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Introduction generale

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la majorité des
populations rurales et urbaines en Afrique et représentent le principal moyen par lequel les
individus se soignent. Malgré les progrés de la pharmacologie, 1’'usage thérapeutique des plantes
médicinales est tres présent dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de
développement (Hadjadj, K et al., 2019). L’inventaire réalisé par I’OMS, vers la fin des années
1970 a estimé que le nombre des especes ayant des propriétés médicinales était de 1’ordre de 21
000 espéces dans le monde. En effet environ 65 a 80 % de la population mondiale a recours aux
médecines traditionnelles pour satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la
pauvret¢ et du manque d’accés a la médecine moderne (Benhamou, N et al., 2012;
Jain,S,K.,2017) .

Les plantes médicinales présentent une variation marquée des principes actifs au cours des
différentes saisons ; car ceux-ci ont été largement attribués aux variations des variables
environnementales telles que la température et les précipitations (Soni, U et al.,2015). Les
métabolites secondaires font I'objet de nombreuses recherches, ils ont un intérét multiple, ils sont
mis a profit aussi bien dans l'industrie alimentaire, cosmétique que pharmaceutique. Ils sont
largement utilisés en thérapie et constituent un groupe de produits naturels qu'il convient

d'explorer pour leurs propriétés anti oxydantes, antifongiques et anti-inflammatoires.

Dans la flore algérienne il existe plusieurs espéces de plantes encore peu ou pas étudiées, mais
dotées de réelles propriétés pharmacologiques, elle est caractérisée par sa diversité florale :
Méditerranéenne, Saharienne et une flore Paléo Tropicale, estimée a plus de 3000 espéces
qui appartiennent a plusieurs familles botaniques, dont 15% endémiques(Khreyar, N et al.,
2014), Dans plusieurs régions de 1’Algérie la population rurale utilise les plantes medicinales
pour le traitement de plusieurs maladies. Dans ce contexte, la présente recherche est réalisée pour
contribuer a la connaissance des plantes spontanées les plus utilisées en pharmacopée
traditionnelle dans ces régions, il s’agit de I’espéce de Pistacia lentiscus appartient a la famille
des Anacardiacée, elle est souvent utilisée par la population locale, et possede des activités

antioxydant et antimicrobienne.




Introduction generale

Les plantes appartenant au genre Pistacia occupe une place appréciable dans la médecine
traditionnelle et pharmaceutique, ce qui est prouvé par plusieurs travaux (Benhammou,
N.,2006).. Bien que les techniques d’extraction soient les mémes, la différence de quantité en
extraits peut étre due a 1’origine géographique de la plante, aux conditions climatiques et a la
saison de récolte. Par ailleurs, le séchage et le stockage de la matiére végétale ainsi que la
méthode d’extraction influent largement sur la qualité organoleptique des extraits ,Vu de ce que
nous avons évoqué, les objectifs de cette étude est d’étudier la fraction insaponifiable des feuilles

de Pistacia lentiscus.

L’étude comprend trois parties :
> Le  premier chapitre aborde les études antérieures incluant une description de
I’espéce Pistacia lentiscus, étude chimique et les activités biologiques de Pistacia
lentiscus.
> Le deuxieme chapitre en globe une présentation des techniques expérimentales
d’analyse.
» Le troisieme chapitre traite la présentation des résultats obtenus ainsi que leur
discussion.

En termine par une conclusion et des perspectives
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Partie théorique

I.1. Généralités sur le lentisque :
Le lentisque est une espéce aromatique connue pour leur capacité a produire les

okorésines, utilisé pour diverses propriétés thérapeutiques, grace a ces composees bioactives.

1.2. Classification :
Pistachier lentisque (Pistacia lentiscus) est un arbrisseau du genre Pistacia

appartenant a la famille des Anacardiacées qui comprend environ 70 genres et plus
de 600 especes (Landau,S et al.,2014) .

1.2.1. Famille des Anacardiacées :
La famille des Anacardiacées « Anacardiacée » sont des arbres, des arbustes

(exceptionnellement plantes grimpantes), a canaux résiniféeres schizogénese, a feuilles
composées pennées ou trifoliolées, généralement alternes, dépourvues de glandes
ponctiformes. Inflorescence en panicules. Fleurs actinomorphes, hétéro chlamydes, parfois
apétales, 5-meéres, (hétéro sexees) et/ou unisexuées, généralement hypogynes, diplostémones
ou haplostémones (a filets souvent concrescents, a la base), apocarpes ou synapses. Disque
intra staminal. Gynécée isomere ou réduit a 3-1 carpelle, mais généralement 1-loculaire par
avortement, a placentation axile, chaque carpelle étant 1-ovules apotropes 2 (-1) -tergéminés.
Le fruit est généralement une drupe souvent a mésocarpe résineux. Graine ex albuminée ou
presque, & embryon courbe. Pollen divers, souvent 2-3-colporé, ou avec 3-8 apertures
circulaires ou non. Cloisons des vaisseaux a perforation unique (sauf quelques cas). Les
plantes de la famille Anacardiacées produisent des résines ou vernis précieux (laque de
Chine, etc.), plusieurs sont riches en tannin d'autres sont comestibles (bougherara,
M.1.,2015).

