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Introduction




Introduction

Il y’a environ 500 000 plantes sur terre, 100 000 d’entre elles, environ, possedent des
propriétés médicinales contribuées a leur principes actifs qui agissent directement sur
I'organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie : elles
présentent en effet des avantages dont les médicaments conventionnels sont souvent

dépourvus (Iserin et al., 2001).

Les plantes médicinales contiennent un large spectre des substances phytochimiques qui sont
des sources d’antioxydants naturels tels que les acides phénoliques, les flavonoides et les
tanins, ces composées posseédent en plus de leur activités anti-oxydantes, d’autres propriétés
biologiques : anti-inflammatoires, antimicrobiennes et anti-cancéreuse (Lee et al., 2004 ). En
effet, les médecines traditionnelles pratiquées de part et d’autre des rives de la méditerranée,
attribuent au lentisque des vertus dans le traitement des ulceres, I'hypertension, la toux, les
maux de gorge, I'eczéma, des calculs rénaux et la jaunisse (Gardeli ef al., 2008), ces effets
thérapeutiques dans le traitement de nombreux maladies a stimulé les chercheurs a mieux

¢tudier cette plante médicinale.

L’Arbre au mastic, Pistacia lentiscusL, est un arbuste poussant dans les garrigues et les
maquis des climats méditerranéens. En Algérie, il se trouve sur tout type de sol, subhumide et
semi-aride et dispersé tout au long du littoral et se développe dans divers habitats le long d’un
gradient climatique qui varie suivant le rayonnement solaire, température et précipitation.

(Ghanemi et Haggani, 2017)

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont le but principal est d’étudier I’activité anti-
oxydante de deux parties aérienne de Pistacia lentiscus, a savoir les feuilles et les tiges.
Laprésente étude a été scindée en deux parties :

Une premiére partie, consacrée a une revue bibliographique, est constituée de deux chapitres.

» Chapitre 01 : Présentation de 1’espéce pistacia lentiscus L.

» Chapitre 02 : L’activité anti-oxydante.

Une deuxiéme partie, consacrée a 1’évaluation de 1’activité anti-oxydante des feuilles et tiges

de Pistacia lentiscus, elle est constituée de deux chapitres :

» Chapitre 01 : consacré pour décrire le matériel et les méthodes utilisées lors de travail
expérimental (extraction des composé€s phénoliques, dosage des polyphénols et des
flavonoides et évaluation de 1’effet anti-radicalaire par le DPPH).

» Chapitre 02 : Expose les résultats obtenus et leur discutions.
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I-1- Origine et répartition géographique

Le Pistachier lentisque, ou Pistacia lentiscus L. est un arbre a mastic, au Languedoc, il est
appelé restincle, nommé par les anglophones « Mastic tree » « Lentisc». Le nom Pistachier

vient du grec pistaké et le nom lentisque vient du latin /entus (visqueux) (Charef, 2011).

Le pistachier est originaire d'Asie Centrale. Présent en Turquie depuis 7000 ans avant J. C., il
a ét¢ introduit en Italie des le premier si¢cle avant J. C. et par la suite, sa culture s'est étendue

aux autres pays méditerranéens et aux USA en 1854 (Moghtader, 2010).

Le genre Pistacia L. présente une distribution disjointe en Eurasie méditerranéenne et a
proximité¢ de I'Afrique du Nord, de 1'Est d’Asie, d’Amérique du Nord et d’Amérique
centrale. Le Pistachier a été estimé avoir son origine a 37,60 millions d'années (Figure N° 1)

Xietal., 2014).

Figure N° 1: Distribution géographique du genre Pistacia (zone colorée en mauve) (Belfadel,
2009).

I-2- Botanique et taxonomie
I-2-1- Description Botanique

Le lentisque (Pistacia lentiscus L.), est un arbrisseau ramifié¢ pouvant atteindre 3m de hauteur,

son écorce est brune ou rougeatre, ses rameaux sont nombreux et étendus (Hans, 2007).
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a) Les feuilles : sont persistantes, paripennées, avec 4 a 10 folioles elliptiques, coriaces
et luisantes et le pétiole est nettement ailé. Elles ont environs 8 a 20 cm de longueur
(Hans, 2007).

b) Les fleurs : brunatres, constituent des denses grappes spiciformes. Elles sont a
I’origine de petites drupes rouges, puis noires a maturité, sub globuleuses (Boullard,
2001). Les fleurs femelles (vert jaunatre) sont différenciées des fleurs males (rouge
foncé) grace a leur couleur. La Floraison a lieu en mois de Mars a Mai (Belfadel,
2009).

¢) Le Fruit : est une baie globuleuse (de 2 a 3 mm) de diamétre, monosperme, sa couleur
est d’abord rouge, et devient brunatre a sa maturité, qui est compléte a 1’automne

(Boullard, 2001).

Quelques caractéristiques botaniques sont illustrées dans la figure N°2 :

Figure N°2 : A : Arbuste de Pistacia, B : Feuilles de Pistacia, C : fruits de Pistacia
I-2-2- Classification taxonomique

Le lentisque (Pistacia lentiscus L.), appartient a la famille des Anacardiaceae, qui comprend
environ 70 genres et plus de 600 especes, distribué du bassin méditerranéen a 1'Asie centrale

(Charef et al., 2008; Lahsissene et al., 2009).

