglucoside (20%) et le cyanidine 3-O-arabinoside (10%).

Des études menées par Hamad et al. (2011) ont montré que les protéines représentaient
5 % du poids des fruits de Pistacia lentiscus. Les principaux composants des extraits des fruits
de Pistacia lentiscus L sont les flavonoides, les tanins et les triterpenes, ainsi que les stérols et
les tocophérols. La composition minérale de ces fruits montre que la teneur en potassium est la
plus éleveée (2,67 alors que celles du sodium, calcium et phosphore sont de : 0,46, 0,37 et 0,004

% respectivement (Chaabani et al., 2019).
1.5.2. Feuilles :

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus L est caractérisée par la
présence de glycosides de flavonoles comme la quercétine, la myricétine, la lutéoline ainsi que
I'isoflavone génistéine. Elles contiennent 6 a 7 % de gallotanins de faible poids moléculaire,
comme l'acide gallique et les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3, 4,5-O-trigalloyl,
I'huile essentielle des feuilles contient de 1a B-caryophyllene (31,38%), du germacréne (12,05%)
et du y-cadinéne (6,48%). Ainsi de la longifoléne, le a-pinéne, le B-pinene, le y-cadinene, le
trans-B-terpinéol, le a- acomeol, le y-muurolene, la sabinene et le terpinén-4-ol (Romani et al.,

2002), ainsi que des stérols, des triterpenes et des saponosides (Bammou et al., 2015).
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1.5.3. Résines :

L’étude chimique du mastic a révélé la présence de polymere insoluble (1, 4-poly-p-
myrcéne) a 30% (Derong et al., 2016), des triterpénoides (qui sont les composants les plus

abondants), des phytostérols et des composés volatils (Pachi et al., 2020).

De plus, la composition d'eau de mastic (un ardme commercial obtenu au cours de la
distillation a la vapeur de la résine de mastic pour la production d'huile de mastic) a été analysé
par GC-MS, les principaux composés identifiés étaient la verbénone, du terpinéol, du linalol et
le trans-pinocarveol (Paraschos et al., 2011).

1.6. Effets thérapeutiques traditionnelles et aspects pharmacologiques

En fait, la valeur médicinale de Pistacia lentiscus. L dans la medecine populaire couvre
un large éventail de maladies, comprenant principalement les processus inflammatoires,
hépatiques, urinaires et neurologiques ainsi que les infections et les troubles gastro-intestinaux,
la cicatrisation des plaies (Leonti et al., 2015). En plus d'étre utilisé pour traiter I'nypertension,

le diabete, les maladies cardiaques, la toux, les maux de gorge et I'eczéma (Milia et al., 2021).

Les feuilles tendres et I’écorce sont administrées sous forme de fumée obtenue en les brilant
ou en les faisant bouillir, en particulier dans le cas d'arthrose, de bronchite et d'allergie. Et
comme remede contre les maux de dents et les inflammations gingivales en les administrant
en bain de bouche, en boisson ou en machant directement (Di Rosa, 2018).

Les fruits peuvent étre consommés crus mais on les emploie plutét sous forme de
préparations alimentaires. Les fruits non comestibles fournissaient une huile claire pouvant
servir a I’éclairage ; Ses fruits sont consommés en Tunisie pour apaiser le pyrosis (reflux

du liquide acide gastrique de 1’estomac vers 1’cesophage) (Boukef, 1986).

La résine est utilisée depuis environ 5000 ans pour différentes affections gastriques et

également comme encens, conservateur et édulcorant de I'haleine (Bozorgi et al., 2013).
1.7. Propriétés biologiques et pharmacologiques

De nombreuses études pharmacologique ont rapporté que les molécules contenues dans
les différentes parties (feuilles, fruits, partie aérienne) de cette plante ont de multiples activités

biologiques résumées dans le tableau Il suivant :
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Tableau Il : Activités biologiques et pharmacologiques de Pistacia lentiscus L.

Activités biologiques | Partie de Extrait / composeés Références
la plante
Fraction aqueuse du chloroforme | Atmani et al., 2009
Feuilles | et hexane
Anti_oxydante Acide dlga"lque Bhouri et al., 2010
Résine Extrait aqueux Sakagami et al., 2009
Triterpénes Assimopoulou et al., 2005
Feuilles Extraits aqueux, chloroforme, Dellai et al., 2013
Anti-inflammatoire ethyl acétate et méthanol
Fruits Huile végétale Ben Khedir et al.,2016
Antifongique Feuilles Huile essentielle Ismail et al., 2013
Feuilles Extrait méthanolique Chrysaavgi et al.,2008
Fruits Extrait phénolique
Antimicrobienne et — Mezni et al., 2015
.. Huile végétale
Antivirale
Feuilles Extrait éthanolique, fractions Mehenni et al., 2016
Antidiabétique aqueuse et organique
Fruits Huile végétale Djerrou et al., 2011
Hépatoprotective Feuilles | extrait éthanolique Dellai et al., 2013
Feuilles Extrait hydro-alcoolique Remila et al., 2015
Anticancereuse Résine Extrait éthanolique Balan et al., 2007
Feuilles Extrait enrichi en flavonoides Hayder et al., 2005
Antimutagéne
Fruits Acide gallique et 1,2,3,4,6- Abdelwahed et al., 2007
pentagalloylglucose
Anticholinestérasique | Feuilles | Extrait aqueux Benamar et al., 2010
Antigénotoxique Fruit acide digallique Bhouri et al., 2010
Pro-apoptotique Résine Huile de résine Loutrari et al., 2006
Anti-ulcere Fruits Huile végétale Naouar et al., 2016
Huile végétale Boukeloua et al., 2016
Cicatrisation Fruits

Djerrou et al., 2010

1.8. Huiles végétales

Les corps gras sont des esters naturels, formés a partir d’acides gras et de glycérol. C’est

une classe essentielle de notre alimentation, comprenant les huiles et les graisses qui

s’accumulent dans certains tissus animaux et végétaux. Ce sont des biomolécules caractérisées
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par leur insolubilit¢ dans 1’eau et solubilité dans les solvants organiques (éthers, hexane,

benzéne) et leur touché onctueux (huileux) (Mohtadji, 1989).

1.8.1. Définition

Les huiles végetales sont des corps gras liquides a la température 15°C ; de substances
majoritairement hydrophobes, solubles dans les solvants organiques apolaires ou peu polaires,
non volatiles (Lecerf, 2011) ; on parle alors d’huile fixe ou grasse (Karleskind, 1992). Ces
huiles se trouvent enfermées dans les cellules oléiferes sous forme de petites gouttes, et
s'extraient naturellement par compression a froid ou a chaud des matieres qui les contient (Salas
et al., 2009).

1.8.2. Composition de I’huile végétale

Une huile végétale se compose principalement de triglycérides et d'acides gras, ainsi que
d'autres substances lipidiques auxiliaires non glycéridiques, comme les hydrocarbures saturés
ou insaturés, des phytostérols, des alcools terpéniques, des alcools gras, des vitamines (vitamine
E). A coté de ces lipides simples, on retrouve aussi une quantité de lipides complexes, comme
les phospholipides et les glycolipides (Guichard, 1967). Les huiles végétales n’ont cependant
pas une composition fixe, car elles varient selon les arrivages, la génétique, la culture des

plantes et les saisons (Evrard et al., 2007).
1.9. Huile de fruits de Pistacia lentiscus L.
1.9.1. Définition

L’huile du fruit de Pistacia lentiscus L. est un liquide épais de couleur jaune vert ; récupéré
par décantation (Boukeloua, 2009). Elle n’est entiérement liquide qu’aux températures qui
varie de 32 et 34 C° ; au-dessous, elle laisse déposer une matiére blanche, susceptible de se
cristalliser, qui bient6t envahit la totalité de I’huile et la solidifie complétement (Leprieur,
1860).

1.9.2. Composition chimique

La fraction saponifiable de 1’huile de lentisque est constituée majoritairement par des
acides gras (mono et poly) insaturés ainsi que des acides gras saturés. D’autres substances
lipidiques auxiliaires constituent la fraction insaponifiable tels que : les tocophérols, les
phytostérols et des composes phénoliques (Dhifi et al., 2013).
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1.10. Composition saponifiable de I’huile de lentisque
1.10.1. Acides gras

La classe la plus importante des acides gras dans I’huile de Pistacia lentiscus L est
représentée par les acides gras mono-insaturés (52,4%), suivie par les acides gras saturée
(21,18%) et les polyinsaturés 11% (Dhifi et al., 2013).

