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ml : Millilitre
mM : Millimolarié
mmol /L : Milli mol par Litre
nm : Nanométre

190 : Pourcentage d’inhibition
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Introduction

Depuis longtemps, L’homme et les plantes vivent cote a cote. Il est habitué & consommer
différentes espéces de plantes, qui sont bien souvent appréciees pour leurs qualités aussi bien
médicales que nutritives. A cet effet un grand nombre des plantes médicinales possedent des
propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvent application trés largement répandue
dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture ™.

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux meédicaments.
Elles sont considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments 2.

L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’une brhlante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette matiére végétale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpénes et les
flavonoides °!,

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent un role
trés important, principalement, dans la lutte contre les cancers, les maladies cardiovasculaires
et la peroxydation lipidique. Expliquant de ce fait leur grande utilisation dans la fabrication
des médicaments. lls interviennent aussi dans la protection des plantes contre les différentes
attaques microbiennes (surtout fongiques) risquant de causer la perte d’une grande quantité de
végétation .

Cependant, 1’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydante et
antimicrobienne demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes
d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces
plantes représentent une nouvelle source de composés actifs .

Les especes du genre Pislacia sont utilisées depuis longtemps dans un intérét économique
pour preparer le chewinggum. La substance responsable est une substance visqueuse qui est la
résine. Pistacia lentiscus fait I’objet aussi de notre travail pour deux raisons principales :

e (’est une plante souvent utilisée par la population locale ;

e Elle possede des activités antioxydantes.




L’objectif de notre étude est d’estimer la teneur de cette espece végétale en ces composés
actifs essentiels, les polyphénols, flavonoides et les tanins obtenus dans les extraits
éthanoiques de la partie aérienne de pistacia lentiscus collecté dans région d’Aflou de la
wilaya de Laghouat.

Cette étude est divisée en deux parties :

Dans la premicre partie de notre étude, nous rappelons briévement la description d’espéce
végetale etudié, puis nous cherchons a réaliser le volet expérimental qui se déroule sur une
¢tude phytochimique et 1’évaluation de I'activité antioxydante.

La seconde partie regroupe I’ensemble des résultats qui seront suivis d’une discussion.

Enfin nous avons terminés notre travail par une conclusion générale et des perspectives.




I. Matériels et méthodes

1.1. Matiére végétale

La matiere végétale qui a fait I’objet de ce travail est constituée de la partie aérienne
(feuilles) de la plante de Pistaca lentiscus.
Les échantillons ont été récoltés dans la région d’Aflou wilaya de Laghouat (sud Algérien) au
mois Décembre 2017. La plante étudiée est séchée al’abri de la lumiere pendant 1 mois.
Le tableau suivant présente les différentes caractéristiques de la plante étudié.

Tableau 1 : Caractérisation de la plante étudiée.

Description Photos

Noms vernaculaires :

-En anglais : Chios mastic tree.

-En francais : Arbre au mastic, Lentisque.

-En arabe : 5=
C’est un arbrisseau de 1 a 3 métres de hauteur, courant
en sites arides de la région méditerranéenne (de 1’Asie,
I’Europe, I’ Afrique, jusqu’aux Canaries)

Classification botanigue :

Régne : Plantae.

Embranchement : Spermatophyta.
Classe : Dicotyledones. L’arbre
Ordre : Sapindales.

Famille : Anacardiaceae.

Genre : pistacia — pistache.

Espéce : Pistacia lentiscus.

Feuilles : Sont persistantes, composées et possedent un
nombre pair de folioles (4 a 10) d'un vert sombre,
elliptiques, obtuses, luisantes en dessus, glabres,
coriaces et dont le pétiole est bordé d'une aile verte. On

trouve des pieds males et femelles distincts (espéce

dioique) qui fleurissent en grappes denses en mois de
Mai.

Les Feuilles




Fleurs : Les fleurs unisexuées d’environ 3mm de large
se présentent sous forme de grappe. Elles apparaissent
au printemps et sont trés aromatiques, forment des

racemes de petite taille a l'aisselle des feuilles.

Fruit : Est une baie globuleuse (de 2 a 3 mm) de
diametre, monosperme, sa couleur est d’abord rouge, et
devient brunatre a sa maturité, qui est compléte a

I’automne.

Propriétés thérapeutiques :

le pistachier lentisque est un des arbres caractéristiques
du maquis provencal. Ses rameaux renferment une huile
essentielle aux nombreuses vertus. Elle exerce une
action antispasmodique (elle prévient les contractions
musculaires involontaires), antalgique, antibactérienne,
antifongique, antioxydante et cicatrisante. Grace a sa
propriété décongestionnante, elle agit efficacement
contre les troubles de la circulation sanguine (varices,
jambes lourdes) et les affections respiratoires
(bronchites, sinusites). Cette plante est aussi indiquée
dans le traitement des troubles digestifs (diarrhées,
douleurs abdominales, ulcéres de I’estomac), des
cedemes et des hémorroides. Enfin, elle protége le foie,
combat la cellulite, renforce les gencives et apaise les

douleurs dentaires !,

-_ &.
SN -




1.2. Méthodes

L’ensemble des méthodes expérimentales que nous avons mené dans ce travail se structure

comme le montre 1’organigramme ci-aprées

Matiére végetale sec

l

Extraction des composés phénoliques

l L |

Tests Dosages Evaluation de
phytochimiques I’activité anti-oxydante
Polyphénols
Test DPPH
Flavonoides
L Test ABTS
Flavonols B
Test FRAP
Tanins

Schémal : Organigramme expliquant les différentes étapes expérimentales.