1.2.2. Genre Pistachier :
Pistacia genre de flore florifére appartenant a la famille Anacardiacée, elle contient une

vingtaine d’espéces, dont cing sont populaires dont P. Vera, P. Atlantic, P. terebinthus, P.
khinjuk et P. lentiscus.

Le genre Pistacia se caractérise par son systeme reproducteur dioique (male et plantes
femelles) et par son périanthe homéochlamydique de fleurs « nues » Sur la base des caracteres
morphologiques, le genre Pistacia divisé en quatre sections :

e Lentiscella (espece du Nouveau Monde).
e Lentiscus a feuilles persistantes.
e Butmela (P. atlantica Desf.)

e Térébinthes.

v
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1.2.3. Espece Pistacia lentiscus :

Communément appelé arbre a mastic, est une espéce médicinale de la famille des

Anacardiacées, on le trouve dans la flore de nombreuses régions méditerranéennes, ou elle

pousse a I'état sauvage et pousse sur différents types de sols tels que sablo-argileux, argileux,

sableux et limoneux texture (yunus,D et al.,2003;saadoun,S.N.,2005;Amhamdi,H et

al.,2009 et Remilaa, S et al.,2015) .

1.3. Description de Pistacia lentiscus :

1.3.1. Taxonomie :
D’aprés Linné L. Pistacia lentiscus est classé comme suite :

Tableau 1 : Classification de Pistacia lentiscus (Linné L., 1753)

3@’ - Régne

= - Embranchement

‘?} - Sous embranchement
- Classe
- Ordre
- Famille

Figure 1: Pistacia lentiscus (Benselem, G., 2015)

1.3.2 Noms vernaculaires :

. Végétal

Spermaphytes

Angiospermes
Dicotylédones

Sapindales

Anacardiacée

L’espéce Pistacia lentiscus posséde plusieurs noms vernaculaires selon les pays :

Tableau 2 : Dénomination de Pistacia lentiscus selon les pays (Bougherara, M.1.,2015)

Les pays Noms vernaculaires
Angleterre Chios mastic tree
Allemagne Mastixbaum
France Arbre au mastic, Lentisq
Espagne Lentisco
Afrique du nord Derw, darw (arabe)
Est Algérien Gadhoum
Berbére Tidekt, Tidekst
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Nom Francais : Pistachier
lentisque Nom  Anglais
Mastic Traa
Nom Arab : syl

1.3.3. Description botanique :

P. lentiscus est une petite dioique a feuilles persistantes ligneuses pennées et a folioles
lanceolées, a écorce résineuse a odeur de résine fortement acre, atteignant 1 a 8 m de haut. Il
a un fort arébme caractéristique, produisant du brillant bai globuleux rouge. Il est pollinies par
le vent. Floraison des plants males et femelles se chevauchent, généralement entre mars et
mai et il pousse sur des sols alcalins. Tous les arbres de P. lentiscus partagent un rachis
alternatif, coriace, et ailé, mais la morphologie peut varier : folioles oblongues, lancéolées ou
elliptiqgues, mésocarpe mou ou sec, endocarpe 0SSeux Ou coriace, et est une espéce
thermophile qui poussent a des altitudes entre le niveau de la mer et jusqu'a 2000 m, ayant
une tolérance a sécheresse, froid et teneur élevee en chaux du sol, avec une résilience aux

fortes gelées et a la sécheresse prolongée.

Figure 2 :_Arbuste de Pistacia lentiscus (Benselem, G., 2015).
a. Fleurs:

Strictement unisexes, sont groupés en panicules formées sur les branches de la
précédente saison croissance. Les fleurs méales (8—10 par inflorescence) ont 1-2 lobes du
périanthe et 8- 10 étamines a antheres rouge fonce. Fleurs femelles (4-20 pour
inflorescence) sont verdatres et ont deux bractéoles, 2-5 lobes du périanthe, et un ovaire
uniloculaire comprenant un ovule (Zaouli, Yet al, 2018). La floraison a lieu entre la mi-

mars et la fin avril (Landau, S et al., 2014).
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b. Fruits:

Est une drupe, d'abord rouge puis noire a maturité, d'environ 4 mm diamétre
(Landau, S et a.,2014), La période de fructification s'est produite au milieu et a la fin de
I'été (juillet-ao0t) et maturation des fruits a été achevée a I'automne (octobre). Ils sont
généralement a une graine drupes (4-6 mm), initialement vertes, puis rouges et
deviennent noir brillant & marissement complet (septembre-octobre) (Zaouli, Y et al.,
2018).

c. Feuilles :

Persistantes, paripennées, avec 4 a 10 folioles elliptiques, coriaces et luisantes et le
pétiole est nettement ailé. On trouve des pieds males et femelles distincts (espéce
dioique) qui fleurissent en grappes denses en mois de Mai (Maamer, H.,2014).

d. Résine :

Si I'on incise le tronc de ce végetal, il s'en écoule un suc résineux nommé mastic qui,

unefois distillé, fournit une essence employée en parfumerie).

e. Branches :

Tortueuses et pressées, qui forment une masse serrée (Maameri, H.Z., 2014).

f. Ecorce:

De couleur rougeatre sur les jeunes branches, qui vire au gris avec le temps (Maameri,
A et kessbia, A., 2017).