Le principal acide gras est I’acide oléique (50 -72%), suivi de I’acide palmitique (23,2%)
et I’acide linoléique (21,7%) (Figure 4) (Djerrou et al., 2014). Les autres acides gras retrouvés
en faible quantités sont ’acide palmitoléique (1,3%), 1’acide stéarique (1,1%), I’acide
linolénique (0,8%), ’acide gadoléique (0,2%) et I’acide arachidique (trace). Quatre stérols ont
été trouvés dans I’huile fixe, le B-sitostérol (90%), le camestérol, le cholestérol et le stigmastérol
(Trabelsi et al., 2011).

\/\/\/\/\/\/\/\ Acide palmitique
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Figure 04 : Les trois acides gras dominants dans 1’huile de Pistacia lentiscus L (Colette et
Monnier, 2011).

1.10.2. Triglycérides

Les triglycérides représentent 95 a 98 % de lipides simples apolaires, ce sont des triples
esters d’acide gras et de glycérol. La majorité des triglycérides de 1’huile de Pistacia lentiscus

L. sont des formes mono et polyinsaturées (Cuvelier et Maillard, 2012).

Les principaux constituants sont le stéaroyloleyl-linoleoylglycerol (SOL) et le
palmitoyl-dioleylglycérol (POO) suivie par le stéaroyl-dilinoleoylglycérol (SLL) et le
palmitoyl-oleyl- linoleoylglycérol (POL) avec des quantités moindres le trioleylglycero (O0O),
I’oleyl-dilinoleoyl- glycerol (OLL), le dipalmitoyl-oleylglycerol (PPO), le palmitoyl-

'
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dilinoleoyl-glycérol (PLL), I’oleyl-dilinoleoyl-glyceérol (OLLn), le
dipalmitoyllinoleoylglycérol (PPL) et le trilinoleoyl-glycérol (LLL) (Dhifi et al., 2013).

1.10.3. Phospholipides

Les phospholipides sont des esters du glycérol dont les positions sn-1 et sn-2 sont
estérifiées par des acides gras et la fonction alcool en sn-3 est naturellement estérifiée par un
acide phosphorique lui-méme associé a un sucre (inositol) ou une amine (choline,
éthanolamine,sérine) (Belfadel, 2009). Quatre classes de glycérophospholipides ont été
détectées sur les fruits de Pistacia lentiscus L : I’acide phosphatidique (PA), la
phosphatidyléthanolamine (PE), le phosphatidylglycérol (PG) et le phosphatidylinositol (PI)
(Trabelsi et al., 2012).

I.11. Composition en insaponifiable de I’huile de fruit de Pistacia lentiscus L.
1.11.1. Tocophérols

Les tocophérols, ce que I’on appelle habituellement la vitamine E, constituent les
antioxydants liposolubles naturels (Iserin, 2005). L’alpha-tocophérol représente a lui seul 90%
de la totalité des tocophérols, mais on trouve également un peu de beta et gamma tocophérols,

alors que le delta tocophérol n’est présent qu’a 1’état de traces (Sherwin, 1976).
1.11.2. Phytostérols

Les stérols végétaux, également connus sous le nom de phytostérols, sont des graisses
communes a toutes les plantes supérieures (Bouic et Lamprecht, 1999). L’huile de lentisque
contient le B-sitostérol comme constituant majeur, suivi du cholestérol. Cependant, le
stigmastérol et d'autres stérols n'ont pas été détectés. Le B-sitostérol est reconnu par son activité
anticholestérolémique et dans le traitement de I’hyperplasie de la prostate (Dhifi et al., 2013 et
Trabelsi et al., 2012).

1.11.3 Composés phénoliques

Les composeés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux présentant un ou
plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Les plus
représentés sont les acides phénoliques, les flavonoides, les tannins et les anthocyanes, ils jouent
un role treés important dans la caractérisation des huiles et 1I’évaluation de 1’intérét nutritionnel,

malgré leurs faibles teneurs (Urquiaga et Leighton, 2000).
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1.11.3.1. Acide phénolique simple

Les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un noyau benzénique
et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre estérifiées et liées a des sucres sous forme
d'hétérosides, leur biosynthése dérive de 1’acide benzoique et d’acide cinnamique (Collin et

Crouzet, 2011).
1.11.3.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances trés répondus dans le régne végétal, elles ont en
commun la structure du diphénylpropane (C6-C3-C6), les trois carbones servant de jonction
entre les deux noyaux benzéniques notés A et B forment généralement un hétérocycle oxygéne
C (Kahlouche, 2014) (Figure 05).
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Figure 05 : Structure générale du noyau des flavonoides (Pyrzynska et Biesaga, 2009).
1.11.3.3. Les tanins

Ce sont des composés organiques complexes. Ils sont souvent contenus dans 1’écorce
ou dans les feuilles, ils sont solubles dans 1’eau, avec des poids moléculaires compris entre 500
et 3000 Dalton, d’aprés leurs structures et leurs propriétés, deux types de tannins sont

distingués ; les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 1999).
1.11.3.4. Les anthocyanes

Selon I’étude de Djedaia (2016), Les fruits de Pistacia lentiscus présentent de fortes
teneurs en polyphénols (154,34 mg équivalent acide gallique/g de matiére séche), en
flavonoides (75,2 mg équivalent catéchine/g de matiére seche), en tanins (51,5 mg équivalent
catéchine/g matiere séche). Ceci permet d’expliquer 'utilisation de cette plante en médecine

traditionnelle.
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1.11.4. Minéraux

Les fruits matures de Pistacia lentiscus sont riches en éléments minéraux. L’élément

minéral le plus abondant est Na, suivi par K, Ca, Mg, Fe et Cu (Annexe 1).

Ces minéraux sont essentiels et indispensables pour I’organisme humain; ils
interviennent dans la transmission nerveuse, I'équilibre osmotique et acido-basique du fluide
corporel, comme cofacteur dans plusieurs réactions du métabolisme des glucides, substances
essentielles dans la structure du squelette et des dents et la coagulation du sang (Hasan et al.,
2011).

1.12. Utilisation et aspects pharmacologiques de I’huile de Pistacia lentiscus L.

Les propriétés potentielles de Pistacia lentiscus ont attiré beaucoup d'attention dans la
région mediterranéenne. Cette huile verte est utilisée en médecine traditionnelle pour les
diabétiques, pour le traitement des douleurs de I'estomac et en cas de circoncision ; pour soigner
les douleurs dorsales (Hmimsa, 2004). Ainsi elle est en grande partie employé dans le
traitement des troubles respiratoires et les brdlures cutanées (Djerrou et al., 2011).

L'huile végétale de Pistacia lentiscus est conseillée en médecine traditionnelle pour
traiter les troubles hépatiques, comme antidiarrhéique en Algérie (Trabelsi et al., 2012). Elle
sert d'éclairage dans la maison et est préférée a I'huile d'olive a cet effet en Orient. En outre,
elle est caractérisée par sa bonne qualité nutritive, comme il a été montré que cette huile posséde
des propriétés anti-hyperlipidimique en réduisant les taux de LDL-cholestérol et des

triglycérides totaux (Djerrou, 2014).
1.13. Stress Oxydant
1.13.1. Définition

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de
production des especes réactives de 1’oxygene (EROs) et ceux qui sont responsables de leur
contrdle et de leur élimination (Sayre et al., 2008). Ce déséquilibre peut se produire quand le
systeme de défense antioxydant est surmené par 1’augmentation des oxydants ou lorsque les
défenses sont affaiblies par une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants.
L’équilibre ou homéostasie redox est perturbé et les cellules deviennent vulnérables aux

attaques par les EROs (Pizzino et al., 2017).
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1.13.2. Origine du stress oxydant