1.2.1. Etude phytochimique de Pistacia Lentiscus

1.2.1.1. Séchage et Broyage

Le matériel végétal utilise au cours de notre etude est la partie aérienne de pistacia
lentiscus, récolté en mois de Décembre 2017 dans la région d’Aflou wilaya de Laghouat.

Apres la récolte, les parties utilisées de la plante (feuilles) ont été lavés et séchées a 1’ombre




dans un endroit sec et aéré a une température ambiante et a I’abri de la lumiére pour éviter
toute modification ou dégradation des constituants présents. Une fois séchés, ils sont
récupérés dans des sacs en papier (Figure 1).

Les feuilles séchées de P. Lentiscus est broyés a 1’aide d’un mixeur jusqu’a leur réduction

en poudre (Figure 2).

Figure 1 : feuilles seches.

Figure 2: feuilles broyées.

1.2.1.2. Extraction des composés phénolique

L’extrait brut des échantillons étudiés est obtenu par macération. Ce type d’extraction est
un simple contact entre le support solide et le solvant ; 5g de poudre ont été mélangé avec
75ml du solvant hydro alcoolique (éthanol a 80%) ; le mélange a été mis sous agitateur

magnétique a température ambiante pendant 48h. le Macéréat a été filtré a travers un papier




filtre pour obtenir un extrait clair, et on a évaporé le solvant sous vide a une température de
40°C. Apres traitement a I’hexane afin d'éliminer toutes traces de composés apolaires
(pigments, lipides, etc.), la phase aqueuse est extraite a I’acétate d'éthyle, la phase organique
obtenue est évaporée sous vide a 40 °C. Le résidu est repris dans (5 ml d’éthanol pour la
phase organique et 5 ml d’eau pour la phase aqueuse) et conserver au réfrigérateur jusqu’a le
temps d’analyse.

La série d’extraction permet d’obtenir deux extraits : un extrait aqueux, et un autre
organique.

L’organigramme suivant explique les différentes étapes d’extraction des composés

phénoliques (Schéma 2).




5g de poudre (Les feuilles)

v
Macération dans 75ml (Ethanol/eau)
(80/20) pendant48h

R R e T » Filtration
; _______________

Filtrat T STttt \
: '+ Vaporisation des !
e > solvant organique
v ' sous vide 40C° |

Dilapidationavec @~~~ oo g

I’hexane 3 fois A

I

I

:

|

v
Fraction aqueuse M e

I

I

l

|

v

Extraction liquide-liquide avec
I’acétate d’ethyle 3 fois

\4
Fractions d’acétate d’ethyle ymmmm e -
| ' Vaporisation du
IR » lacétate d’ethyle
v i sous vide a 40 C°
Résidus phénoliques N .
v

Phase aqueuse

Schéma 2 : Protocole expérimentale d’extraction des composées phénoliques.




1.2.1.3. Tests phytochimiques

Dans le cadre de la recherche de ces molécules ou activités biologiques nouvelles d’origine
végetale, il est préférable de déterminer leurs compositions chimiques par une étude
phytochimique afin de détecter les classes des composés existants dans les différents organes
des plantes.

Les tests phytochimiques sont basés sur des essais de solubilité, sur des réactions

décoloration et de précipitation ainsi que sur des examens en lumiere ultra violette.

v" Mise en évidence des composés phénoliques :
0,19 extrait, on ajoute 3ml éthanol et 5 gouttes de la solution de FeCls a 1%. Un test positif

est révélé par Papparition d’une coloration bleu-vert [,

v Mise en évidence des flavonoides :
On ajoute 1 ml de I’extrait pur & 1 ml de solution AICIl; (2%). et ’ensemble est porté a
température ambiante pendant 15 minutes. Un test positif est indiqué par I’apparition d’une

couleur jaune .

v" Mise en évidence des anthocyanes :
5ml de I’extrait, on ajoute 5ml de H,SO,4 et 5ml NH,OH. Un test positif est révélé par

L’apparition d’une coloration bleu violacé .

v" Mise en évidence des tannins :
A 2 ml de la solution a tester, on ajoute 2 a 3 gouttes de la solution de FeCl; a 1%. Un test
positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu-noire (tannins galliques) ou bleu

(verdatre) (tannins cathéchiques) %',

v Mise en évidence des alcaloides :

Leur présence est déterminée quantitativement par : 2.5 ml de I’extrait, on ajoute 1 ml de
HCI (10%) (Solution A), et on met les tubes dans un bain marie jusqu’a ébullition. On sépare
ce mélange en 2 tubes, le 1% tube constitue le témoin qui contient 1ml de la solution A, le 2™
tube contient 1ml de la solution A et quelques gouttes du réactif de Wagner.