Figure 3 : Représentation des fleurs, Fruits, feuilles et Résine de Pistacia lentiscus
(Merzougui, L.,2015).
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1.4. Répartition géographique :

Dans le monde :

Pistacia lentiscus est un arbuste largement distribué dans les écosystémes de la
région méditerranéenne, notamment en Grece, Turquie, ltalie, Espagne, Algérie, Tunisie,
Maroc et France, (s'étendant au Portugal et Canaries), a une large distribution
géographique et bioclimatique, s'étendant des zones humides aux zones arides
(Benhammou, N et al.,2008; Harrat, M et al.,2018;khiari,M.b et al., 2018 et yildirim,H
et al.,2019).

En Algérie :

En Algérie, P. lentiscus est dispersé sur tout le littoral et pousse dans divers habitats
le longd'un gradient climatique qui varie en termes de rayonnement solaire, de température
et précipitation (Ait,S.S et al.,2011) , elle est répandu en forét seule ou associé avec d'autres
especes d'arbres comme le térébinthe, les olives et la caroube, dans tous zones cotieres
jusqu'a700 m au-dessus du niveau de la mer ou dans les zones pierreuses en bord de mer
(Dahmoune,F et al.,2014).

Figure.4 : Aire de répartition du genre Pistacia (Bougherara, M.1., 2015).
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1.5. Utilisation de Pistacia lentiscus :

Pistacia lentiscus est une plante utilisée depuis longtemps dans l'alimentation humaine,
I'industrie pharmaceutique et la médecine traditionnelle (Aziba,L et al.,2019).

A-En Thérapie :

P. lentiscus est une plante trés connue pour ses vertus medicinales (Khiari,M.b et al.,2018).

Utilisé pour diverses propriétés thérapeutiques (Harrat, M et al,2018) elle est utilisée comme
médicament depuis 1’antiquité et est toujours utilisé dans la médecine humaine traditionnelle et
vétérinaire traditionnelle du bassin méditerrané (Landau, S et al.,2014), dans le traitement de
divers troubles cutanés, respiratoires et gastro-intestinaux et également efficace dans le traitement
de la dyspepsie fonctionnelle et ainsi que dans la cicatrisation des brdlures (Attoub, S et
al.,2014).

A-1 Les parties aériennes :

Traditionnellement utilisé dans le traitement de la toux, des maux de gorge, calculs rénaux et
jaunisse (Belhachata, D et al.,2017), possedent des propriétés stimulantes et diurétiques (Khairi,
M.B et al.,2018). Les pieces de Leur surface sont utilisées depuis longtemps comme remedes aux
diverses maladies telles que I'asthme, I'nypertension, inflammation et infections (Boudieb, K et
al.,2019).

A-2 Les feuilles :

Sont largement utilisées pour le traitement de I'eczéma, la diarrhée, et elle est un puissantagent
antiulcéreux (Khiari; M.B et al.,2016).

A-3 Les fruits :

Des études pharmacologiques antérieures ont indiqué que I'huile grasse extraite des fruits
de P. lentiscus est utilisée pour soigner les maladies respiratoires, la diarrhée et la pharyngite
(Boukeloua, A et al.,2016).

A-4 Lagomme de mastic :

La gomme a été utilisée par les guérisseurs traditionnels pour le soulagement de l'inconfort
abdominal supérieur, des maux d'estomac (Amhamdi, H et al.,2009). Il a été découvert que la
gomme de mastic a été prouvée pour tuer le cancérigéne bactérie Heliobacterpylori qui est
responsable des ulceres gastroduodénaux, trés efficacement par conséquent, cliniquement, et elle est
efficace dans le traitement des ulcéres gastriques bénins et des ulceres duodénaux (Yunus, D et
al.,2003).