L’une des sources majeures de la production des ERO sont les différents mécanismes
physiologiques tels que la chaine respiratoire mitochondriale et 1’intervention du complexe
enzymatique NADPH oxydase des cellules phagocytaires (Forrester et al., 2018). Cette
production peut provenir également de notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésite,
mauvaises habitudes alimentaires, exercice physique inexistant), des irradiations ou de la

pollution (Islam et al., 2019).
1.14. Les radicaux libres
1.14.1. Définition

« Un radical libre est une espéce chimique posseédant un électron célibataire sur sa couche
périphérique. Dans les phénomenes de stress oxydant, les radicaux libres qui interviennent ont
une propriété caractéristique commune, celle d’avoir un électron célibataire sur un atome
d’oxygene ». De par sa structure particuliére il a tendance a attirer les électrons d’autres atomes
et molécules pour gagner sa stabilité, ceci leur confére la dénomination d’especes réactives de

I’oxygene (ERO) (Bouhajra et al., 2011).
1.14.2. Principaux radicaux libres

Les espéces réactives de 1’oxygene (ERO) (figure 7) sont une famille d’entités chimiques
regroupant les dérivés non radicalaires qui ne possédant pas d’¢lectron célibataire comme
I’anion peroxyde (O2¢) et le peroxyde d’hydrogene (H20-) et les radicaux libres oxygénés, qui
sont des especes chimiques possédant un électron célibataire non apparié comme le monoxyde
d’azote (NO¢) et le radical superoxyde O2 * (Chehrit, 2016) ; ce dernier est produit lors du
transfert d’un électron a I’oxygene ; transformé sous 1’action de la superoxyde dismutase (SOD)
en H20.. Par addition de nouveaux électrons, le H2O> donne naissance au radical hydroxyle
(OHe). Ce dernier, hautement réactif, peut s’attaquer a la plupart des macromolécules (glucides,
protéines, acides nucléiques et lipides), désorganisant leur structure chimique et altérant leurs

fonctions biologiques.
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Figure 06 : L’origine des différents radicaux libres et des espéces réactives d’oxygene

(Favier, 2006).

D’autres réactions chimiques conduisent enfin a la formation d’acide hypochloreux et
d’oxygene singulet ('O,) sous ’action de la myéloperoxydase granulocytaire, ou encore a la
formation de dérivés complexés a des catabolites du monoxyde d’azote(NO’), le peroxynitrite
(ONOQs). Le monoxyde d’azote, quant a lui, est produit sous 1’action de I’oxyde nitrique
synthase (NOS), en particulier de sa forme inductible (iNOS) au cours des phénomeénes
inflammatoires aigus ou chroniques, a partir d’arginine, d’oxygene et de NADPH (Reimund,
2002).

1.14.3. Mécanismes d’action et roles des radicaux libres

Les ERO sont impliquées dans les réponses immunitaires, notamment en agissant contre
les antigénes au cours de la phagocytose, dans les signaux cellulaires ou dans la biogenese des
cellules car elles peuvent servir de messagers cellulaires ou modifier le statut d'oxydoréduction
(Linnane et al., 2002).

Elles ont également d’autres role comme dans l'activation enzymatique et la
désintoxication des médicaments et dans la contraction musculaire (Coombes et al., 2001), ce
role a été souligné car l'inhibition de la production des ERO entraine une perte de la force
contractile des fibres musculaires. Du fait de leur haute réactivite, elles régulent le phénomeéne

d'apoptose, en entrainant la mort de cellules évoluant vers un état cancéreux (Reid, 2001).
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Figure 07 : Les endommagement oxydatifs induits par les EOR (Loft et al., 2008).

Ces ERO s'attaquent a la plupart des molécules organiques et inorganiques présentes dans
les cellules (figure 8), parmi lesquelles I'ADN, les protéines, les lipides, les sucres et les métaux.
IIs agissent selon trois modes d'actions : en arrachant soit un électron, soit un atome d'hydrogéne
ou encore en s'additionnant sur les doubles liaisons. Les ERO induisent des atteintes oxydatives
sur des composeés cellulaires et extracellulaires en général proches de leur site de production du

fait de leur demi-vie relativement courte (Koechlin-Ramonatxo et al., 2006).
1.15. Antioxydants

Un antioxydant peut étre défini comme une substance qui aide a réduire la gravité du
stress oxydatif soit en formant un radical moins actif, soit en désactivant la réaction des ERO
nuisibles sur des substrats et par conséquent, la prévention des différentes maladies (Charles
et al., 2013). Selon leurs modes d’actions, les antioxydants peuvent étre classés : en systémes

enzymatiques et systémes non enzymatiques (Pieme et al., 2017).
1.15.1. Antioxydants enzymatiques

Les cellules sont disposées d’un systéme antioxydant enzymatique qui joue un role
important dans I'inactivation des ERO et le contrdle du stress oxydatif. Cette ligne de défense
est constituée de superoxyde dismutase (Catalyse la dismutation de I’anion superoxyde), de
catalase (Métabolise le H203) et de glutathion peroxydase (Action réductrice sur H20- et assure
la transformation des hydroperoxydes organiques, lipidiques notamment, de type ROOH en
ROH. De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires et contribuent donc a la protection des membranes de la peroxydation lipidique
(Rudneva, 2014).
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1.15.2. Antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydants, cette seconde ligne de défense comprend des
composés pour la plupart apportés par 1’alimentation et dont le role essentiel est de neutraliser
les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de I’intégrité cellulaire (Koechlin-
Ramonatxo et al., 2006). Comme les vitamines E (a-tocophérol) et les vitamines C (Acide

ascorbique) et les polyphénols issus des végétaux (Bendif et al., 2017).

Les polyphénols attirent de plus en plus Iattention des chercheurs et des industriels en
raison de leur importance. En effet, jusqu’a maintenant, on considérait ces molécules comme

intéressantes pour 1’organisme, tant au niveau nutritionnel que pour la santé (Charrouf et al.,

2007).
1.15.3. Mécanisme antioxydant

Les polyphénols sont parmi les divers agents antioxydants dotés de pouvoirs qui les
rendent capable d’¢liminer les radicaux libres (Balsundram et al., 2006). L’activité
antioxydante des composés phénoliques est attribuée a leur effet scavenger des radicaux libres,
leur pouvoir chélateur des ions métalliques, leur pouvoir réducteur et leur capacité d’inhiber

des enzymes productrices de radicaux libres (tableau I11) (Geckil et al., 2005).
1.15.3.1. Effet scavenger des composés phénoliques

Les antioxydants scavenger éliminent rapidement les radicaux libres avant que ces
derniers attaquent les molécules biologiques. Les composés phénoliques et les amines
phénoliques agissent principalement comme des antioxydants scavenger des radicaux libres
(Rudneva, 2014).

1.15.3.1.1. Les groupements hydroxyles

Les polyphénols possédent des groupes hydroxyles phénoliques (Ar-OH). Ils peuvent donc
fournir des hydrogénes aux radicaux peroxydes L-OO- (trés instable) et les neutraliser. Le
radical ArOe étant assez stable et moins reactif va briser la chaine :

Ar-OH + L-O0O¢ — Ar-O¢ + L-OOH

Les composés phénoliques peuvent transférer un hydrogéne du noyau phénol a un radical
de haute énergie, comme par exemple les radicaux peroxydes, produits lors de I’auto- oxydation
des lipides (Dangles et al., 2001). Le composé phénolique « radicalaire » résultant est stabilisé
par la délocalisation des électrons sur le cycle benzénique. Cette réaction entraine donc la

conversion d’un radical peroxyde trés reactif en un radical phénoxyde moins réactif. Cette
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capacité antioxydante (capture des espéces réactives de 1’oxygene) est encore accrue, pour les
composés phénoliques possédant deux groupes hydroxyles. Ces groupements sont, par ailleurs,
de bons donneurs d’hydrogeénes pour la formation de liaisons hydrogénes. De nombreux
composés phénoliques sont également chélateurs d’ions métalliques (Bors et al., 1990).

1.15.3.1.2. La O-methylation et la glycosylation

La substitution des groupements hydroxyles du noyau B par des groupements O-méthyle

supprime 1’activité antioxydant et la glycosylation des flavonoides diminue leur activité (Heim

et al., 2002 ; Cia et al., 2006).

1.15.3.1.3. La double liaison entre C2-C3 et la fonction 4—oxo

Des études ont indiqué que la double liaison C2-C3 et la fonction 4-0xo sont nécessaires
pour l'activité inhibitrice des flavonoides. La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la

double liaison C2-C3 a un effet positif sur I’activité (Heim et al., 2006).