Si le test est positif, on a I’apparition d’une précipitation brune dans le 26me [11],
Le réactif de Wagner est préparé comme suite :
Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de Kl et 1.27g de I,. Le volume obtenu est ajusté a

100 ml avec I’eau distillée.




v Mise en évidence des saponosides :

Leur présence est déterminée quantitativement par : 10 ml d'extrait bien agité pendant 15s.
Apres un repos de 15 min en position verticale, on mesure la hauteur de la mousse
persistante en cm 2.

S'il n’y a pas de mousse : test (—)

Si la hauteur de la mousse est de 1 cm d’épaisseur : test faiblement positif (+)

Si la hauteur de la mousse est de 1 cm a 2 cm d’épaisseur : test positif (++)

Si la hauteur de la mousse est de plus de 2 cm d’épaisseur : test fortement positif (+++).

v Mise en évidence des coumarines :

5 ml de I’extrait est évaporé¢ au bain marie. Au résidu sec, on ajoute 2 ml d’eau chaude.
La solution obtenue est divisée en deux parties égales dont :

- La premiére représente un témoin ;

- Alors que la deuxieme est traitée avec 0.5 ml d'ammoniaque (NH;OH) a 10%.

L’examen est réalisé sous la lumiére ultraviolette et 1’apparition d’une fluorescence

intense révéle la présence de coumarines ™%,

v Mise en évidence des anthraquinones :
A 10 ml de I’extrait, on ajoute 5ml de la solution de NH;,OH a 10% avec agitation. Un test

positif est révélé par I’apparition d’une coloration violette .

1.2.1.4. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton et
Ross en 1965 avec le réactif de Folin—Ciocalteu **\. Le réactif est constitué d'un mélange
d’acide phosphotungstique, H3PW1,040, et l'acide phosphomolybdique, H3PMo01,04, qui,
apres oxydation des phénols, est réduit en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe, WgO,3, et
le molybdéne, MogO,3. La coloration bleue produite posséde une absorption maximale dans
la région de 750 nm et est proportionnelle a la quantité totale des composés phénoliques
initialement présents ™*°/.

200 pl d’extrait dilué été mélangés avec 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (10%) dilué
dans I’eau, aprés agitation pendant 5 min, 0,8 ml de carbonate de sodium (7,5%) est ajouté a
I’ensemble. Les échantillons ont été incubés a température ambiante pendant 30 minutes.

L’absorbance est mesurée a 760 a l'aide d’un spectrophotométre UV (SP-3000 nano) contre

un blanc.
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Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant I’acide gallique (Annexe 2) comme contrdle positif & différentes concentrations
(0.1-1 mg/ml).

1.2.1.5. Dosage des flavonoides totaux

La concentration des flavonoides a été determinée en utilisant une méthode chlorométrique
(7] La méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure de I’aluminium. En
effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle libre en positon 5susceptible de
donner (en présence de chlorure d’aluminium), un complexe jaunatre par chélation de 1’ion
Al”. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente
dans Dextrait ¢!,

Briévement, un millilitre d’extrait dilué dans I’eau est ajouté a 1 ml d’AICl; 2%. Apreés 30
minutes de réaction, 1’absorbance est lue a 430 nm. Une courbe d’étalonnage a été réalisée en
parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant la rutine (Annexe 3) comme
contréle positif a différentes concentrations (0.1-1 mg/ml). Les résultats sont ainsi exprimés

en mg d’équivalent de rutine par 1g du poids sec de la maticre végétal (9],

1.2.1.6. Dosage des flavonols

Le taux des flavonols est déterminé par la méthode décrite par Adedapo®.Un
volume de500ul d’extrait est ajouté a 500 ul d’acétate de sodium (50%) et 750ul de
chlorure d’aluminium (2%). La lecture de 1’absorbance est faite a 440nm aprés 2
heures et demie d’incubation, les résultats sont exprimés en mg équivalents rutine/g
d’échantillons (mg EQ/100g).

Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant la rutine (Annexe 4) comme controle positif a différentes concentrations (0.1- 1

mg/ml).
1.2.1.7. Dosage des tanins

La méthode dépend de la réaction de la vanilline “.Cela s’explique par la propriété des
tanins & se transformer en anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la vanilline %%,

Un volume de 400 pl de chaque extrait a été ajouté a 3 ml de la solution vanilline/méthanol
a 4 %, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 1,5 ml de I’acide chlorhydrique
(HCI) a 8% a été additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a température ambiante

pendant 15 min. L’absorbance est mesurée a 500 nm contre un blanc. Différentes
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concentrations (0.1-1 mg/ml) préparées a partir d’une solution meére de la catéchine (Annexe

5), permettront de tracer la courbe d’étalonnage.
1.2.2. Evaluation de P’activité antioxydante
1.2.2.1. Test de piégeage du radical DPPH

v Principe

La réduction de radical libre DPPH" (2,2’-diphényle-1-picrylhydrazyl) par un antioxydant
peut étre suivie par spectrométrie UV-Visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a
517 nm provoquée par les antioxydants /.
En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH de couleur violette se réduit en 2 .2

Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Figure 3) .