A-5 L'huile essentielle :

L'huile essentielle de lentisque est connue pour ses vertus thérapeutiques avec en ce qui

concerne les problémes lymphatiques et circulatoires (Boudieb, K et al.,2019).
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6. Généralité sur les lipides
Les lipides, encore appelés matieres grasse, corps gras, huiles ou graisses, des termes visiblement

synonymes, << corps gras>> vient de latin Crassus qui signifie épais, dense et gros, <<lipide>> est
dérivé du mot grec lipos signifiant graisses et << huile>> vient de mot latin olea (elaca ou olivier).
Les lipides sont un ensemble hétérogéne de composés dont les structures chimiques et les propriétés
physicochimiques et physiologiques sont trés différentes, contrairement aux autres familles de
composés biogénes protéines ou sucres), relativement homogénes d'un point de vue chimique
(Zakkad, 2017).
Les molécules lipidiques sont importantes car elles possédent I'une ou l'autre des caractéristiques
suivantes :
» Sources d'énergie et de vitamine.
» Constituants majeurs des membranes cellulaires.
» Vecteurs d'informations comme hormones ou messagers intra- cellulaires.
1.6.1 Définitions

Les lipides sont des molécules organiques insolubles dans I'eau solubles dans les solvants
organiques apolaires comme l'alcool, le benzéne et le chloroforme. Cette propriété est la
consequence d'une composition riche en chaines aliphatiques non hydroxylées. Les constituants
lipidiques les plus simples et les plus fréquents sont les acides gras, souvent estérifiés a des alcools
comme le glycérol formant des triglycérides et des phospholipides.

Les différentes classes de lipides ont des origines et des fonction différentes au sein des
organismes vivants. On peut distinguer les lipides de réserve qui ont des esters d'acide gras (les
triglycérides, les esters de stérol et les cires), les lipides structuraux, et les lipides du métabolisme,
issus de la synthese et du catabolisme des autres classes de lipides (Laghouitre,2018).

Parmi la classification des graisses, nous référons a la catégorie des graisses non saponifiables,

sur laguelle nous sommes appuyés dans notre étude sur les éléments suivants :

F
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Lipides
Lipides a base d’acide gras Lipides polyisopreéniques
Lipides saponifiables Lipides insaponifiables

Voo l H

Acides . Lipides __ Lipides
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Terpénoides

> Caroténoides

> AG Saturés > Glycérides > Glycero-lipides Quinones & chaine

N —_
isoprénique
Cérid
> erides BN Stéroides
> AG Insaturés | > Stérides > Sphingolipides N Tocophérols

Figure 05 : Classification des lipides.
1.7. Lipides
1.7.1. Lipides poly isopréniques (lipides insaponifiables)

Les lipides poly isopréniques sont des lipides a base d'isopréne. Ce groupe des lipides est
aussi appelé lipides insaponifiables et joue un rdle biologique fondamental (hormones et
vitamines). Les lipides poly isopréniques sont divisés en Cinq catégories. Les terpénoides, les
caroténoides, les quinones a chastéine isoprénique, les stéroides et les tocophérols. Les caroténes
(pigment rouge-orangeé), les xanthophylles (pigment jaune) et la vitamine A font partie des
caroténoides. La vitamine E, la vitamine K, les ubiquinones et les plastoquinones font partie des
quinones a chaine isoprénique. Les stéroides regroupent les stérols, les acides biliaires, les
hormones stéroides et la vitamine D. Ces trois derniers sont des dérivés des stérol (Harrat

mohamed).
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» Tocophérol
Les tocophérols sont des antioxydants naturels, existe sous quatre formes isomeéres a, B, y
et selon (Dhifiet al 2013). L’huile de Pistacia lentiscus est tres riches en  a-tocophérols ; elle
conte 8111.137 mg de tocophérols/Kg d'huile de lentisque, a-tocophérol qui a la plus forte
activité antioxydants représentaient 93.62% de tocophérols entiers de I'huile Lentisque.
Les isomeres B et y ont été detectés avec respectif des quantités de 5.79 et 0.59%
(Ttableau 5) alors  que le a-tocophérol n'a pas été détecté. Cette richesse en a-tocophérol

protége I'huile de lentisque contre I'oxydation lors de sa conservation.

> Stérol :
Le nom de <<Stérol>> a été donné aux alcools solides qu'on obtenait des parties non-
saponifiables des extraits lipidiques des tissus animaux.
Les stérols végétaux également connus le nom de phytostérols, sont des graisses communes
a toutes les plantes supérieures, Dans toutes les étapes de maturation de la baie de lentisque
seulement quatre stérols ont été identifiés et quantifiés pB-sitostérol a été le principal, suivis par
campestérol. Le cholestérol et stigmastérol ont été détectés en quantité infimes. Le B-sitostérol

est reconnu par son activité anticholestérolémique.

» Caroténoides :

Les caroténoides sont des pigments plutdt orange et jaunes répandus chez de tres
nombreux organismes vivants. Liposolubles, ils sont en général facilement assimilables par les
organismes. lls appartiennent a la famille chimique des terpénoides, formés a partir de la
polymérisation d'une cinquantaine d'unités isopréniques a structure aliphatique ou alicyclique, I
est généralement admis qu'ils suivent des voies métaboliques similaires a celles des lipides. Ils
sont synthétisés par toutes les algues, toutes les plantes vertes et bactéries dont les

cyanobactéries. Ils sont absorbés par les animaux dans leur nourriture.