1.15.3.2. Chélation des métaux

Chélation des métaux de transition Le pouvoir antioxydant des composés phénoliques
peut s’exercer par la complexation des métaux de transition (exemple : le cuivre et le fer). En
effet, ces derniers accélérent la formation des ERO. Pour les flavonoides, les deux points
d’attachements des ions de transition sont le groupe O-diphénolique dans la position 3°, 4’ di
hydroxy du cycle B (Figure 08 a), et entre la fonction 4 cétone et I’hydroxyle 3 (Figure 08 b)
ou la fonction cétone et I’hydroxyle 5 du cycle A (Figure 08 c) (Laguerre et al., 2007).

a b c
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Figure 08 : La complexation métallique par les flavonoides (Laguerre et al., 2007).
1.15.3.3. Inhibition enzymatique

Les flavonoides sont connus par leur pouvoir d’inhibition d’enzyme, en particulier, les

oxydo-reductases qui font intervenir au cours de leur cycle catalytique des especes radicalaires
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(lipoxygenase, cyclo-oxygénase, monoxygénase, xanthine oxydase, phospholipase A2,
protéine kinase) (Ghedira, 2005).

Tableau 111 : Effet de la structure sur I’activité antioxydante des flavonoides (Sghaier et al.,
2011).
Activité Facteurs améliorant le pouvoir antioxydant

- Le nombre de groupements OH disponibles.

- La double liaison C2-C3 et un seul OH en position 4°.
Anti-radicalaire - Une fonction catéchol sur le cycle B.

- La présence du C4°-OH.

- La méthylation a des effets variables.

- La fonction carbonyle en C4 et de groupe hydroxyle en C5
Complexations aux et/ou C3.

métaux - La présence d’une partie catéchol.
- La présence d’un sucre a peu d’effet.

- La présence d’une fonction catéchol.

Inhibition de la - Le groupement carbonyle en position 4 du cycle C.
peroxydation des lipides | - La présence de groupement hydroxyle en position C5, C7,
C3°,C4°, C3.
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Les plantes ont été une source inépuisable de produits pharmaceutiques, et dernierement,
la recherche se concentre sur la découverte de nouveaux antioxydants naturels, notamment ceux
d'origine végétale, et cette tendance devrait se poursuivre. Pistacia lentiscus L. est utilisé depuis
longtemps en médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies, et son importance a été
reconnue médicalement grace a ses différentes parties, qui contiennent une variété de

constituants chimiques (Benalia et al., 2015).

En plus des études précédentes, le présent travail avait pour but d'évaluer I’étude
phytochimique de 1’huile des fruits de Pistacia lentiscus L. de la région de Bejaia (Amizour)
en se basant sur le dosage des tocophérols totaux et 1’analyse par le spectrophotomeétre
d’infrarouge ; ainsi que I’évaluation in vitro de I'activité antioxydante en utilisant différents
tests parmi eux, le test de piégeage du radical libre, le test de blanchissement du [3-carotene et

le test de la capacité antioxydante totale (CAT).
1. Matériel :
11.1. Matériel végétal :
11.1.1. Zone d’étude et période de récolte :

Le choix de la plante, Pistacia lentiscus L, comme sujet d’étude dans le présent travail a
été guidé non seulement par les nombreuses utilisations traditionnelles qui en sont répertoriées,
mais aussi par le fait qu’il s’agit d’une plante trés abondante localement et trés étudiée en
Algérie. Sur cette base, nous avons utilisé 1’huile fixe des fruits. La sélection des fruits a été
basée sur des arbustes a pigmentation semi-noire ou noire des baies, évitant la pigmentation
verte et rouge. Cette collecte s’est faite en période automnale entre le mois de novembre et le
mois de décembre 2021, au niveau du village Tizi N’ftah situé¢ & Amizour, dans la wilaya de

Bejaia. Cette zone est caractérisée par un climat méditerranéen avec un sous-type subhumide.
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Figure 09 : Localisation gégraphique de la zone de récole des fruits de Pistacia lentiscus L.
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11.1.2. Préparation du matériel végétal :

¢ Séchage et broyage
Les fruits de Pistacia lentiscus L. fraichement récoltés ; ont été séchés a I’air libre et a
I’obscurité pendant 2 a 3 semaines dans une piece aérée. Ils ont été broyés a 1’aide d’un moulin

a café pour les transformer en une pate.

La péate obtenue a été ensuite conservée hermétiqguement dans des récipients en verre

fermés et stockés au frais a I’abri de la lumicre pour des utilisations ultérieures.

(B)

Figure 10 : Les Fruits noirs de Pistacia lentiscus L. (A) : Fruits séchés ; (B) : Fruits broyés

(Original).
11.2. Matériel biologique :

Tableau IV : Matériel de laboratoire utilisé lors des expériences.

Produits chimiques Appareillage et accessoires
e Ethanol e Balance électrique
e Hexane e Soxhlet
e DPPH e Rotavapeur
e Chloroforme o Réfrigérateur
e B-caroténe e Incubateur
e Acide linoléique e Spectrophotométre UV
e Tween 40 e Agitateur magnetique
e Réactif phénantroline e \ortex
e Trichlorureferrique e FEtuve
e Vitamine E commerciale e Spatules et verre a montre
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e Phosphate de sodium e Micropipettes
e Acide sulfurique e Tubes a essai
e Molybdate d’ammonium e Erlenmeyer et Bécher

e Eprouvette graduée

e Fiole jaugée

1. Méthodes :

11.2. Préparation de I’huile végétale du fruit de Lentisque :

L’huile végétale des Fruits de Pistacia lentiscus L a été obtenue a 1’aide d’un extracteur

Soxhlet (Figure 11), a partir de la pate obtenue, en utilisant un solvant organique (hexane).
11.2.1. Extraction par Soxhlet

La méthode d‘extraction et la nature des solvants sont étroitement liées a la qualité et la
quantité¢ de I’huile. Pour extraire les huiles a partir d’un échantillon humide il est conseillé
d’utiliser des mélanges de solvants polaires et hydrophiles par contre 1’extraction des huiles a
partir d’échantillons secs sont favorisés en utilisant les solvants apolaires comme 1’éther de

pétrole (Kim et al., 2002).

-]
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water
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Corps de ’extracteur ¢—» % <4+—®Tube de distillation
o
1 Cartouche
Siphon e—» > J :
. .

Ballon

Solvant d'extraction

o
I

Figure 11 : Schéma représentant le montage de 1’appareil Soxhlet (Hamidi, 2013).




Chapitre 11 Matériels et méthodes

- Mode opératoire

60 g de la pate des Fruits de Pistacia lentiscus L. sont placés dans une cartouche en
cellulose, un ballon est rempli avec 200 ml d’hexane. A 1’aide d’un chauffe ballon, le solvant
est porté & ébullition. Ce dernier est condensé par le réfrigérant puis tombe alors dans le
réservoir contenant la cartouche et solubilise les substances a extraire. Aprés une extraction de
6 cycles de siphon, le solvant riche en substances extraites, est évaporé a sec sous pression

réduite dans un évaporateur rotatif (Rota-vapeur).
11.2.2. Calcul du rendement d’extraction

Le taux d’extraction est calculé comme suit :

[ Le taux de matiere extraite (%) = [(P1- P,) /E] X 100 J

P, : Poids du ballon vide (g).
P, : Poids du ballon apres évaporation du solvant (g).

E : Poids de I’échantillon (pate) (g).