Les especes les plus importantes dans le monde du genre Pistacia sont : Pistacia atlantica ,
Pistacia chinensis, Pistacia lentiscus L., Pistacia terebinthus L., Pistacia vera L., Pistacia

integerrima, Pistacia palestina, Pistacia khinjuk .

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, en l'occurrence Pistacia
lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Quezel et Santa, 1962).
Parmi les espéces du genre Pistacia, le Pistacia lentiscus L. est un arbrisseau trés commun

en Algérie (Boukeloua, 2009).
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La classification de ’espéce Pistacia lentiscus L. Est présenté dans le tableau N° 1.

Tableau N° I : Taxonomie de Pistacia lentiscus L. (Quezel et Santa, 1963).

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones

Sous classe Apétale

Ordre Sapindales

Famille Anacardiacées

Genre Pistacia

Espece Pistacia lentiscus L

Selon Torkelson (1996) et Feidemann (2005), cette espéce possede plusieurs noms
vernaculaires selon les pays : Angleterre (Chios mastic tree), Allemagne (Mastixbaum),
France (Arbre au mastic, Lentisque), Espagne (Lentisco), Afrique du nord (Derw, darw

(arabe), Est Algérien (Gadhoum), Berbere (Tidekt, Tidek).

I-3- Composition chimique de ’espece Pistacia lentiscus L.

En raison de sa large utilisation en médecine traditionnelle, les différentes parties de Pistacia
lentiscus ont fait I’objet de plusieurs études phytochimiques a fin d’identifier leurs principes

actifs. Peu d’études se sont intéressées aux composés chimiques des feuilles et des fruits.
I-3-1- Les fruits

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

D’autres études chimiques effectuées sur la fraction d’acétate d’éthyle (AcOEt) de fruits de
pistacia lentiscus ont permis d’isoler deux polyphénols acide gallique et 1.2.3.4.6-

pentagolloylylucose (Abdelwahab et al., 2007).

L’huile fixe représente 38,8 % du poids des fruits, elle contient 53 % d’acide gras
monoinsaturé (Trabelsi ef al., 2011). alors que I’huile essentielle représente 0,2% du poids

des fruits (Grant et al., 1990 ; Congiu et al., 2002).
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Les travaux réalisés par Hamad ef al. (2011) ont montrée que les protéines représentent 5%
du poids des fruits de Pistacia lentiscus. La composition minérale de ces
fruits montre que la teneure en potassium est la plus élevée (2,67%), alors que celles du

sodium, calcium et phosphore sont de : 0,46, 0,37 et 0,004 % respectivement.
I-3-2- Les feuilles

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est caractérisée par la présence de
glycosides de flavonoles comme la quercetine, myricetine, luteoline ainsi que I’isoflavone
genisteine. Elle contiennent 6 a 7% du gallotannins de faible poids moléculaire, a savoir
I’acide gallique et les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3,4,5-O-trigalloyl (Romani
et al., 2002).

L’huile essentielle représente 0,14- 0,17% du poids des feuilles de Pistacia lentiscus. Les
¢tudes phytochimiques effectuées sur les huiles essentielles obtenues a partir des feuilles de
lentisque des régions d’Alger, de Tizi-Ouzou et d’Oran ont montré la présence de longifoléne,
a-pinéne, PB-pinene, y-cadinene, trans-f-terpinéol, a-acomeol, y-muurolene, Sabinene et
terpinén-4-ol (Dob et al., 2006). Les structures des principaux composants chimiques des

feuilles de Pistacia Lentiscus sont présentées dans le tableau N°I.

Tableau N°II : structures des principaux composants chimiques des feuilles de Pistacia

Lentiscus (Bozorgi et al., 2013).
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Nom du composant chimique Structure

LML
Acide gallique

o~ o, o,
HiY ol
(] g |
il
Catechine . o
Ak
..1‘|| 1f

Quercetin-3-glucoside s

Monogalloyl glucose e

HLF II: ™IH

3.4.5-Tri-O-galloylquinic acid o, b

I-4- Utilisation thérapeutique traditionnelle de ’espéce Pistacia lentiscus L.

Pistacia lentiscus a une longue tradition dans la médecine populaire datant des temps des
grecs anciens, plusieurs utilisations thérapeutiques ont été rapportées sur cette espece, tableau

Ne III.
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Tableau N° I1I : Principales utilisations thérapeutiques traditionnelles de Pistacia lentiscus.

Partie d.e .la' plante Utilisation thérapeutique traditionnelle Référence
utilisée
Feuilles troubles gastro-intestinaux, traitement de | Kiveak er Akay,
I’eczéma, la diarrhée et les infections de la | 2005.
gorge, et comme un puissant antiulcéreux
Fruits Grippe, rhumatisme, eczéma, diarrhée et | Bozorgi et al.,
infections de gorge 2013.
Ecorce Douleur intestinale, diabéte et diarrhée Lahsissene et al,
2009.
Mastic Douleurs abdominal, des maux d’estomac, | Bammou et al.,
de la dyspepsie et de I’ulcére gastroduodénal | 2015.