NO, NO,

+ A

zlm
Z

O,N N—N +AH —> O)N

NO, NO,

Figure 03: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH.

v" Mode opératoire
L’activité du piégeage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par
LOPES-LUTZ et al. (2008) *°!. 50pl de chaque solution éthanoique de I’extrait a différentes
concentrations sont ajoutés 1950 pl de la solution éthanoique du DPPH. Parallelement, un
témoin négatif est préparé en mélangeant 50 pl d’éthanol avec 1950 pl de la solution de
DPPH. La lecture de I’absorbances est faite contre un blanc pour chaque concentration a 517
nm aprés 30 min d’incubation a I’obscurité et la température ambiante. Le controle positif est
représenté par une solution d’un antioxydant standard ; Trolox et I’acide ascorbique (Annexe
6, 7), dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour

chaque concentration 2°.
La capacité a piéger le radical libre DPPH a été calculé comme pourcentage d’inhibition

(I%) en utilisant 1’équation suivante :

%I =[(Aog—As)/Ao]*100
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Ou:

Ag : Est I’absorbance de la solution DPPH

As : Est I’absorbance de ’extrait de 1’échantillon lorsque la solution a été ajoute [27]
L’activité antioxydant est exprimé ensuit par la valeur de ICsy en mg/ml, les valeurs de

I’ICsp ont été¢ déterminées graphiquement par la régression lin€aire 1’inhibition en fonction de

la concentration ; sachant que I’ICsp est la concentration efficace d’antioxydant nécessaire

pour le pié¢geage et la réduction de 50% d’une mole du radical DPPH [27]

1.2.2.2. Réduction du radical-cation ABTS™

v Principe
La méthode de radicale ABTS est I'un des tests les plus utilisés pour la détermination de
la concentration des radicaux libres. Il est basé sur la neutralisation d’un radical-cation
résultant de la mono électronique oxydation du chromophore synthétique 2 ,2-azino-bis (3
éthylbenzothiazoline -6-sulfonique acide) (ABTS") :
ABTS' » ABTS™ +¢

Cette réaction est suivie par spectrophotométrie 1%/,

v" Mode opératoire

Pour préparer la solution de I’ABTS on prépare une solution aqueuse de persulfate de
potassium K,S;0g (2 ,45mM) a partir de cette solution on prépare la solution d’ABTS a
(TmM), que présente une coloration bleu-vert correspondante a la formation du radical
cationique ABTS™

Tout est conservé a I’abri de la lumiére et a la température ambiante durant 16h avant
I’utilisation. La solution obtenue est diluée avec 1’eau distillée pour obtenir une absorbance de
0,7 a 734 nm. Un volume de 1980 pl d’ABTS est mélange avec 20ul de différente
concentration de notre extrait puis laisser a I’incubation pendant 30 min a 1’abri de la lumiére
et a la température ambiante. On mesure directement la diminution de 1’absorbance par le
spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 734 nm contre un blanc contenant I’éthanol et
persulfate .
Le Trolox et I’acide ascorbique (Annexe 10 et 11) sont utilisé comme antioxydant

standard dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et

pour chague concentration %/,
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Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :
%I = [(Absy — Absg) / Absy] * 100
%Il : Pourcentage d’inhibition
Abs : L’absorbance du radical ABTS™ + Ethanol.
Abs s : L’absorbance de 1’échantillon ABTS™ (Extrait ou standard) 2%,

1.2.2. Test de réduction du fer FRAP

v Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique a
été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fes")
présent dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe?*). En effet
le Fe** participe & la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance
du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm 2. Une augmentation de I’absorbance
correspond & une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés 2.

Le principe de ce test est basé sur la réaction chimique suivante :

Fe (IN) ———> Fe (1)
Fe? */ferricyanide + Extrait ——> Fe? /ferrocyanide + Extrait

v' Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par 2. En effet, 25 pl
de différentes concentrations de chaque extrait dilué dans 1’éthanol est mélangé avec 500 pl
de la solution tampon (pH 6.28) et 500 ul de ferricyanure de potassium KsFe(CN)g a 1%. Les
mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. apres, 500ul de 1’acide trichloracétique (10%)
est additionné avec 100ul FeCls (0,1%). L’absorbance est mesurée a 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre. Trolox est utilisé comme contrdle positif dans cette expérience dans les

mémes conditions opératoires (Annexe 14).
1.2.3. Analyse statistique

Les résultats d’analyse des extraits sont calculés a partir de trois essais. Les données ainsi

que les présentations graphiques sont traitées a 1’aide de Microsoft Office Excel.
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I1. Résultats et Discussion
11.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction par la méthode de macération de notre plante pistacia lentiscus
est exprimé en pourcentage massique par rapport a la matiere seche. Il est représenté au

niveau du (Figure 4).