11.3. Etude Phytochimique
Dans le but de quantifier les composés bioactifs de I’huile végétale des fruits de Pistacia
lentiscus L, un dosage en teneur en vitamine E (a-tocophérols) et une analyse par

spectrophotomeétre d’infrarouge (IR) ont été réalisée.
11.3.1. Dosage des tocophérols totaux
- Principe

Le dosage des tocophérols totaux a été effectué selon la méthode de dosage colorimétrique
d’Emmerie et Engel (1939). Cette méthode est basée sur la réaction d’oxydoréduction entre
les tocophérols et le fer ferrique ( Fe3*) qui est réduit en fer ferreux (Fe?*). Ce dernier, en
présence de réactifs spécifiques comme 1’orthophénantroline, forme un complexe rouge-orange

absorbant a 510 nm.
- Mode opératoire

Dans cette méthode, 1 ml d’une solution éthanolique de I’huile végétale a été mélangé avec
1 ml d’une solution éthanolique a 0,4% d’orthophénantroline (C;,HgN,) et 0,5 ml d’une

solution éthanolique & 0,12% de chlorure ferrique (FeCl;) . Le mélange est maintenu a
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I’obscurit¢ pendant 5 minutes. Les absorbances ont ¢été mesurées a [’aide d’un
spectrophotométre a 510 nm. Les quantités des tocophérols totaux ont été calculées a ’aide
d’une courbe d’étalonnage de I’a-tocophérols (vitamine E) traité de la méme fagon que celle de
I’huile. Les résultats sont exprimés en mg €quivalent en a- tocophérols par gr d’huile végétale

Pistacia lentiscus L.
11.3.2. Analyse par le spectrophotométre d’infrarouge

La Spectroscopie Infrarouge a Transformeée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed
Infra Red spectroscopy) est basée sur l'absorption d'un rayonnement infrarouge par
I’échantillon analysé. Elle permet, via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons
chimiques, d'effectuer I'analyse des fonctions chimiques présentes dans 1’échantillon. Lorsque
la longueur d'onde (I'énergie) apportée par le faisceau lumineux est voisine de I'énergie de
vibration de la molécule, cette derniére va absorber le rayonnement et une diminution de
I'intensite réfléchie ou transmise est enregistrée. Le domaine de fréquence le plus couramment

utilisé s'étend de 4000 a 400 cm-1 et correspond a des transitions entre niveaux vibrationnels.

L’appareil manipulé dans cette analyse est du type IR, pour la mise on marche de
I’appareil et I’ordinateur, apres ringage des cellules, on place quelques gouttes d‘huile végétale
des fruits de Pistacia lentiscus L dans les cellules introduites dans 1‘appareil, et finalement la

lecture (scan).
11.4. Evaluation de I’activité antioxydante :

Trois différents tests ont été choisis dans notre étude pour évaluer le pouvoir antioxydant,
in vitro, de I’huile végétale issue des fruits de Pistacia lentiscus L. : le piégeage du radical libre

DPPH, le test de blanchissement du B-caroténe et la capacité antioxydante totale (CAT).
11.4.1. Activité scavenging du radical DPPH
- Principe

Ce test est basé sur I’utilisation du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) par

une réaction d’oxydoréduction, pour déterminer la capacité antioxydante d’un antioxydant

(Rohman et al., 2019).

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV-visible. Le DPPH est initialement violet, se décolore en jaune pale

lorsque 1’électron célibataire s’apparie (Figure 12). Cette decoloration est représentative de la
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capacité de I’antioxydant a piéger ce radical libre. Plus la chute de I’absorbance du DPPH est

importante plus le pouvoir antioxydant est éleve.

JAUNE

VIOLETY . y

Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Figure 12 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre 1’espéce radicalaire

DPPHs et un antioxydant (A-H) (Molyneux, 2004).
- Mode opératoire

La capacité de piégeage du radical libre DPPH de I’huile végétale de fruits de Pistacia
lentiscus L. a été évaluée on utilisant la méthode décrite par Rangkadilok et al., (2007).
200 uL de différentes concentrations d’huile végétale testée (12,5 ; 25 et 50 mg/ml) sont
mélangés avec 1800 pL d’une solution éthanolique de DPPH (4mg/100 ml éthanol). Apres 30
minute d’incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante, 1’absorbance est mesurée
a 517 nm contre un témoin composé de la solution de DPPH et du méthanol.
L’huile végétale Pistacia lentiscus L, le standard (Vitamine E) et le témoin sont préparés dans
les mémes conditions opératoires. Toutes les déterminations ont été réalisées en triple.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition des radicaux libres selon la formule
suivante :

Absorbance contrsle — Absorbance :
Echantillon X 100

I % =

Absorbance controle

Ou:

I (%) : Pourcentage d’inhibition
A contrdle : Absorbance du contr6le négatif a 517nm.

A échantillon : Absorbance de I’échantillon testé a 517nm.
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La IC50 est la concentration qui correspond a 50% d’inhibition qui permet de déterminer
I’efficacité de I’huile végétale. Ainsi, plus cette valeur est faible plus I’activité anti-radicalaire

de D’extrait est élevée.
11.4.2. Le test de blanchissement du B-caroténe

- Principe
Dans ce test, I’oxydation de I’acide linol¢ique génere des radicaux peroxydes suite a
I’abstraction des atomes d’hydrogénes a partir de groupements méthylénes diallyliques de
I’acide linoléique (Kaur et al., 2002). Ces radicaux libres vont par la suite oxyder, le -caroténe
hautement insaturé qui perd ses doubles liaisons entrainant ainsi la disparition de sa couleur
orange qui est suivie par un spectrophotometre a 450 nm. Cependant la présence d’un
antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique, et donc

prévenir 1’oxydation et le blanchissement du B-caroténe (Yang et al., 2008).
- Mode opératoire

Le test de blanchissement du B-caroténe utilisé pour évaluer I'activité antioxydante de
I’huile végétal des fruits de Pistacia lentiscus L. est celui de Duan et al., (2006) avec quelques
modifications.

4 mg du B-carotene est dissoute dans 4 ml de chloroforme ; 1 ml de cette solution est introduit
dans une fiole contenant préalablement 400 mg de Tween 40 et 40 pl d’acide linol€¢ique. Cette
émulsion est évaporée au rotavapeur a 50-60 C°. Puis, un volume de 100 ml d’eau distillée est
ajouté dans la fiole et le mélange résultant est agité vigoureusement.

500 pL d’huile végétale Pistacia lentiscus L a différentes concentrations (10 ; 20 et 40 mg/ml)
sont placées dans des tube en présence de 2 ml d’émulsion, deux témoins (négatif sans
antioxydant : le blanc et positif avec la vitamine E comme molécule de référence) ont été aussi
préparés dans les mémes conditions. L'absorbance des tubes a été déterminée a T=04a 450 nm.
Ensuite, les tubes ont été incubées pendant 420 minutes a 20°C ; et la mesure d'absorbance a
été effectuée a nouveau (t = 420 min). Alors que celle du standard (vitamine E) sont comprises
entre a (0.0625 ; 0.03125 ; 0.015625 ; 0.00781 ; 0.0039 ; 0.00195 mg/ml.

Toutes les déterminations ont été réalisées en triple. L'activité antioxydante (AA) d’huile
végetale de Pistacia lentiscus L a été évaluée en termes de blanchiment du B-caroténe en

utilisant la formule suivante :

AA =[1- (Ao -A,) | (A} -A})] x 100
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Ou A, etsont A I'absorbance des valeurs mesurées a l'instant zéro de I'échantillon et du

témoin, respectivement, et A, et A} sont les absorbances mesurées dans le test échantillon et le

témoin, respectivement, aprés 420 min.
11.4.3. Capacité antioxydante totale (CAT)

- Principe
Ce test est basé sur la réduction de Molybdéne Mo (VI) présent sous forme d’ions
molybdate Mo 042~ en molybdéne Mo (V) Mo 0%*, en présence d’un antioxydant pour former
un complexe vert de phosphate/ Mo (V) a un pH acide. On mesure 1’augmentation de la
coloration du complexe molybdéne (VI) en présence d’un antioxydant. A la différence des
autres tests, ce test permet non seulement de quantifier I’apport de 1’activité antioxydante des
polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants tel que les vitamines (C, E...) (Prieto

et al., 1999).

- Mode opératoire

La capacité antioxydante totale de I’huile végétale de Pistacia lentiscus L. a été
déterminée en utilisant la méthode du phosphomolybdene telle que décrite par Prieto et al.
(1999) avec quelques modifications.