I-5- Activités pharmacologiques de Pistacia lentiscus L.

Plusieurs études ont été¢ apportées sur les propriétés pharmacologiques de pistacia lentiscus,

citant en titre d’exemple :

Activités anticancéreuses : la gomme du mastic de pistacia lentiscus contient des
composées qui inhibent la prolifération et induisent 1’apoptose des cellules

cancéreuses (Balan et al., 2007).

Activités antimicrobiennes et antivirales : les composés phénoliques de pistacia
lentiscus ont un moyen de défense contre les micro-organismes. Les nombres de
groupement hydroxyle augmente la toxicité contre soit par la chélation des ions
métalliques, soit par des interactions non spécifiques, telles que 1’établissement des
ponts hydrogeénes avec les protéines des parois cellulaires, afin d’inactiver 1’adhésion

des micro-organismes (Cowan, 1999; Lin et al, 2005).

Activités antioxydantes : la richesse des différentes parties de pistacia lentiscus en
polyphénols et en flavonoides lui confeére I’activité antioxydante et cela par le
piégeage direct des ERO, I’inhibition des enzymes génératrices d’ERO, la chélation
des ion de métaux de transition, responsables de la production des ERO et I’induction
de la biosynthese d’enzymes antioxydantes (Halliwell, 1994 ; Atmani ez al., 2009 ;
Bozorgi et al., 2013).
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Activités Antimutagéne : les polyphénols isolés de pistacia lentiscus (acide galliques,
acide et digalliques et 1,2,3,4,6-pentagalloylglucose), ont une activités inhibitrice de la

mutagénicité et la génotoxicité dans des essais, in vitro (Bozorgi ef al., 2013).

Activités anti-inflammatoires : la présence de flavonoides dans les différentes parties
de pistacia lentiscus lui confére cette activité anti- inflammatoire, cela par I’inhibition
d’importantes enzymes de régulation. En effet, certains flavonoides sont de puissants
inhibiteurs de la production des prostaglandines, des molécules pro-inflammatoires
tres actives. Cet effet serait di a la réduction du métabolisme de 1’acide
arachidoniques par I’inhibition de lipooxygénase, de la cyclooxygénase et de

phospholipase A2 (Manthey, 2000 ; Bozorgi et al., 2013).
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11.1. Les radicaux libres
11.1.1. Définition

Les radicaux libres sont des especes chimiques qui possedent un électron célibataire sur
leur couche externe, les rendant ainsi instables. Lorsque cet électron libre est situé sur un
atome d’oxygene, on parle alors « d’especes réactives de 1’oxygeéne »(ERO).Les principales
especes radicalaires centrées sur 1’oxygene sont rapportées dans le tableau N° IV (Losada et

al., 2017).

Tableau N°IV: Les espéeces réactives de I’oxygeéne (ERO) (khaldi,2015) :

Nom Symbole chimique
Formes Anion superoxyde 0,
radicalaires i
Radical hydroxyle OH.
Oxyde nitrique NO.
Radicaux peroxyles RO,
Peroxynitrite ONOO
Radical nitrosyle ONOOH
Oxygene singlet 0))
Formes
non radicalaires Peroxyde d’hydrogéne  H,O,

11.1.2. Production des radicaux libres

La production des especes oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme
aérobie. En effet, I’organisme a besoin d’oxygeéne (O;) pour produire de 1’énergie au cours
des réactions dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de 1’oxygene
¢chappe a sa réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a 1’origine de

la production de radicaux libres oxygénés (RLO) (Chu et al., 2010).

I1.1.3. Le stress oxydant

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les
pro-oxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats

cellulaires irréversibles (Pincemail ez al., 2002).
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I1.1.4. Conséquences du stress oxydant

Des concentrations ¢élevées en ERO peuvent étre un important médiateur dedommages des
structures cellulaires, des acides nucléiques, des lipides et des protéines (Valko et al., 2006).
Stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le cancer,
syndrome de détresse respiratoire aigue, cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré...etc. Et
aussi I’'un des facteurs potentialisant l'apparition des maladies plurifactorielles tel que le
diab¢te, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier,

2003).
I1.2.Les antioxydants

I1.2.1. Définition

Le terme d’antioxydant désigne toutes substances qui présentes a faiblesconcentration, ont la
capacité¢ de retarder ou d’inhiber significativement I’oxydation d’un substrat (Sathiya ez al.,
2015).1Is sont produits dans I’organisme (endogeéne) ou apportés parles aliments (exogenes).
Selon le mécanisme d’action, on distingue les antioxydantsenzymatiques et nonenzymatiques

(Park et al., 2001).

I1.2.2. Classification des antioxydants
I1.2.2.1. Les antioxydants endogénes
I1.2.2.1.1.Les antioxydants enzymatiques

L’organisme posséde des enzymes qui peuvent métaboliser les ERO (Morena et al.,

2002).Les plus connues sont:

a- La superoxydedismutase (SOD)

La SOD est une des plus importantes enzymes cellulaires possédant unefonction
antioxydante. C’est ’enzyme antioxydante “anti-O2- > la plus importante dans toutes les
cellules vasculaires car elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en eau oxygénée.