70
60
50
40
30
20
10

0

Rendement %

Phase aqueuse Phase organique
Rendement % 65,98 3,86

Figure 04 : Les rendements d’extraction.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que la phase aqueuse de pistacia
lentiscus a donnait un rendement élevé a 65,98% par rapport a celle de phase organique a
3,86%. On peut dire que le taux d’extraction varie d’une phase a I’autre la composition
chimique.

Dans la présente étude, la méthode de macération sous agitation permet d’accélérer le
processus d’extraction et de minimiser le temps de contact du solvant avec 1’extrait tout en

préservant la bio-activité de ses constituants.
11.2. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits préparés permet de détecter
les différentes familles chimiques présentes dans la partie aérienne de pistacia lentiscus. Les
résultats sont repris dans le (Tableau 02) une reaction positive est representée par (+) et

I’absence de la substance est représenté par (-).
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Tableau 02 : Résultats des tests phytochimiques.

) o Extrait
Familles chimiques '
Phase organique Phase aqueuse
Réactif de Wagner

Alcaloides

+ +

Anthocyanes - -

Anthra quinones - -

Composés phénolique + +

o Test de Mouse
Saponisides
+ (1cm) ++ (2cm)
Tanins + (tanins catéchiques) + (tanins galliques)
Flavonoide + +

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons la présence des tanins : catéchiques (phase
organique) et tanins galliques (phase aqueuse), des saponisides, des Composés phénoliques,
des flavonoides, les alcaloides (d’apres la réaction de Wagner). Par contre les anthocyanes et

les anthra quinones sont négatifs.
11.3. Quantification des composes phénoliques

Les composes phénoliques constituent un ensemble de molécules trés largement
répandues dans le regne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux
fruits.

Le terme composé phénoliques désigne de nombreuses substances regroupées en famille.
Les différents composés d’une méme famille se différencient par la nature et la position des
substituants fixés sur un squelette aromatique commun.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le (Tableau 03) et présentés dans la (Figure
05):
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Tableau 03 : les teneurs en composés phénoliques des extraits étudiés.

Composés phénoliques

Phase organique

Phase aqueuse

Polyphénols (mgeAG /gMs)
Flavonoides (mgER /gMs)
Flavonols (mgER /gMs)
Tanins (mgEC /gMs)

149,561 + 30,234
116,584 + 20,875
77,361 + 2,823
166,666 + 30.176

579,027 + 24,764
323,096 * 26,343
30,385 £ 6,279
1166,666 + 25.032

1200 -
1000 -
800 -
600 -

es

\

phénolique (mg/g)
N
o
o

N

o

o
1

La teneur en compos

o

m La phase organique

m La phase aqueuse

Polyphénols Flavonoides Flavanols

tanins

Figure 05 : les teneurs en composés phénoliques des extraits étudiés.

La teneur en phénols totaux de chaque extrait a été alors calculée a partir de la courbe

d'étalonnage de I'acide gallique (Annexe 2) et exprimée en milligrammes d'équivalant d'acide

gallique par gramme de la matiére séche.

Selon Ghasemi ** la variation des teneurs en polyphénols peut étre d & la nature du

solvant utilis¢, la méthode d’extraction et la température d’extraction.

Pour les deux phases de la plante de pistacia lentiscus étudiée nous avons remarqué une

variabilité des teneurs en phénols totaux. La teneur la plus élevée est constatée dans la phase

aqueuse elle est de I'ordre de (579,027+24,764mg/g) par contre la plus faible teneur

remarquer par la phase organique avec une valeur de (149,561+30,234mg/g) pour les

polyphénols.
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v Lateneur des flavonoides
Dans nos échantillons a été déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage de la rutine
(Annexe 3) et exprimés en milligrammes par gramme de la matiere séche en équivalent de la
rutine.

D’apres les résultats obtenus, nous avons observe des teneurs variables en flavonoides dans
les deux phases, la phase aqueuse renferme une concentration plus élevée (323,096 + 26,343
mg /g) que celle de la phase organique (116,584 + 20,875 mg /g). Selon ces résultats, on peut
constater une répartition inégale des flavonoides dans les différentes phases d’extraction. La
comparaison entre la teneur des flavonoides et phénols totaux dans chaque extrait, nous a
permis de dire que la variation des quantités des flavonoides est relative a celle des phénols
totaux c’est—a-dire elles varient dans le méme sens.

v Lateneur des flavanols

Dans nos échantillons a été déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage de la rutine
(Annexe 4) et exprimés en milligrammes par gramme de la matiére seche en équivalent de la
rutine.