1.8. Activité antioxydante de pistacia :

Les polyphénols sont des molécules organiques hydrosolubles largement retrouvées dans
notre plante. Ils sont issus du métabolisme secondaire de la plante. Ils sont principalement
syntheétisés par la voie du shikimate. Cette voie meétabolique est présente uniquement chez les
bactéries, champignons et les plantes. C’est pourquoi l'alimentation apporte des acides aminés
essentiels non synthétisés par le corps humain (Hoffmann, 2003). Ce sont d'excellents piégeurs

des EOA et de trés bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre

(Guillouty,2016).
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Respectivement ces activités biologiques intéressantes peuvent expliquer que, depuis 2014,
le Pistachier lentisque fait partie de la liste des plantes utilisables dans les compléments
alimentaires en France et au sein de la communauté européenne (Arrété du JORF du 24 juin
2014). Comme il constitue une matiere végétale naturelle, disponible a faible colt.il serait dés
lors judicieux de tester son potentiel comme agent de conservation (Debbabi et al.,2017).

I.9. Le test DPPH
Le test DPPH mesure l'activité antioxydant des composés capables de transférer des
atomes  d'hydrogeéne. Le composé (DPPH- +) est un cation radical coloré et stable de couleur
pourpre qui montre un maximum d'absorbance a 517 nm. Les composés antioxydants, qui sont
capables de transférer un électron a DPPH- +, provoquent une décoloration de la solution. Cette

réaction est rapide et proportionnelle a la capacité antioxydante de I'échantillon.
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Les produits chimiques utilisés dans ce travail sont d’un grade analytique élevé.

Tableau 03 : Produits et les instruments

Produits chimiques Marque Instrument Marque
Ethanol (C2H60) Spectrophoto métr e UV-vis | SHIMADZU
Chloroforme (CHCI3) Etuve Memmert
a-tocophérol (vitamine E), Balance électrique KERN ABS
B-sitostérol, Vortex VELP
B-caroténe, Sigma-Aldrich | Micropipette EASY
Orthophénantroline, Réfrigérateur LG
DPPH (C1sH12N5O¢) Bain-marie Memmert
Chlorure de fer 111 (FeCls) Micropipette Socorex
Hexane(CeH14),

Acide sulfurique (H2SO4)

I1.1. CUEILLETTE DES FEUILLES DE Pistacia lentiscus
On a utilisé les lipides des feuilles de pistacia lentiscus qui ont été récoltés de la région

Magtaa Kheira (Wilaya de Tipaza) et Berrouaghia (Wilaya de Médéa).

11.2. Saponification de I'huile :
Dans un ballon de capacité de 250 ml, une masse d'huile de 2g et 50 ml d'une solution

hydro-alcoolique de potasse de 1N sont mélangées. Le mélange obtenu est chauffé a reflux
pendant 1h 30 mn. Apres I'écoulement de ce temps, 50ml d'eau distillé et 50 ml de diéthylether
sont ajoutés, suive d'une double extraction, avec séparation des fractions saponifiable et
insaponifiable (Hamid guenan,2017).
11.3. Traitement de la phase organique :

La phase étherée obtenue est lavée plusieurs fois par I'eau distillée jusqu'a la neutralisation.
Cette phase est séchée par le sulfate de sodium anhydre, filtrée puis évaporée sous pression
réduite. Le rendement de la fraction insaponifiable est déterminé par le calcul de la différence

entre le ballon contenant la fraction insaponifiable et de ballon vide (Hamid guenan,2017).
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11.3.1Dosage des tocophérols totaux
Nous avons employeé le dosage colorimétrique d'Emmerie-Engel (Emmerie et Engel
1939), dans ce dosage On utilise les propriétés reductrices des tocophérols qui, en solution
alcoolique, réduisent le fer ferrique en fer ferreux ; ces derniers sont complexés par
I’orthophénantroline, en donnant un complexe rouge-orangé stable dont le coefficient

d'extinction molaire a 510 nm est élevé.

11.3.1.1Protocole expérimental :

Une droite d'étalonnage a été tracée a partir de 1'a-tocophérol commercial, permet de
relier ladensité optique et la concentration de tocophérol exprimée en g/l. A partir d'une solution
commerciale de la vitamine E, nous avons préparé dans 1’éthanol des solutions ayant des
concentrations bien déterminées comprises entre 0,01 et 0,06 g/l. 1 ml de chaque solution
préparée a été mélangé avec 1ml de réactif d'orthophénantroline (0,4%) et 0,5ml FeClI3 (solution
éthanolique 0,12%). Le mélange a été incubé dans I'obscurité pendant 5 min. La lecture de
I’absorbance est effectuée a 510 nm par spectrophotomeétre UV/Vis (Shimadzu 1800), contre un
blanc, les extraits lipidiques de chaque échantillon ont été traités selon les étapes du méme
protocole suivi lors de la préparation de la courbed’étalonnage de 1’a tocophérol, et les résultats
sont exprimés en mg équivalent de tocophérol par gramme d’huile (mg EVE/g d'huile). Toutes

les mesures ont été effectuées en triple.