L’absence de cette enzyme peut étre 1étale(Zerargui,2015).

La SOD catalyse la dismutation de 1’O2.- en dioxygene et H,O; selon la formule suivante:

SOD

202.-+2H+ » H202+ Oz

10
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b- La glutathion peroxydase(GPX)

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matricemitochondriale.
Elle a pour activité, la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) etdu peroxyde
d’hydrogene (H,0,) (Valko et al, 2006).Lors de cette réaction deux molécules de glutathion
réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG) (Mates et al., 1999), selon les

formule ci-apres :

GPX

2GSH (réduit) + H202 »GSSG (oxyde) + 2H20

GPX

2GSH (réduity + ROOH »GSSG (oxydé) + ROH + H20

c- La catalase

Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al., 2006).

Elle permet de convertir deux molécules de H202 en H20 et O2, selon la formule suivante.

Catalase

H20:2+ H202 »2 H20 + O2

11.2.2.1.2. Les antioxydantsnon enzymatiques
a- Glutathion

Le glutathion est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systémes vivants. Il est
antioxydant par son caractere nucléophile et radicalaire (Baudin, 2006), selon les équations

ci-apres :
GSH + *OH — GSe + H20

2GS+* — GSSG
b- Acide Urique

L’acide urique est un piégeur de 10,, des radicaux peroxyles et hydroxyles (RO<et HO¢), de
I’0ozone et de HOCL. La réaction de I’acide urique avec ces ROS génere des radicaux moins

réactifs que HOe

11
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c- Les protéines de stockage des métaux de transition

Des protéines liant les métaux (transferrine, céruloplasmine, etc.), [’albumine
oul’haptoglobine diminuent le taux des ions métalliques libres en les complexant avec en
conséquence, une diminution de leur pouvoir oxydant. A titre d’exemple, la réaction de
Fenton entre le fer (cuivre) et l'eau oxygénée ne se fait pas en absence du métal(Lopez et
al.,2005).
11.2.2.2. Les antioxydants exogénes

a- Les oligo-éléments
Les oligo-¢léments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments, on cite ; le zinc, le sélénium et le
manganese (Pastre, 2005).

b- Les vitamines

Les vitamines sont des molécules organiques requises en faible quantité indispensable
pour le fonctionnement des voies métaboliques des €tres vivants. Elles réagissent sous forme

de coenzyme (Barati et Marechal, 2008).
e La vitamine C ou acide ascorbique

C’est un puissant réducteur. Il joue un réle important dans la régénération de la vitamine E.
e La vitamine E ou tocophérol

Prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux peroxyles

(Ould, 2016)
c- Les composés phénoliques

Les composés phénoliques forment le groupe des composés phytochimiques le plus important
des plantes (Mohammedi, 2006).

I1.3. Les composés phénoliques

I1.3.1. Définition

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux tous ces
composés posseédent des groupements hydroxyles sur les noyaux aromatiques. Parmi ces

métabolites on cite : les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins qui sont les classes

12
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majeures des polyphénols et sont groupés selon la présence des différents substituant sur les
noyaux et selon leur degré de saturation. Ils sont fréquemment attachés aux molécules de

sucre pour augmenter leur solubilité dans I’eau (Berboucha, 2005).

I1.3.2. Structure chimique

La structure chimique des polyphénols est comparable a tous les polyphénols. Ils sont
caractérisés par la présence d’un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés (figure N°3).
Les polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux

aromatiques qui les composent et des substitutions qui les relient (Manallah, 2012).

Groupe hydroxyle OH

Anneau
aromatigue »

Groupe phénol

Figure N°3 : structure de base des polyphénols(Manallah, 2012).
I1.3.3. Classification des composés phénoliques

Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérises jusqu'a aujourd'hui chez les
végétaux. Bien qu'étant treés diversifies, ils ont tous en commun la présence d'un ou de
plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles

(Bruneton,1999).La figure suivante résume les différentes classes de polyphénols.

S ()

lphl;::he:us] lFlavonoida] l Stilbenes ] [Coumarines] [ Tanins ]

I
I I | | | |

[ﬂa.—orols ] [fiavores ] [ﬂsvarols ] [Flavsroras ] [arlrc-c;.-ar»zzres ] [lsoﬂauores ]

Figure N°4 : Classification des polyphénols (Macheixet al, 2006).
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I1.3.3.1. Les acides phénoliques

Le terme d’acidephénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Benarous, 2009). IIs sont
considérés comme substances photochimique avec des effets antioxydant, de chélation et anti
inflammatoire. Leur toxicité est faible et ils sont considérés non toxiques (Bahaz ef Rachdi,

2010).Les acides phénoliques sont divisés en deux sous classes :

¢ Les dérivés de I’acide benzoique ou les acides hydroxybenzoiques ; tels que 1’acide

gallique, les gallotanins et les ellagitanins.