L’analyse des résultats révele que la phase organique posséde la teneur la plus élevée
(77,361 *+ 2,823 mg/qg), tandis que la concentration la moins élevée est manifestés par la phase
aqueuse (30,385 + 6,279 mg/g).On remarque qu’il y a une différence remarquable dans ce
dosage par rapport au les autres.

v Lateneur en tanins
A été a partir de la courbe d’étalonnage, tracée en utilisant la catéchine comme standard. Les
résultats ont ét¢ déterminés a partir de I’équation de la régression linéaire de la courbe
d’étalonnage (Annexe 5), et exprimés en milligrammes par gramme de la matiére séche en
équivalent de la catéchine.

La présence des tanins suggére la capacité de notre plante a jouer un rdle majeur en tant
qu’agent antimicrobien et antioxydant =%,

Ce dosage révele que la fraction aqueuse renferme la plus importante teneur en tanins, avec
une valeur de (1166,666 + 25.032 mg/g). En revanche, la fraction organique est enregistrée la
teneur la plus faibles ; leur concentration est atteint (166,666 + 30.176mg/qg).

L’ensemble de ces résultats importants reflétent les données trouvées dans la (Figure 04)
ou nous avons enregistré un rendement élevé pour la phase aqueuse ce qui prouve la richesse

de cette partie de la plante en composeés phénolique.
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Par conséquent, on peut conclure que la quantité de différents composés phénoliques est
influencée par la capacité de chaque solvant d’extraire le maximum de ces composés selon
leur polariteé.

Les solvants d'extraction entrainent des substances non phénoliques comme les sucres, les
protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique. Le
dosage donne donc une évaluation brute de tous les composés phénoliques d'un extrait, de
plus le réactif utilisé n'est spécifique aux polyphénols *°!,

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d'une plante a une
autre. Cela peut étre attribué a plusieurs facteurs dont nous citons les facteurs climatiques et
environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol, agressions et maladies...etc; le

patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante =°.

11.4. Estimation de I’activité antioxydante
11.4.1. Test de DPPH

Les résultats du pouvoir antiradicalaire par le DPPH des différents extraits sont rassemblés
dans la (Figure 06).

0,035
0,03
0,025
0,02
0,015

0,01
Phase phase Acide Trolox
aquese organique ascorbique

IC 50 (mg/mi

Figure 06 : Activité antioxydante des différents extraits vis-a-vis du radical DPPH.

Nous avons déterminé les valeurs des IC50 de I’extrait et de I’antioxydant & partir des
représentations graphiques 1%=f(C) (Annexe 8 et 9). Ce graphe montre la croissance de

I’inhibition en fonction de la concentration, lorsque la concentration de 1’extrait augmente
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dans la solution la capacité a réduire le radicale DPPH augmente, ce qui montre I’activité

antioxydant de cette extrait. Les résultats sont groupés dans le (Tableau 04).

Tableau 04 : Activité antioxydante des différents extraits vis-a-vis du radical DPPH.

Pouvoir antioxydant par le test DPPH IC 50 (mg/ml)

Phase organique 0,031+0,0036
Phase aqueuse 0,0071+0,00048
Acide ascorbique 0,0048+0,00014
Trolox 0,0023+4,1314E-05

Les valeurs de IC50% sont de I’ordre de pour (0,0071+0,00048 mg/ml) pour la phase
aqueuse, la phase organique a enregistré un 1IC50% = (0,031+0,0036 mg /ml), sachant que le
parameétre IC50 est inversement proportionnel a I’activité antioxydante, on peut constater que
le pouvoir anti radicalaire de la phase aqueuse est plus important que celle de la phase
organique. En comparant ces valeurs obtenues avec les standards, la vitamine C et le trolox,
on trouve que ces extraits ont une activité anti radicalaire puissante mais ils sont moins actifs
que le trolox (la plus puissante).

La différence dans I’activité anti-radicalaire au DPPH entre les extraits analysés est
probablement due a leur composition en différents composés phénoliques. La réduction du
DPPH n’est généralement pas due a I’action d’un seul composé mais aux interactions entre
plusieurs composés, ces interactions peuvent exister dans un extrait pas dans un autre,

conduisant ainsi a cette différence d’activité entre les extraits.

11.4.2. Test I’ABTS

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique ABTS™

de coloration bleu-vert en le transformant en ABTS" incolore, par piégeage d’un proton par
’antioxydant.

La capacité de piégeage des radicaux libres a été exprimée par la concentration effective
IC50 de I'antioxydant (mg/ml) qui représente la concentration nécessaire pour recupérer 50%
de radicaux d'ABTS.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le (Tableau 05) et présentés dans la (Figure 07):
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Tableau 05: Résultats de I'activité antioxydante évaluée par le test ABTS.

Pouvoir antioxydant par le test ABTS IC 50 mg/ml

Phase organique 0,0087+8,9938E-05

Phase aqueuse 0,0025+0,0011

Acide ascorbique 0,0038+0,00017

Trolox 0,0021+0,00025
0,009
0,008
0,007
€ 0,006
g 0,005
= 0,004
o 0,003
— 0,002
0,001
0

Phase phase Acide Trolox

aquese  organique ascorbique

Figure 07 : Résultats de I'activité antioxydante évaluée par le test ABTS.