11.3.2Dosage des stérols totaux

Il s’agit d’un dosage spectrophotométrique suivant le test de Liebermann-Burchard. Les
stérols forment un complexe stable avec I’anhydride acétique en milieu acide qui absorbe dans le
visible a une longueur d’onde de 550 nm.

11.3.2.1Protocole expérimental :

A partir des solutions chloroformique de p-sitostérol (voir I’annexe) a différentes
concentrations dans une gamme de 0,447 a 2,235 g/l, nous avons tracé une courbe d’étalonnage
de ce stérol. 1 ml de chaque solution diluée a été mélangé avec 2 ml du réactif de Liebermann
(60 ml anhydride acétique + 30 ml d'acide acétique + 10 ml d'acide sulfurique). Le mélange a été
incubé dans l'obscurité pendant 25 min a température ambiante. L’absorbance de chaque solution
a été déterminée a 550 nm contre un blanc sur un spectrophotométre UV/Vis (Shimadzu 1800).
Les échantillons d’huiles ont été traités de la méme maniére et la teneur totale en stérols de
chaque extraita été déterminee a partir de la courbe d’étalonnage de B-sitostérol. Les mesures ont

été répétées 3 foispour chaque échantillon et les lectures moyennes ont été enregistrées.

Les resultats sont exprimés en mg équivalent de -sitostérol par grammes d'huile (mg EBS
/g d'huile).
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11.3.3 Dosage des carotéenoides totaux

Le B-caroténe, est généralement le composé le plus abondant et le plus commun dans les
corpsgras d’origine végétale. La teneur en caroténoides totaux a été déterminée selon la méthode
de Talcottet Howard (modifiée).

11.3.3.1 Protocole expérimental :

Pour la realisation de la courbe d’étalonnage, différentes concentrations de f-carotene
dans lechloroforme de 0,012 a 0,070g/l ont été préparées. 2 ml de chaque solution diluée a été
prise et les absorbances ont été mesurées a 464 nm contre un blanc contenant uniquement le
solvant. Pour les échantillons, les mémes étapes ont été suivies sauf qu’a la place de Bcaroténe on a

introduit les extraits.

Des échantillons, la teneur en caroténoides a été déterminée en s’appuyant sur la courbe
d’étalonnage réalisée avec le B-caroténe. Les mesures ont été répétées 3 fois pour chaque
échantillon et les lectures moyennes ont été enregistrées. Les résultats sont exprimés en mg

équivalent de B-carotene par grammes d'huile (mg EBC/g d'huile).
Evaluation de ’activité anti-radicalaire par le test DPPH:

La mise en évidence du pouvoir antioxydant des extraits lipidiques a été réalisée par
plusieurs techniques chimiques, la plupart de ces techniques sont basées sur la coloration ou la
décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel, dans notre étude nous avons utilisé le test
chimique : le radical libre DPPH (2.2'-diphényl-1-pycrilhydrazyl). 15 La réduction du radical
DPPH par un antioxydantpeut étre suivie par spectrophotométrie UV visible, en mesurant la
diminution de I’absorbance a517nm provoquée par la présence des extraits. Ce radical libre
stable possede une coloration violettefoncée, lorsqu’il est réduit, la coloration devient jaune.
Le test DPPH permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir anti-radicalaire qui est
proportionnel a la disparition de radical DPPH.

{ -

Figure 06: Réduction du radical libre DPPHe
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Le DPPHe (ou 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical stable a température
ambiante et de couleur bleue caractéristique. Sa stabilité provient de la haute délocalisation des
¢lectrons & le long de la molécule. 1l est un des premiers radicaux a avoir été utilisé pour etudier
la relation structure/activité antioxydante des composés phéenoliques (60). Il posséde dans sa
structure un électron non apparié sur un atome du pont azote-azote. Sa particularité provient de la
modification deses propriétés d’absorption UV/Visible selon son état : la forme réduite (ex, apres
ajout d’électron) absorbe a 515-518nm alors que sa forme oxydée ne présente pas de pic
d’absorption.

Protocole expérimental

Le DPPH est solubilisé dans 1’éthanol absolu pour avoir une solution de 100 uM. Les extraits
lipidiques ont été dissous dans le chloroforme pour préparer diverses solutions d'échantillonsavec
différentes concentrations, puis 1 ml de chaque solution préparée a été additionné a 1ml d’une
solution de DPPH. Le mélange réactionnel a été secoué immédiatement au vortex puis
maintenu a 1’obscurité pendant 30min a une température ambiante pour que la réaction
s’accomplisse.

L’absorbance du milieu réactionnel a ¢ét¢ mesurée a 517nm contre un blanc par
spectrophotometre UV/Vis (Shimadzu 1800). La vitamine E a été utilisée comme standard pour
la courbe d'étalonnage. Toutes les mesures ont été effectuées en triple. Les résultats ont été
exprimés en UM en équivalent de Vitamine E par g d’huile (VEEAC).