% Les dérivés de I’acide cinnamique ou les hydroxycinnamiques qui comprennent les
acides p-coumarique, caféique, férulique et sinapique qui sont des précurseurs

d’anthocyanines (Manach et al., 2004.)

La structure de base des acides phénoliques est donnée par (la figure N°5).

\ COOH

HO

Figure N°S : Structure de I'acide phénolique (Manach et al., 2004.)
I1.3.3.2. Les flavonoides

Le nom flavonoide est dérivé du mot grec «FLAVUS» qui veut dire jaune (Bahaz et Rachdi,
2010). Plusieurs études ont soulignés que les flavonoides de différentes sources botaniques

agissent comme antioxydants puissants encore plus que la vitamine C (Ferhat et al., 2009)

Il y a six classes des flavonoides, qui différent par leur structure chimique : Flavanols,

flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et anthocyanidines (Mohemmedi, 2006).

Structuralement, les flavonoides ont un squelette de base commun constitué¢ de 15 atomes de

carbone assemblés en trois cycles nommés A, C et B (Figure N°6).
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Figure N°6 : Structure de base des flavonoides (Mohemmedi, 2006).

Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus importantes
sont présentées dans la figure suivante.

Flavomne s o wrosmiee

Figure N°7 : La classe des importants flavonoides (Mohemmedi, 2006).
I1.3.3.3. Les stilbénes

Les Stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, dont la structure est C6-C2-C6 comme les
flavonoides, formant un systéeme conjugué (figure N° 8). Cette particularité leur confére une

granderéactivité due a la résonance des €lectrons sur la totalité¢ de la molécule.

l.-
.-_'.-' T,
.
e ke, J-_ J
i, e r - -
[..- -.__.._]_.- s s
.
T

Figure N°8 : Structure d’un stilbéene(Midoun, 2011).
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Les stilbénes sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a
l'attaque par les microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales

des stilbénes sont les raisins, les vins, le soja et les arachides (Crozier et al., 2006).

11.3.3.4. Les coumarines

Les coumarines sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide cinnamique,
I’acide P-coumarique. Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses
especes veégétales et possedent des propriétés tres diverses. Elles sont capables de prévenir la
peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles(Igor, 2002).Les coumarines sont caractérisées par une structure qui comporte le
noyau benzo-a pyrone (coumarine), famille de molécules, qui se composent d'un noyau

benzénique relié a un noyau pyrone (Figure 9) (Jain et Joshi, 2012).

N

O O

Figure N°9 : Structure de base de coumarine
I1.3.3.5. Les tanins

Les tanins sont des composés phénoliques solublesdans 1’eau, de poids moléculaire compris
entre 500 et 3000 Da, ils ont la capacité de combiner aux protéines ce qui explique leur
pouvoir tannant (Frutos et al., 2004). Chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structures aussi bien que par leur origine biogénétiques sont distingués: les
tanins hydrolysables et les tanins condensés (Benarous, 2009).Ces deux structures sont

illustrées sur la figure suivante.
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"‘J”f;_;.H = |
o F -~ ,.-'““\ H}‘“:h‘u.-"
L« .""’J.r
O
oM
Tanin hydrollysable lanin condensé

Figure N°10 : structures chimiques de tanin hydrolysable et tanin condens¢ (Benarous,
2009).

I1.3.4.Propriétés biologiques des polyphénols

Les polyphénols et les huiles (végétale, essentielle) possedent de remarquablesactivités
biologiques et pharmacologiques dues essentiellement a leur pouvoir antioxydant et a
I’inhibition de certaines enzymes productrices de radicaux libres (Nakayama, 1994 ;

Cos et al., 1998).

I1.3.4.1. Propriétés antioxydante

L’activité antioxydante des composés phénoliques est due a leur capacité a piéger les radicaux
libres, donner I’atome d’hydrogene et ¢lectron et chélater les cations métalliques. La structure
des composés phénoliques est I’¢lément déterminant de leur activité. Pour les acides
phénoliques, I’activit¢ antioxydante augmente proportionnellement avec le degré
d’hydroxylation et la présence de groupement C=CH-COOH (Balasundram et al., 2006).
Pour les flavonoides, la relation structure-activité antioxydante est généralement plus
compliquée que les acides phénoliques a cause de la complexité de la molécule de flavonoides

(Bors et al., 1997).

11.3.4.2. Propriété anti-inflammatoire

Les propriétés anti-inflammatoires des composés polyphénoliques peuvent étre dues a leurs
capacités d’inhiber des enzymes impliquées dans les processus inflammatoires (Skerget et

al., 2005) .
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11.3.4.3. Propriétés anti-allergiques

Les flavonoides sont également connus pour leurs effets antiallergiques. La quercétine exerce
un puissant effet inhibiteur de la libération d’histamine a partir des astrocytes (Ghedira,
2005). IIs agissent aussi par inhibition des enzymes qui favorisent lalibération d’histamine a

partir des mastocyte et des basophiles : I’AMPcphosphodiestéraseet la Ca++ ATPase.