Les résultats ont été exprimés par détermination d’IC50 (concentration en antioxydant
nécessaire pour réduire de 50 % la concentration initiale en ABTS™) Plus la valeur d’IC50 est
petite plus la capacité antioxydante de nos extraits est importante, les IC50 ont été calculé
pour chaque extraits (Annexe 12 et 13) et antioxydants standard.

Pour les deux extraits, la phase aqueuse presente IC50 le plus faible (0,0025+0,0011
mg/ml), il est donc considéré comme étant le plus efficace pour 1’inhibition cationique ABTS.
Suivie de la phase organique avec un IC50 plus supérieure (0,0087+8,9938E-05mg/ml).

L’extrait de la phase aqueuse serait donc plus actif que celui de la phase organique. Ce
résultat serait compatible avec la composition chimique déterminée pour les polyphénols ou
une prédominance de ces composes a été clairement identifiée dans la phase aqueuse que dans
I’organique, lequel expliquerait son pouvoir anti-radicalaire relativement élevé dans la phase
aqueuse que dans la phase organique.

Ce travail est en accord avec des résultats déja publiés B, Selon lesquels les polyphénols

constitueraient une bonne source d’antioxydante naturel.
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11.4.3. Test de FRAP

Beaucoup d’études ont indiqué la présence d’une relation directe entre les activités
antioxydantes et la puissance réductrice. Dans ce test le pouvoir antioxydant se manifeste via
le changement de la couleur du milieu réactionnel de jaune au bleu, un changement qui est
due & la réduction de (Fe®*") & la forme fer ferreux (Fe®*) qui est quantifiée par la mesure de

I’absorbance de la couleur bleu formée aux différentes concentrations utilisées (Figure 08).

12 m La phase aqueuse m La phase organique
1
S
c
30,8
N~
]
806
=
]
=
§ 0,4
=
<
0’2 .
0 J ‘
0,0122 0,0244 0,048 0,097 0,195
La concentration (mg/ml)

Figure 08: Activité antioxydante de différentes concentrations des extraits analysées par le
test de FRAP.

Le pouvoir réducteur de ces échantillons est exprimé par la concentration effective qui est
une concentration qui permet d’obtenir une absorbance de 0,5 . En utilisant le Trolox

comme standard (Annexe 14).
Les résultats obtenus sont représentées dans le (Tableau 06).
Tableau 06 : Test FRAP pour les extraits analysés.

FRAP IC 50 (mg/ml)

Phase organique 0,12+0,003
Phase aqueuse 0,073+0.003
Trolox 0,047+ 0,0006

D’aprés les résultats obtenus (Figure 08), Iefficacité des échantillons a réduire Fe ** & Fe?*

est variable, pour les deux extraits nous observons que 1’activité antioxydante augmente avec
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la concentration utilisée. D’aprés les résultats obtenus nous ont montré que la capacité de
réduction est proportionnelle & I’augmentation de la concentration de nos échantillons.

Selon les résultats du test de FRAP mentionnés sur le (Tableau 06), Nous constatons que
la phase aqueuse a présenté une valeur d’IC50 (0,073+0.003 mg/ml) ce qui signifie une
meilleure capacité a reduire le fer. Cette valeur est plus proche a celle de trolox
(0,047+0,0006 mg/ml).

Siddhuraju et Becker °!, ont montré que cette forte activité peut étre probablement dii &
la présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir
comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants peuvent étre considérés comme
des réductants et inactivateurs des oxydants. %!,

La phase organique a montré le pouvoir le plus faible avec une valeur d’IC50 tres élevée
qui de 0,120,003 mg/ ml. Cela peut étre expliqué par une faible affinité entre leur fonction et

les ions métallique de fer ferrique (Fe*").
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Conclusion et perspectives

A T’heure actuelle, les plantes medicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux
médicaments. Elles sont considérées comme une source de matieres premiéres essentielles
pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs
médicaments.

Notre travail consiste a I’étude quantitative et qualitative d’une plante locale pistacia
lentiscus et la valorisation de I’activité antioxydante des polyphénols. Pour 1’obtention de ces
derniers nous avons réalisé une extraction par macération.

L’extraction des composés phénoliques est une étape trés importante pour la valorisation de
ces principes actifs, elle dépend du solvant approprié qui préservent leurs propriétés
biologiques.

Les résultats obtenus dans 1’analyse qualitative, nous laissent a constater que les familles
chimiques répondu dans notre plante sont les composés phenoliques, les flavonoides, les
tanins, les saponosides et les alcaloides.

Quantitativement, I’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode
de Folin-Ciocalteu révele la présence des quantités importantes en polyphénols. Dont le
rendement le plus remarquable est celui de la phase aqueuse (579,027+24,764 mg/g).