La solution de réactif a été préparée en mélangeant 0,6 M de I'acide sulfurique, 28 mM
du phosphate de sodium et 4 mM du molybdate d'ammonium. Ensuite 300 ul d’huile végétale
de Pistacia lentiscus L est mélangé avec 3 ml de solution de réactif. Les tubes sont incubés a
95°C pendant 90 min. Apres refroidissement, I’absorbance des solutions est mesurée a 695 nm,
contre le blanc, dans les mémes conditions. Le test a été effectué dans un environnement sombre
car il s'agissait d'un test sensible a la lumiére. Les concentrations de 1’huile végétale de Pistacia

lentiscus L dans le milieu réactionnel sont comprises (30,3 ; 15,15 et 7,57 mg/ml).

L’huile végétale et les témoins sont incubés dans les mémes conditions. Les résultats
obtenus sont exprimés en mg équivalent vitamine E par gramme d’huile végétale (mg EVE/g
HVPL).
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1. Résultats et discussions
111.1 Rendement de I'extraction

Le rendement désigne la masse de I'huile, déterminee aprés évaporation du solvant,

exprimée en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I'extraction.

Le taux d'extraction des Fruits de Pistacia lentiscus L a été calculé et répertorié dans le

(Tableau V) ci-dessous :

Tableau V : Rendements et les caractéristiques de 1’huile végétale obtenue a partir des Fruits

Pistacia lentiscus L.

Fruits noirs
Huile végétale des Aspect Couleur Rendement
Fruits de Pistacia Huileux Vert clair 42,22 %
lentiscus L.

» Extraction et détermination du rendement :

Nous avons réalisé une extraction du fruit noir de Pistacia lentiscus L sur un appareil de
type soxhlet, la teneur en huile végétale des fruits est de 42,22 %.

Le rendement obtenu par notre huile végétale est supérieur a ceux trouvées par Charef et
al. (2008) et Dhifi et al. (2013) avec des rendements de 27,25 ; 32,8 et 35,37 % pour les fruits
noirs, dans les régions d’El Taref de Tipaza et de Tunisie respectivement.

Notre rendement est presque proche a ceux trouvees par Trabelsi et al. (2012) et Mezni
et al. (2014), pour les fruits de Pisctacia lentiscus avec une valeur de 42,54% et 45,97% dans
les régions de Bizerte et Ain Draham, située au nord et nord-ouest de la Tunisie respectivement.
Elle est aussi similaire a ceux rapportées par Benrokia et al. (2015) avec 40,5 %o, cette derniere
est extraite par des méthodes traditionnelles.

Le rendement de notre 1’huile végétale se rapproche de celle de certains fruits oléagineux,
comme l'arachide, I'olive et le tournesol dont le rendement varier de 30 & 45 % Benrokia et al.
(2015).

D’apres Arab et al. (2014), le rendement d’extraction peut dépendre de plusieurs facteurs,
il varie en fonction de 1’origine de la plante, la nature de ses parties utilisées, la taille des

particules, le nombre d'extractions, la période de récolte et la méthode d’extraction.
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I11.2. Etude phytochimique de I’huile de Pistacia lentiscus L
111.2.1. Dosage des tocophérols totaux

Les tocophérols sont des constituants importants dans les lipides des végétaux, car ils
sont dotés de plusieurs activités biologiques ; le dosage des tocophérols totaux nous permet de
connaitre I’importance et 1’évaluation des lipides de notre huile végétale.

Les quantités des tocophérols totaux ont été calculées a 1’aide de la courbe d’étalonnage
de la vitamine E (Figure 13), elles sont quantifiées en mg équivalent de la vitamine E par
gramme de I’huile (mg équi Vit. E/g huile).

Dosage de la Vit-E

0.14= y= 0.0034x+0.0215

R2=0.9917
0.12- o

0.104 e Sériet
0.08- o ----- linéaire
0.06
0.04-
0.02-

0 10 20 30 40

Absorbance a 510 nm

Concentration de la Vit-E (ug/ml)

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la vitamine E (a-Tocophérol).

On constate que I’huile de fruits de Pistacia lentiscus ont une faible teneur en tocophérols
totaux avec 0.008 £ 0.61 mg/g, par rapport aux fruits de Pistacia atlantica avec 0,34-0,51 mg/g
(Guenane et al., 2015), ainsi que Pistacia terebinthus avec 0,39-0,51 mg/g (Matthaus et al.,
2006) et aux graines de Cucurbita pepo avec 0,10-0,22 mg/g (Benalia et al., 2015).

Si on compare la quantité en tocophérols totaux de notre huile a d’autres huiles végétales
alimentaires telles les graines oléagineuses de I’olive, du tournesol, de I’arachide, du sésame et
de palme ; on peut classer I’huile des fruits de lentisque parmi les huiles végétales les plus riches
en tocophérols (Naudet et al., 1992).
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Les niveaux de tocophérols et de phytostérols dans les fruits oléagineuses (colza et soja)
dépendent fortement a la fois des facteurs génétiques et des conditions environnementales de la
culture (Abidi, 2003).

III .2.2. Spectre infrarouge de I’huile végétale extraite avec soxhlet

T T ‘ T T ‘ T T T T ‘ T T ‘ T
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1/cm

T
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Figure 14: Spectre infrarouge de I’huile végétale récupéré par 1’hexane.

Les caractéristiques spectrales infrarouges des acides gras dans huile végétale Pistacia

lentiscus L extraites au soxhlet sont :

L’existence de deux pics d'élongations élevés a 2924.84 (élongation asymétrique) et
2857.31 cm~1(élongation asymétrique), qui sont liés a la liaison -C-H du groupement méthyle

(CH;) de la vibration alcane.

Dans la région entre 1753,53 et 1732,78 cm™1, il y a un fort pic d'intensité a 1735,37

cm™1, qui est caractéristique du groupe carbonyle -C=0 des aldéhydes aliphatiques.

Dans la méme région, on distingue un autre pic de forte élongation dans I’intensité et de

1452.581 cm™1 caractéristique de la liaison C=C du groupement aromatiques.

On note également la présence de 2 bandes de forte intensité entre 1300 et 1050 cm ™1 et
localisé a 1164,611 cm™?! pour I'élongation de la liaison -C-O- du groupe ester (Bouziani,
2013).
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I11.3. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro
II1.3.1. Piégeage du radical libre DPPHe

Le dosage de I’activité scavenger du radical DPPH est largement utilisé pour mesurer la
capacité a piéger les radicaux libres. Le DPPH est un radical libre qui accepte facilement un
électron ou un radical hydrogene pour devenir une molécule diamagnétique stable (Blois,
1958), il s’effectue a température ambiante, permettant d’éliminer tout risque de dégradation

thermique des molécules thermolabiles (Cai et al., 2006).

Le radical DPPH est I’un des substrats les plus utilisés généralement pour 1’évaluation
rapide et directe de ’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme radicale et la

simplicité de I’analyse (Zhou et al., 2012).

L'activité antioxydante contre les radicaux DPPH est exprimée % d’inhibition et en IC50
(mg/ml). Les valeurs de IC50 de I’huile végétale et du standard sont représentées dans la (Figure
15). L’IC50 d’une substance antioxydante correspond a la concentration nécessaire pour inhiber
50 % d’un oxydant impliqué. Plus cette concentration est faible plus 1’effet antioxydant est trés

élevé (Chen et al., 2013).

Selon la figure 15, I’activité anti-radicalaire de I’huile végétale des fruits de Pistacia
lentiscus L est importante ; avec 46.48 % et 76 % d’inhibition du radical DPPH pour 25 mg/ml
et 50 mg/ml respectivement. Le profil d’activité anti-radicalaire obtenu révele que 1’huile de

Pistacia lentiscus possede une activité anti-radicalaire dose dépendante.

Une étude menée par Jimenez et al. (2008), sur une plante médicinale appartenant au
genre Pistacia ; I'huile végétale des fruits de Pistacia vera a montré un effet scavenger du DPPH
de 8 %, selon Belhachat, (2019), I’huile des fruits rouges et noirs du P. lentiscus présente une
activité anti-radicalaire a 1000 mg/ml avec 48.03+£0.15 % et 56.35+0.31% respectivement ; ces
valeurs sont inferieure a celles enregistrées par rapport a notre huile.

Selon les résultats enregistrés (Figure 15), I’huile des fruits P. lentiscus exerce un pouvoir
antioxydant moins important par rapport a notre molécule standard vitamine E avec 1C50 =

27,98 mg/ml et 11,62 mg/ml respectivement.