11.3.4.4. Propriété anticancéreuse

Les flavonoides et autre phénols peuvent jouer un role préventif dans ledéveloppement du
cancer (Kihkoen et al, 1999). IIs interviennent dans 1’étape d’initiationcomme piégeurs des
mutagenes ¢€lectrophiles ou en stimulant la réparation de I’ADNmuté. Durant les étapes de
promotion et de progression, ils agissent comme des agentssuppresseurs de tumeurs par
différents mécanismes comme I’induction de l’apoptose etl’inhibition de la prolifération

cellulaire (Scalbert et al., 2002).

11.3.4.5. Propriété anti-enzymatique

Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques in vitro. Ils agissent par laformation des
liaisons covalenteset non covalentes(inhibition compétitive, noncompétitive, mixte) (Chaher,

2006).
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Expérimentation Chapitre I : Matériel et méthodes

I-1- Matériel végétal
I-1-1- Récolte, séchage et broyage

Cette étude est réalisée sur la partie aérienne (feuilles et tiges) de Pistacia lentiscus L.

récoltés durant le mois de Mars 2019 dans la région d’Aokas(Wilaya de Bejaia).

Figure N°11 : les feuilles et tiges de Pistacia lentiscus.

Ces parties ont ét¢ lavées a I’eau plusieurs fois. Ensuite, laissées égouttées a 1’air libre
pendant une nuit, et puis étalées sur du papier aluminium et laissées séchées a I’air
libre.Apres séchage complet, les feuilles et les tiges ont été broyés séparément a 1’aide d’un
broyeur jusqu’a 1’obtention d’une poudre fine et puis tamisée .Les poudres obtenues étaient
conservées dans une boite en verre couverte avec du papier aluminium a I’abri de la lumiére

pour éviter la photo oxydation des substances actives dans la poudre.
I-1-2- Préparation des extraits

Une prise d’essai de la poudre végétale (feuilles et tiges) (5 g) est mise en contact avec 100ml
d’éthanol (95%) (Solvant d’extraction). Les mélanges sont agités a I’aide d’un agitateur
magnétique a I’abri de la lumiére. Aprés 24 heures agitation, les extraits sont filtrés (2 fois)
sur du papier WatmanN°3 et conservés au réfrigérateur a 4°C. La figure N°12, illustre les

photos prises lors de ’agitation et de la filtration des extraits.
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i ~ ST

e —
Figure N°12 : Agitation et filtration des extraits

I-2- Dosage des antioxydants

I-2-1- Dosage des phénols totaux

» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune, constitué¢ par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040). 11 est
réduit, lors de ’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleus de tungsténe et de
molybdéne, ce qui aide a doser les phénols dans le visible a une longueur d’onde de 765nm

(Ribéreau-Gayon, 1968).
» Mode opératoire

Le protocole de dosage des polyphénols totaux est illustré sur la figure N°13.
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200uld’extrait. w

4

1 ml de folin-ciocalteu '
(1/10). }

i
Incubation Smin }

|

I

e
0,8 ml de carbonate de
sodium (7,5 %).

4

Agitation. 1

.

Vi
Incubation a obscurité
pendent 30 min.

|

4

Absorbance a 765nm. 1

Figure N° 13 : Dosage des polyphénols totaux (Maisuthisakul et al., 2007).
> Expression des résultats

Le taux de polyphénols totaux dans nos extraits de Pistacia lentiscus L., est calculé a partir
d’une droite d'étalonnage linéaire (y= a x +b), établie avec des concentrationsprécises d'acide
gallique (0-80ug/ml) comme standard de référence.La droite d’étalonnage a été effectuée en

suivant les mémes étapes du dosage.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalents d’acide gallique parmilligramme
d’extrait (ug EAG/ ml Ext).Fonction lin€aire de courbe d’étalonnage d’acide gallique :

Y=0.0210X (Annexe 1).
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I-2-2- Dosage des flavonoides

» Principe

La méthode repose sur 1’aptitude des flavonoides a chélate les métaux (fer etaluminium), cette
propriété est propre aux groupements hydroxyles des phénolsflavonoides capables de donner
un complexe en présence d’aluminium (chlorured’aluminium) (Ribéreau-Gayon, 1968).

» Mode opératoire

La méthode utilisée est celle décrite par Bahorunet al.,(2004). Un volume de 1 ml de I’extrait
est mélangé a Iml de la solution de trichlorure d’aluminium AICI3 a 2% (dans 1’éthanol).
Apres incubation a I’obscurité pendant 15 min et a température ambiante, 1’absorbance est
mesurée a 430 nm.

» Expression des résultats

La quantification des flavonoides contenus dans les extraits de Pistacia lentiscus L.a été
faite en fonction d’une droite d’étalonnage linéaire (y= a x+b) réalisé par un standard

¢talon « la quercétine (0-40ug /ml) ».