De méme nous avons dosé les flavonoides et les tanins qui nous mene a conclure que cette
plante contient une quantité considérable surtouts pour la phase aqueuse.

Au cours de ce travail, nous avons également mesuré 1’activité antioxydante des extraits
par trois tests: I’analyse par le radical stable DPPH', radical cationique ABTS ™ et
I’estimation du pouvoir réducteur FRAP.

Nous avons constaté pour 1’activité antioxydante par le piégeage du radical libre DPPHe et
en comparant les IC50 des différents extraits testés par rapport a celles de I’acide ascorbique
et le Trolox, nous avons remarqué une activité antiradicalaire tres importante pour la phase
aqueuse comparativement a la phase organique.

Pour le test a ’ABTS, la phase aqueuse montre une valeur trés importante par rapport au
phase organique. Pour ce test I’activité antiradicalaire intéressante et presque similaire avec
les standards.

Cependant, I’activité¢ antioxydante par la méthode FRAP, la phase aqueuse a une capacité
de réduire le fer trés importante par rapport a la phase organique et qui augmente en fonction

de la concentration.
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D’aprés tous les résultats obtenus des différentes fractions organiques et aqueuse, on
conclut qu’il y a une forte relation entre les trois testes antioxydants pour ce qui confirme les
propriétés puissantes que possédent les polyphénols a piéger les radicaux libres et a réduire le
fer.

Comme perspective, nous suggérons des études complémentaires afin de déterminer les

activités biologiques des extraits de Pistacia lentiscus in vitro et in vivo.
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ANNEXES

Annexe 1 : Réactifs et produits chimiques

Produits Formules

Hexane CeH1a
Acide gallique C7HgOs
Carbonate de sodium Na,CO3
Chlorure de Fer (1) FeCl;
Ammoniaque NH,OH
Persulfate de potassium K2S,0g
Trichlorure D’ Aluminium (AICI 3; 6H,0)
Acide sulfurique H,SO,
Ethanol, Méthanol CyHs0, CH30H,
Ethyle Acétate C4Hsg0;
Acide Chlorhydrique HCI
lodure de Potassium, lode KI, 1,
Dibasic potassium phosphate K2HPO,
Potassium dihydrogen phosphate KH,PO4
ABTS C18H18N40gS4
DPPH C18H12N506

Annexe 2 : Courbe d'étalonnage des polyphénols (l'acide gallique).
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Annexe 3 : Courbe d'étalonnage des flavonoides (Rutine)
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Annexe 4 : Courbe d'étalonnage des flavonols (Rutine)
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Annexe 5 : Courbe d'étalonnage des tanins (catéchine).
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Annexe 6 :

Test de DPPH pour ’acide ascorbique.
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Annexe 7 :

Test de DPPH pour le Trolox
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Annexe 8 :

Test de DPPH pour la phase organique.
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Annexe 9 : Test de DPPH pour la phase aqueuse.
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Annexe 10 : Test de I’ABTS pour ’acide ascorbique
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Annexe 11 : Test de ’ABTS pour le Trolox
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Annexe 12 : Test de ’ABTS pour la phase organique.
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Annexe 13 : Test de I’ABTS pour la phase aqueuse.
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Annexe 14 : Test de FRAP pour le Trolox.
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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de I'tude du patrimoine botanique national surtout
les plantes médicinales dont une grande partie reste encore vierge et nécessite des
études approfondis, alors il porte sur notre objectif sera alentour I'étude phytochimique et
I’activité antioxydante de la partie aérienne de Pistacia lentiscus. D'aprés les résultats des
analyses qualitatives par les tests phytochimiques nous avons constaté la présence des
composés phénoliques, des flavonoides, des alcaloides, des saponosides et des tanins en
quantités importantes. D'aprés les résultats des analyses quantitatives en observe que
I’extrait aqueux plus riche en Polyphénols, Flavonoides et Tanins ,Par contre en observe que
I’extrait éthanoique plus riche en flavanols. L'évaluation de I’activité antioxydante montre
que I’extrait hydroalcoolique de Pistacia lentiscus a un pouvoir antioxydant fort.

Mots-clés : Pistacia lentiscus, Polyphénols, Etude phytochimique, Activité antioxydante.

Abstract

This work is part of the study of the national botanical heritage, especially the medicinal
plants, much of which remains untouched and requires further study In depth, then it relates
to our goal will be around the phytochemical study and antioxidant activity of the aerial
part of Pistacia lentiscus. According to the results of qualitative analyzes by phytochemical
tests we have found the presence of phenolic compounds, flavonoids, alkaloids, saponosides
and tannins in large quantities. According to the results of the quantitative analyzes observed
that the aqueous extract richer in Polyphenols, Flavonoids and Tannins, on the other hand
observed that the ethanoic extract richer in flavanols. The evaluation of the antioxidant
activity shows that the hydroalcoholic extract of Pistacia lentiscus has a high antioxidant
activity.

Keywords: Pistacia lentiscus, Phenolic, phytochemical screening, Antioxidant activity.