De point de vue de comparaison, on a rassemblé plusieurs résultats obtenus pour 1’étude
de I’huile des fruits de P. lentiscus L. Charef, (2011), ont montré que les huiles des fruits rouges

et noirs de P. lentiscus L. ont un effet scavenger trés important avec une 1C50=11,68 mg/ml et
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1,07 mg/ml respectivement. L huile de Pistacia lentiscus L. de Jendouba (Nord de la Tunisie)
et celles récoltée dans le nord-ouest d'Algérie (Ain Kebira, Tlemcen) ont prouvé un effet
marqué avec une valeur de 1C50=5,34 mg/ml et 20,619 + 0,312 mg/ml respectivement (Daoued
etal., 2016 ; (Benhammou et al., 2018).

Les résultats de la présente étude, semblent étre remarquables, car 1’huile étudié a montré
une capacité antioxydante efficace par rapport a ceux rapportes par Bouyahya et al. (2018) qui

a montré que 'huile du nord du Maroc, donne une IC50 de 37,38 pg /ml a 4170 mg/ml.

25+
20+
15=

10

IC50 (mg/ml)

Vit-E Huile de lentisque

Figure 15 :1C50 de la vitamine E et I’huile des fruits de Pistacia L.

Dans le cas des composés phénoliques, le mécanisme principal d’action est le piégeage des
radicaux libres par le transfert de ’atome H sur le DPPHs, alors transformé en une molécule
stable DPPH (Chen et al., 2013).

Les différences des variations de 1’activité antioxydante observées des huiles peuvent étre
dues aux impacts des facteurs environnementaux sur la composition chimique ou bien des
procédés d’extraction de I’huile. Aussi certainement liées a la nature et aux taux des composés

bioactifs (Zitouni, 2017) ; qui varient au cours de la maturation des fruits (Grati et al., 1999).

En comparaison avec d’autres huiles des fruits, celle de Pistacia lentiscus est plus élevée
que, par exemple, celle des huiles de fruits de kenaf, de mais, d'olive, de riz, de soja et de palme
(Chan et al., 2009).
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Au vu des résultats obtenus, on constate que 1’huile de Pistacia lentiscus a prouvé une

bonne activité antioxydante vis-a-vis le DPPH.

I11.3.2. Le test de blanchissement du B-caroténe

La méthode de blanchiment du 3 -caroténe est basée sur la perte de la couleur jaune de
ce dernier en raison de sa réaction avec les radicaux formés par I'oxydation de I'acide linoléique
dans une émulsion. Le taux de blanchiment du B-caroténe peut étre ralenti en présence
d'antioxydants (Kulisic et al., 2004). Rappelons que peu d’études sur ce test ont été entrepris

pour I’huile des fruits de Pistacia lentiscus L.

Tableau VI : Taux d'inhibition du blanchiment du B-caroténe de HE et Vit-E.

Huile végétale Standard (Vit-E)
Concentration (mg/ml) 10 0.125
Taux d’inhibition du 77.71% 100 %
blanchiment du B —carotene %

La (figure 16) ci-dessous représente la variation du pourcentage d’inhibition du
blanchiment du f -caroténe en fonction de la concentration mg/ml de I’huile de P.lentiscus L.

et le standard qui est la vitamine E.
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Test de B—caroténe HE et vit-E
120

100
80—
60—

40+

pourcentage d'inhibition en %

20+

HE(10) Vit-E (0.125)

concentration en mg/ml

Figure 16 : Taux d’inhibition de blanchissement du -caroténe en fonction de la

concentration mg/ml du standard (Vit-E) exprimée en pourcentages d’inhibition.

Le pourcentage d’inhibition de 1’activité antioxydante par le systéme [-caroteéne/ acide
linoléique est proportionnel a la concentration. La capacité antioxydante de B-carotene étudiée
a été déterminée et comparée avec le standard, en ’occurrence a-tocophérol (Vit-E). Les
résultats obtenus dans la Figure 16, ont montrés que I’huile des fruits noires de Pistacia
lentiscus a révélé une capacité antioxydante de 77.71% pour une concentration de 10 mg/ml
d’huile et 100% d’inhibition pour le a-tocophérol avec une concentration de 0.125 mg/ml.

Le systéeme B-caroténe/acide linoléique est tres utile comme modéle mimétique de la
peroxydation lipidique dans les membranes biologiques (Ferreira et al., 2006). Ainsi, ’acide
linoléique pourrait servir comme modele d’acide gras trouvés dans les membranes biologiques
(Bougatef et al., 2009). Les radicaux peroxydes, provenant de 1’abstraction des atomes
d’hydrogenes a partir des groupements méthylenes dialytiques de 1’acide linoléique, attaquent
le B-caroténe. Cette inhibition est due probablement, soit a 1’inhibition de 1’auto-oxydation de
I’acide linoléique ou au piégeage des radicaux peroxydes formés durant leur oxydation (Tepe

et al., 2005).

Pathirana et al, (2006) ont rapporté, également, que 1’huile qui inhibe ou retarde le
blanchissement de B-caroténe peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme

antioxydant primaire, cette activité antioxydantes est due a la présence des composés
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phénoliques comme les flavonoides. Ces derniers jouent un réle trés important dans la stabilité
de la peroxydation lipidique (Baghiani et al., 2010) ou leurs activité antioxydante est largement
prédite en fonction de leur structure chimique (Rastijia et al., 2006).

Gréce a leur structure chimique spécifique, les composés phénoliques spécifiquement les
flavonoides, ont la capacité de donner des atomes d’hydrogéne aux radicaux libres issus de
I’oxydation de I’acide linoléique et par conséquent, de stopper I’attaque radicalaire vis-a-vis de

la B-carotene (Deba et al., 2008).

Il a été démontré que les systémes antioxydants sont basés I'a-tocophérol, I'acide
ascorbique, I'acide citrique et les phospholipides, qui peuvent réduire I'activité de peroxydation
(Olsen et al., 2005).

111.3.3. Capacité antioxydante totale (CAT)

Le test du phosphomolybdéne a été utilisé pour évaluer la capacité antioxydante totale de
I’huile des fruits. Cette méthode était basée sur le principe de la réduction de Mo (VI) en Mo(V)
par les différents antioxydants présents dans cette huile, ce qui génere un complexe

Phosphate/Mo (V) qui est coloré en vert.

Tableau V11 : Capacité antioxydante totale (CAT) du standard.

Concentration mg/ml * | 125 62.5 31.25 15.625 7.8125 3.90625 | 1.953125
1073

CAT exprimée en 102.22 | 81.72 86.20 69.53 94.52 97.95 88.34
mg/ml en équivalent de

la Vit-E

La capacité antioxydante totale de I’huile extraite des fruits de P. lentiscus L est exprimée
en nombre d’équivalents de la vitamine E a partir d’une courbe d’étalonnage (y = 0,004 x +
0,0193 ; R? = 0,9941) (Figure 17). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de la
vitamine E par 100g de I’huile (mg EAA/100g d’huile).
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Capacité antioxidante totale

0.6~ y= 0.0041x+0.0193
R2= 0.9941
0.5=
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Figure 17 : Droite d’étalonnage de la vitamine E pour la mesure de la capacité antioxydante

totale.

La capacité antioxydante totale d’huile végétale de Pistacia lentiscus L, étudiée a été
déterminée et comparée au standard, en 1’occurrence a-Tocophérol (Vit-E). Les résultats
obtenus (Figure 17), ont révélé que I’huile des fruits noires de Pistacia lentiscus L a une capacité

antioxydante de 143.18 £ 0.98 (mg Vit-E/100mg HE) significative par rapport aux autres huiles.

D’apres la bibliographie, il y a peu d’étude sur la capacité antioxydante totale des huiles
végétales en utilisant le réactif de molybdene (Mo V1), alors que les extraits hydro-alcooliques
ont été étudiés par plusieurs chercheurs (Zengin et al., 2011 ; Karakoca et al., 2015).

Il a été rapporté que la capacité antioxydante totale de I’extrait méthanolique de la partie
aérienne de trois especes de Centaurea (Turquie) dont Centaurea pyrrhoblephara, Centaurea
antalyens et Centaurea babylonica était de 226.15 + 18.86mg AAE/ g extrait, 248.74 + 11.00
mg AAE/ g extrait et 125.33 £+ 3.76mg AAE/ g extrait respectivement ; ces résultats sont faibles
par rapport a ceux des huiles végétale étudiées qui été de 143.18 + 0.98 mg Vit-E /100 mg huile
végetale Aktumsek et al., (2013).