Les pourcentages d’inhibition du radical DPPH sont déterminés selon la formule suivante :

PI (%) = [(Ac — Ae) / Ad x 100

Pl (%) : pouvoir d’inhibition en %.
A : Absorbance du contréle.

Ae¢ : Absorbance de I’échantillon.
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I11.1. Quantification des insapo

111.1.1. Dosage des tocophérols totaux

Les tocopheérols sont des constituants importants dans les lipides des végétaux car ils sont
doués par des activités biologiques. Dans la littérature, il a été toujours relié les tocopherols,
I’activité antioxydante. Les quantités des tocopherolstotaux ont été calculées a 1’aide de la courbe
d’étalonnage de la vitamine E commerciale (Figure 07), elles sont epiesen mg équivalent de la

vitamine E par gramme d’insapo (mg équi Vit. E/g).

1.4 R?=10,9986

—_
]
1

O ]
—_
1

)

(=) o]
1 1

)

]

)

Absorbance a 510 nim
=
e

]

)

]
1

=

0 0,01 0,02 003 004 005 006 0,07
Concentration mg/ml

Figure 07 : courbe d'étalonnage de la vitamine E (a-Tocophérol).

Les résultats de la quantification des tocophérols totaux sont regroupés dans le tableau 4.
Les valeurs des quantités des tocophérols s’échelonnent entre 15,02 a 34,47 mg /g d’insapo.

Si nous comparons les résultats obtenus par ceux de la littérature, on constate que les
insapo des feuilles de Pistacia lentiscus sont riches en tocophérols totaux par rapport aux fruits
de Pistacia atlantica (0,34-0,51 mg/g) de notre pays (Guenane, 2017), Pistacia terebinthus (0,39-
0,51 mg/g) de la Turquie (Matthaus et Ozcan, 2006) et aux graines de Cucurbita pepo (0,10-
0,22 mg/g) (Benalia et al, 2015).
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Tableau 04 : Quantification des tocophérols totaux dans la fraction insaponifiable dans les
Feuilles de Pistacia lentiscus.

0,03284
19,91

I+

0,68346
17,62

I+

0,32546
17,08

I+

0,42746
17,77

I+

0,05452
17,23

I+

0,46681
15,02

I+

3,57107
23,46

I+

0,90436
19,70

I+

0,11805
34,47

I+

0,31696

111.1.2. Dosage des stérols totaux

Récemment, les industries des cosmétiques, des médicaments et des aliments se sont
intéressées aux ressources renouvelables riches en composés liés aux lipides tels que les
phytosterolsqui sont une partie importante de l'insaponifiable des huiles végétales. L’analyse des
stérols fournit des informations riches sur la qualité et I'identité des lipides, et pour la détection
des mélanges non reconnus par leur profil d'acides gras (Trabelsi et al, 2012). Les quantités des
stérols totaux ont été calculées a partir de la courbe d’étalonnage du B-sitostérol commercial
(Figure 08).
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Figure 08 : Courbe d’étalonnage du B-sitostérol

Les résultats sont mentionnés et exprimés en milligramme équivalent de B-sitostérol par

gramme d’insapo tableau 05.

Tableau 05 : Quantification des stérols totaux dans la fraction insaponifiable dans les
Feuilles de Pistacia lentiscus.
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D’aprés ces résultats, nous constatons que la quantité¢ des stérols totaux varie de 42,73
mg/g au 106,00 mg/g. Si nous comparons les valeurs des quantités obtenues avec celles de la
littérature, nous remarquons que les lipides des feuilles de Pistacia lentiscus sont trés riches par
rapport aux lipides des graines de Cucurbita pepo (2,13 -11,60 mg/g) (Benalia et al, 2015), et les
noyaux du palmier dattier (4,70-8,44 mg/g) (Laghouiter, 2018), I’huile d’olive (~1,50 mg/qQ)
(Salvador et al, 2001). Toutefois, ces résultats montrent que les insapo étudiés sont une source

importante en stérols composés mineurs dans les constituants des lipides.

111.1.3. Dosage des caroténoides :
Les quantités des caroténoides ont été calculées a partir de la courbe d’étalonnage du B-
carotene commercial (Figure 09). Les résultats sont mentionnés et exprimés en milligramme

équivalent de B-caroténe par gramme d’insapo.
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Figure09 : Courbe d’étalonnage du B-caroténe.
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Tableau 06 : Quantification des caroténoides dans la fraction insaponifiable dans les Feuilles de
Pistacia lentiscus.

3,27
3,06
2,87
3,02
2,91
2,99
5,92
3,79
3,32
4,07

Les résultats de la quantification des caroténoides totaux sont regroupés dans le tableau

(06). Les valeurs des quantités des caroténoides s'échelonnent entre 2,87 et 5,92mg /g.