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalents de quercétine parmilligramme
d’extrait (ug EQ/ mg Ext).Fonction linéaire de courbe d’étalonnage de quercétine :

Y=0.034X-0.015 (annexe 2).
I-3- Evaluation de Pactivité antioxydante

I-3-1- Test de piégeage du radical libre DPPH

> Principe
Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger leradical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Ce dernier est réduit a la formed’hydrazine (Non radical)
en acceptant un atome d’hydrogeéne (Brand-William et al.,1995).0On peut résumer la réaction
sous la forme de I’équation:
DPPH*+ (AH) n — DPPH-H+ (A*) n

Ou:

(AH) : représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH(violet) Pour

le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune pale).
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N
| + Antioxydant -OH - ! + Antioxydant-Oe
Nea NH
NO- \©/ NO- NO-, U NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure N°14 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Talbi et al., 2015).
» Mode opératoire

Le test DPPH est réalis¢ selon la méthode décrite par (Shonet al., 2003). 100 pl d’extrait sont
mélangés avec 3 ml de la solution de DPPH (60 uM). Aprés 30 minutes d’incubation a

I’obscurité, I’absorbance est lue a 517 nm.
» Expression des résultats

L’activité anti-oxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH selon la

formule ci-apres:

% d’inhibition du DPPH = [(abs témoin —Abs d’échantillon)/Abs témoin]*100

Abs témoin : absorbance du témoin (3ml méthanol+ 1 ml DPPH).

Abs échantillon : absorbance de I’extrait (3 ml extrait+1 ml DPPH).
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Expérimentation Chapitre II : Résultats et discussions

I1-1- Dosage des antioxydants
II-1-1- Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en composés phénoliques des extraits étudiés(extraits des feuilles et extraits des
tiges de pistacia lentiscus), exprimées en milligrammes d’équivalent d’acide gallique (mg

EAG/g) sont représentés dans (la figure 15).
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Figure N°15 : Teneur en polyphénols totaux des extraits éthanoliques des feuilles et des tiges

de pistacia lentiscus(mg EAG/g de matiere seche)

La concentration en polyphénols totaux des feuilles de Pistacia lentiscus est d’environ 339,51
+ 2.67 mg EAG/g de matiére seche, alors qu’elle est de 50,77 + 3,32 mg EAG/g de maticre

seche pour les tiges.

Plusieurs études effectuées sur les feuilles de Pistacia lentiscus ont démontrées qu’elles
constituent une source majeure de composés phénoliques (Ljubuncic et al., 2005 ; Gardeli et

al., 2008 ; Atmani et al., 2009).

La teneur en polyphénols totaux des feuilles est supérieure a celle trouvée par Atmaniet al.,
2009.(136.25 £ 18.9mg E AG / g) et s’approche du résultat trouvé par Ebrahimzadeh et
al.,2008.(289.5 £ 5mg E AG/ g).

Ces variations des teneurs en composé€s phénoliques sont soit due aux conditions
¢daphoclimatiques, Soit aux techniques d’extractions (solvant utilisé, température et temps

d’extraction).
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Selon Zaouali et al., 2018, le contenu en composés phénoliques variait selon les stades

phonologiques qui coincidaient avec la variété et les facteurs écologiques.

I1-1-2- Dosage des flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus large et le plus répandu de composés

phénoliques (Abubakar et al., 2009).

Plusieurs études effectuées sur les feuilles de Pistacia lentiscus ont montré sa richesse en
composés de type flavonoides tels que les flavonols glycosylés (y compris la myrecetine, la
quercétine glycosylée), les flavones et les anthocyannes (Ljubuncic ef al., 2005;Luigia et al.,

2007).

Les teneurs en flavonoides des extraits étudiés (extraits des feuilles et extraits de tiges de
pistacia lentiscus), exprimées en milligrammes d’équivalent de Quercétine (mg Q/g) sont

représentés dans( la figure 16).
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Figure N°16 : Teneur en Flavonoides des extraits éthanoliques des feuilles et des tiges de

pistacia lentiscus(mg EQ/g de matiere seche)

La concentration en flavonoides des feuilles de Pistacia lentiscus est d’environ 45,02 + 3,32
mg EQ/g de matiére seéche, alors qu’elle est de 11,49 + 0,57 mg EQ/g de matiére séche pour

les tiges.

Ces résultats se concordent avec ceux trouvés par Zaouali et al., 2018.qui ont trouvés des une

concentration en flavonoides des feuilles de 47,5 + 1,1 mg EQ/g de matiére seche et 7,8 = 0,3
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mg EQ/g de mati¢re séche pour les tiges, lors des travaux réalisés sur la composition de la

partie aérienne de Pistacia lentiscus.

Il y a une corrélation évidente entre les teneurs en flavonoides et les teneurs en polyphénols
des différentes parties étudiées, étant donné que les flavonoides représentent la fraction

majoritaire des composés phénoliques.
II-1-3- Test de piégeage du radical libre DPPH

Le DPPH est utilis¢ afin d’évaluer la capacité des antioxydants d’agir en tant que piégeurs de

radicaux libres ou donateurs d’hydrogene (Molyneux, 2004).

La figure 18 illustre les résultats de 1’activité scavenger du radical DPPH des extraits étudiés

(extraits des feuilles et extraits de tiges de pistacia lentiscus).
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Figure N°17 : pourcentage d’inhibition du radical DPPH des extraits éthanoliques des feuilles

et des tiges de pistacia lentiscus.

L’effet d’inhibition du radical DPPH est plus important dans I’extrait des feuilles (70,83 =+
7,22%), comparativement a I’extrait des tiges (45,83 + 7,22%).