La capacité antioxydante totale des plantes, sont différentes et dépend de la nature des
solvants extracteurs, de la concentration et de la structure des composés phénolique qu’elle

contient (Rice-Evans et al., 1997).
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L’huile végetale a exhibé une activité antioxydante, probablement grace a leur teneur en
composes bioactifs. En effet, des études antérieures ont confirmé que ces activité antioxydantes
sont liées a la présence des composes phénoliques comme les flavonoides, ces derniers ont
beaucoup de groupes hydroxyle dans leur structure, qui peuvent neutraliser les radicaux libres
(Gorinstein et al., 200 ; Athamena et al., 2010 ; Mariod et al., 2010).

Les tocophérols et les composés phénoliques peuvent contribuer a I’aromatisation et a la

protection de I'oxydation des acides gras des huiles végetale (Servili et al., 2002).

Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé de groupement hydroxyles
présentent une activité antioxydante élevée (Heim et al., 2002), cela est due a leur pouvoir de
donner plus d’atomes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de pinedo et al., 2007), et la
libération d’un électron (cinétique lente des dérivés glycosylés et des anthocyanes) (Nanjo et
al., 1996 ; Huang et al., 2005) ; ce qui peut expliquer en partie que 1’activité anti-radicalaire
est dépendante du nombre, de la position et de la nature des substituant sur les cycles B et C
(groupements hydroxyles, metaxylés, glycosylés) et le degré de polymérisation (Popovici et
al.,, 2010). Ainsi, I’effet antioxydant n’est pas seulement dose-dépendant mais également
structure-dépendant (Rodriguez-Bernaldo et al., 2010).
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Conclusion

Plusieurs plantes sont utilisees depuis longtemps en médecine traditionnelle, mais on ne
sait pas quels sont leurs composés, c'est pourquoi nous avons choisi le fruit d'une plante,
Pistacia lentiscus L, trés utilisée en méditerranée, notamment en Kabylie, afin de tester sa

capacité antioxydante et soutenir son utilisation traditionnelle.

Les antioxydants protégent les cellules des effets nocifs des radicaux libres, qui sont des
molécules qui contiennent des électrons non partagés. Les radicaux libres endommagent les

cellules et peuvent entrainer le développement de nombreuses maladies.

Cette étude a porté sur I’étude phytochimique dont le dosage des tocophérols totaux et la
spectroscopie infrarouge a Transformée de Fourrier (IFTR) . La capacité antioxydante de I'huile
végétale de fruit de Pistacia lentiscus mesurée par les tests effectués est tout a fait remarquable,
ce qui nous permet de dire que la plante étudiée est une source prometteuse d'antioxydants
naturels, suggérant que la capacité antioxydante dépend au moins en partie sur la base des
études qui ont été menées et des tests approuvés pour déterminer la teneur en composés
phénoliques. Les principales méthodes d'évaluation du potentiel antioxydant de notre huile ont
été examinées et regroupées selon leurs principes. Le test DPPH est basé sur la mesure de la
capacité de piégeage de radicaux a l'aide de radical DPPH, I’huile des fruits de Pistacia lentiscus
L, exerce un pouvoir antioxydant important avec 1C50= 27,98 mg/ml. Le test de blanchiment
de B-caroténe couplé a l'auto-oxydation de I'acide linoléique, ce test a révélé que 1’huile des
fruits de Pistacia lentiscus L, a enregistré un pourcentage d’inhibition de 77,71% pour une
concentration de 10 mg/ml d’huile. La capacité antioxydante totale, qui est évalué par la
méthode de phosphomolybdéne a révélé que I’huile des fruits de Pistacia lentiscus L a une
capacité antioxydante de 143.18 + 0.98 (mg Vit-E/100 mg HE).

Apres ce travail, nous pouvons déduire que l'utilisation de I'huile de lentisque en médecine
traditionnelle est justifiée car sont huile végétale a montré un potentiel antioxydant contre les
radicaux libres synthétiques testés de maniére doses-dépendantes.

Ce travail permet de confirmer le potentiel antioxydant de I’huile végétale de Pistacia
lentiscus ; cependant, en perspective, un test de détermination de la toxicité de cette huile est
important, il serait intéressant aussi d’identifier les molécules responsables de cette activité et

de tester leur capacité a différentes activites biologiques et de réaliser des tests in vivo.
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Annexe 1 : Composition en éléments minéraux du fruit de Pistacia lentiscus L.

Eléments Minéraux | Quantité (mg/100g du I’huile) Quantite (mg/g du fruit)
(Dhifi,2013) (Hamad et Hasan,2011)

Na 25.36 £ 3.25 0.46

K 2.17 £0.05 2.67

Ca 0.25+0.04 0.37

Mg 0.19 +2.23

Fe 0.004 + 0.00tr

Cu 0.0001 + 0.00tr

Phosphore 0.004

Annexe 2 : Courbe d’étalonnage de I’activité anti-radicalaire de la vitamine E vis-a-vis le

radical DPPH.

0,5 4
0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -
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Absorbance 517nm)

Test DPPH du standard

y =0,0052x +0,1279
R?=0,9647
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Résumé

Les plantes médicinales sont considérées depuis des siecles comme une source majeure de produits utilisées en
thérapeutique, notamment Pistacia lentiscus L, un arbuste aromatique que I'on trouve couramment en méditerranée.
Il appartient a la famille des Anacardiacées ; elle est largement utilisée pour traiter diverses pathologies (ulcéres
d'estomac, brilures, eczéma, etc).

La présente étude a concerné la mesure de certaines activités antioxydants (DPPH, p-caroténe, TAC) et la teneur en
tocophérols totaux d’huile de fruits P. lentiscus L. de la région Bejaia (Amizour).

Les résultats obtenus révelent que ’huile végétale de Pistacia lentiscus L posséde une teneur considérable en a-
tocophérols (8.07+0.61) pg/g (équivalent de a-tocophérols /g de I’huile). De plus, I’évaluation de I’activité
antioxydante de cette 1’huile montre une capacité intéressante de piégeage du radical DPPH estimé par IC50 avec
11.62 mg/ml, pour ce qui est du test de décoloration de la B-caroténe, 1’huile végétale et 1’a-tocophérols ont inhibé
de fagon trés significative ’oxydation couplée de 1’acide linoléique/B-caroténe par rapport au controle négatif.
D’aprés les résultats obtenus, 1’huile étudiée a révélé une capacité antioxydante considérable (143,18+0.98 mg equi
Vit E/100 mg d’huile), cela est di a la richesse de I’huile en composés phénoliques.

Mots clés : Pistacia lentiscus, activité antioxydants, radicaux libres, stress oxydatif, huile végétale, composés phénoliques.

Abstract
Medicinal plants have been considered for centuries as a major source of products used in therapeutics, especially
Pistacia lentiscus L, an aromatic shrub commonly found in the Mediterranean. It belongs to the Anacardiaceae
family; it is widely used to treat various pathologies (stomach ulcers, burns, eczema, etc.).
The present study concerned the measurement of some antioxidant activities (DPPH, B-carotene, TAC) and the
content of total tocopherols of P. lentiscus L. fruit oil from the Bejaia region (Amizour).
The obtained results reveal that the vegetable oil of Pistacia lentiscus L has a considerable content of a-tocopherols
(8.07+0.61) pg/g (equivalent of a-tocopherols /g of oil). Moreover, the evaluation of the antioxidant activity of this
oil shows an interesting capacity of DPPH radical scavenging estimated by IC50 with 11.62 mg/ml, regarding the
[-carotene decolorization test, the vegetable oil and a-tocopherols inhibited very significantly the coupled oxidation
of linoleic acid/B-carotene compared to the negative control. According to the results obtained, the studied oil
revealed considerable antioxidant capacity (143.18+0.98 mg equi Vit E/100 mg oil), this is due to the richness of
the oil in phenolic compounds.

Key words: Pistacia lentiscus, antioxidant activity, free radicals, oxidative stress, vegetable oil, phenolic compounds.
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