I11.2. Evaluation de Pactivité antioxydante

L’évaluation de I’activité antiradicalaire de nos extraits phénolique a été déterminée par
le test du radical libre DPPH qui est un test de routine simple et rapide basé sur la diminution de
la couleur du radical en présence de I’extrait. Afin d’évaluer I’activité antiradicalaire de nos
extraits lipidiques par rapport vitamines E, nous avons tracé la courbe d’absorbtion en fonction
des concentrations (g/l) du vitamines E (figure 10), nous avons évalué I’activité antioxydante des
différents extraits. L’activité antioxydante est exprimée par VEEAC (mg/g d’insapo), qui est
définie comme la concentration en mg/l d’une solution de la vitamine E possédant la méme
activité antioxydante qu’une solution 1g/I de la substance testée. Plus les valeurs de VEEAC sont

grandes plus I’extrait est un antioxydant puissant.

Selon les résultats mentionnés dans le tableau 07. On remarque pour nos extraits les activités
antioxydantes s’échelonnent entre 0,147 et 0,417 mg/g de insapo. On peut attribuer le bon pouvoir

antioxydant des extraits au tocophérol.
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Figure 10 : Courbe d’activité antioxydante du Vitamine E dans le test du DPPH.

Tableau 07 : Activité antioxydant des extraits par le test DPPH

I+

0,0009
0,0032
0,0019

+

I+

0,0089

I+

0,0162
0,0148
0,0035
0,0005
0,0113

+ ++ H+ I+

I+

0,0266
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Le travail présenté nous a permis d’approfondir la connaissance de quelques constituants
chimiques des feuilles du Pistachier lentisque de la famille des anacardiacées par 1’étude des
principaux composes de la fraction insaponifiable (tocophérols, stérols et caroténoides), comme

il nous a permis aussi d’évaluer I’activité antioxydante des extraits lipidiques.

Le Pistachier lentisque (Pistacia lentiscus L.) est un arbre connu depuis 1’antiquité pour
ses vertus medicinales. Ces feuilles et fruits possedent plusieurs activités biologiques dont les
plus importantes sont : anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique, antipyrétique, et anti-
diarrhéique. Les lipides des fruits du Pistachier lentisque sont encore utilisées dans le traitement
de plusieurs maladies. En Algérie, cet arbre est extensivement utilisé par les populations rurales
en médecine traditionnelle. La valorisation pytochimique des fruits et des feuilles de pistachier
lentisque a été I’objet de plusieurs études (huiles essentielles, composés phénoliques, acides gras

et tocophérols).

L’étude de fraction insaponifiable a révélé la présence des stérols, des tocophérols et des
caroténoides. La teneur en stérols varie de 42,73 a 106 mg/g insapo, tandis que la teneur en
tocophérols totaux est variée de 15,02 a 34,47 mg/g insapo, les caroténoides variés de 2,87 et
5,92 mg en équivalent carotene/g d’insapo. Tous les extraits ont montré une activité similaire de

piégeage des radicaux DPPH.

Ces résultats restent préliminaires, il serait intéressant d’effectuer une recherche plus
profonde a une échelle assez large et ceci en utilisant un nombre assez grand d’échantillons
collectés a partir des différentes régions du territoire de notre pays (ces régions different de

’altitude, de la nature des sols, et de climat).
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Résumé :
Les lipides des fruits du Pistachier lentisque sont encore utilisées dans les traitement de plusieurs maladies.
En Algérie , cet arbre est extensivement utilisé par les population rurales en médecine traditionnelle. Le
valorisation pytochimique des fruite et des feuilles de pistachier lentisque a été l'objet de plusieurs études
(huiles essentielles ,composés phénoliques, acides gras et tocophérols ).

L'étude de fraction insaponifiable a révélé la présence des stérol , des tocophérols et des caroténoides
La teneur en stérols varie de 42.73 a 106 mg/g insapo.tandis que la tendis que la teneur en tocophérol totaux
est variée de 15.02 a 34.47 mg/g insapo ,les caroténoides variés de 2.87 et 5.92 mg/g en équivalent caroténe
/g d'insapo .Tous les extraits ont montré une activité similaire de pigeage des radicaux DPPH
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Abstract

The lipids of the pistachio lentisk fruits are still used in the treatment of serveral diseases. In Algeria,
This tree is Widely used by rural populations in traditional meditional meditional .The phytochemical
valorization of pistachio lentisk fruits and leaves has been the subject of several studies (essential oils
,phenolic compounds,fatty acids and tocopherols ).

The unsaponifiable fraction stydy revealed the presence of sterols, tocopherols and carotenoids. The content
of sterols varies from 42.73 to 106mg/g insapo ,while the content of total tocopherols is varied from 15.02 to
34.47 mg/g insapo,the carotenoids varied from 2.87 and 5.92 mg/g in carotene aquivalent/g of insapo .All
extracts showed similar DPPH radical scavenging activity.

Keywords: Leaves, Pistacia lentiscus ,unsaponifiable, antioxidant activities