L’activité anti-radicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur

enpolyphénols totaux et en flavonoides.

Ce pouvoir antioxydant est fort probablement dii aux composés phénoliques présents dans les

feuilles et les tiges de Pistacia lentiscus, et qui sont connus comme substances anti-
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oxydantesayant la capacit¢ de piéger lesespeces radicalaires et les formes réactives de

I’oxygene (Turkmen et al., 2007).

27



Conclusion




Conclusion

A travers cette étude, 1’activité anti-oxydante des feuilles et des tiges de Pistacia lentiscus est
évaluée. Cette évaluation est précédée par une préparation des extraits éthanoliques a partir de

poudres de ces deux parties étudiées.

Les résultats du dosage des composés phénoliques obtenus montrent que les feuilles de
Pistacia lentiscus sont riches en ces composés avec une teneur de 339,51 £ 2.67 mg EAG/g de
matiere seche. Alors que la teneur obtenue pour les tiges est d’environ 50,77 = 3,32mg EAG/g

de maticre seche, soit un septiéme de la composition phénolique des feuilles.

De méme pour les flavonoides, les feuilles montrent une tenure d’environ 45,02 + 3,32 mg
EQ/g de matiere seche, tandis que la teneur est de 11,49 + 0,57 mg EQ/g de matic¢re seche

pour les tiges.

L’évaluation de I’activité anti-oxydante des extraits éthanoliques des feuilles et des tiges de
Pistacia lentiscus montrent que D’extrait des feuilles représente un bon pourcentage

d’inhibition avec 70,83+ 7,22%. Ce pourcentage est de 45,83 + 7,22% pour ’extrait des tiges.

Les résultats obtenus révélent que la plante Pistacia lentiscus est une bonne source d’anti-
oxydants naturels et que les feuilles de cette plante représentent la partie la plus riche en ces

¢éléments.

En perspectives, il serait souhaitable de compléter cette étude, par d’autres tests de
I’évaluation de I’activité anti-oxydante tel que : le pouvoir réducteur, I’évaluation de I’activité
anti-radicalaire par ABTS et I’identification des principes actifs de cette espece avec des

méthodes chromatographiques.
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Annexe 3:Liste des Appareils et réactifs utilisés au cours de I’expérimentation.

Appareils Réactifs
-Agitateur - Eau distillé(H20D) ;
- Balance - Diphénilepicryl-hydrazyle(DPPH) ;

- Barreau magnétique

- Béchers

- Broyeur électrique

- Tubes a essais

- Cuve

- Micropipettes

- Papier aluminium.

- Papier filtre Wattman.

- Spectrophotometre UV visible

- Méthanol

- Ethanol

- Quercétine

- FolinCiocalteu

- Acide gallique

- Trichlorure d’aluminium Alcl3

- Carbonate de sodium




Résumé

Résumé

L’objectif du travail consiste a évaluer I’activité anti-oxydante des feuilles et des tiges d’une plante
médicinale (Pistacialentiscus). Au cours de cette étude, nous avons déterminé les teneurs en
polyphénols totaux et les flavonoides et nous avons évalué I’effet anti radicalaire par le DPPH. Le
dosage des polyphénols a révélé une teneur de 339,51 £ 2.67 mg EAG/g de matiére séche pour les
feuilles et 50,77 + 3,32 mg EAG/g de matiére séche pour les tiges. Les feuilles montrent une teneur en
flavonoides d’environ 45,02 + 3,32 mg EQ/g de matiére séche, tandis que la teneur est de 11,49 + 0,57
mg EQ/g de matiére séche pour les tiges. L’évaluation de ’activité anti-oxydante (DPPH) a révélé un
pourcentage d’inhibition de 70,83 + 7,22% pour les feuilles et et de 45,83 + 7,22% pour I’extrait des
tiges.Les résultats obtenus révélent que la plante Pistacialentiscus est une bonne source d’anti-
oxydants naturels et que les feuilles de cette plante représentent la partie la plus riche en ces éléments.

Mots clés : Pistacialentiscus, polyphénols, flavonoides, DPPH, activité anti-oxydante.

Abstract

The objective of this work is to evaluate the antioxidant activity of the leaves and stems of a medicinal
plant (Pistacialentiscus). In this study, we have determined the levels of total polyphenols and
flavonoids and evaluated the anti-radical effect by DPPH. The determination of polyphenols revealed
a content of 339.51 £ 2.67 mg EAG / g dry matter for leaves and 50.77 &+ 3.32 mg EAG / g dry matter
for stems. The leaves show a flavonoid content of about 45.02 + 3.32 mg EQ / g dry matter, while the
content is 11.49 + 0.57 mg EQ / g dry matter for stems. The evaluation of the antioxidant activity
(DPPH) revealed a percentage inhibition of 70.83 = 7.22% for the leaves and 45.83 + 7.22% for the
extract of the stems. The results reveal that the plant Pistacialentiscus is a good source of natural
antioxidants and that the leaves of this plant represent the richest part.

Key words: Pistacialentiscus, polyphenols, flavonoids, DPPH, antioxidant activity.
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