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I. Introduction géenérale

La position géographique particuliere de notre pays caractérisée par une importante
richesse floristique. L’Algéric est connue par sa diversité en ressources végétales. Parmi
lesquelles cet arbre spontané qui pousse sur tout le bassin méditerranéen porte le nom de
pistachier de lentisque (Pistacia lentiscus .L.)™.

Le Pistachier lentisque (Le lentisque), ou Pistacia lentiscus est un arbre amastic, au
Languedoc il est appelé restincle.ll est nommé par les anglophones. « Mastic tree »ou «
Lentisc ». Le nom pistachier vient du grec pistaké. Le nom lentisque vient du latin
lentus(visqueux). Le pistachier est un arbuste dioique thermophile a 1’écorce lisse etgrise,
plante de la famille des anacardiacées (anacardiaceae) .

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux. lls appartiennent a” leur
métabolisme  secondaire et  participent a  ‘leur défense  contre  les
agressionsenvironnementales™.

Les polyphénols intéressent plusieurs domaines : thérapeutiques, produits pharmaceutiques
des médicaments utilisé contre les maladies liées au stress oxydant telles que les maladies
cardiovasculaires, les maladies métaboliques et le cancer, cosmétique (maquillages; gommage
minceur) et agroalimentaires comme conservateurs et colorant .

Notre étude est consacrée a la valorisation phytochimique de I’arbre de pistachier
lentisque. Cette valorisation consiste a étudier la composition qualitative et quantitative de
I’extrait de Pistacialentiscus et a quantifier les polyphénols totaux et les flavonoides et
d’étudier I’activitéantioxydante.

e La premiére partie consiste a I’extraction des polyphénols par deux solvants de
polarités différentes puis I’analyse qualitative et quantitative du contenu en
polyphénols et en flavonoides de deux extraits de Pistacia lentiscus L.

e La seconde partie étudie D’activité antioxydante des extraits par des différentes
méthodes.

e La troisieme partie du mémoire sera consacrée a la présentation de I’ensemble des

résultats obtenus et aux discussions qui en découlent.

A la fin de Ce manuscrit ; nous présenterons une conclusion genérale et des perspectives

issues de notre presente étude.




1. Matériels et méthodes
Il .1 Matiere végétale

La matiére végétale qui a fait 1’objet de ce travail est constituée de la partie aérienne
(feuilles) de la plante de Pistacha lentiscus.

Les échantillons ont éte récoltés dans la région d’Aflou wilaya de Laghouat (sud Algérien)
au mois décembre 2017. La plante étudiée est séchée a 1’abri de la lumiére pendant 1 mois.

Le tableau suivant présente les différentes caractéristiques de la plante étudie.

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, 1I’Europe,
I’ Afrique, jusqu’aux Canaries)

Classification botanique :

Regne :Plantae.

Embranchement :Spermatophyta.
Classe :Dicotyledones.

Ordre :Sapindales. L’arbre
Famille :Anacardiaceae.
Genre :pistacia— pistache.
Espéce:Pistacialentiscus.

Feuilles :

Sont persistantes, composées et possédent 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.




Fleurs :

Les fleurs unisexuées d’environ 3mm de large se présentent
sous forme de grappe. Elles apparaissent au printemps et sont
tres aromatiques, forment des racémes 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 complete a I’automne.

Utilisation thérapeutique traditionnelle :

Les médecines traditionnelles pratiquées de part et d’autre
des rives de la méditerranée, attribues au lentisque des vertus
dans le traitement des ulceres, des plaies et bralures Iégéres.
La meédecine traditionnelle algérienne utilise surtout 1’huile
grasse obtenue par expression des fruits de lentisque dans le
traitement des petites blessures, bralures Iégeres et érythémes.
L’huile essentielleest aussi employée par voie orale contre les
problémes respiratoires d’origine allergique et les ulceres de
I’estomac. Ces usages sont surtout répandus a I’Est du pays
(région d’El-Milia, Skikda, Guelma). L’huile est également

trés utilisée pour les mémes indications en Tunisie .




11.2Méthodes

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

comme illustré I’organigramme ci-dessus (schéma 1):

Matiere végétale sec

l

Extraction des composes
phénoliques

l v Evaluation de
I’activité anti-oxydante

Tests Dosages
phytochimiques =

== Polyphénols TeStDPPH  fo

=== Flavonoides

Test ABTS ===

— Flavonols

Test FRAP s

— Tanins

Schéma 1 : Organigramme expliquant les différentes étapes expérimentales.




11.3 Etude phytochimique de PistacialLentiscus

11 .3.1Séchage et Broyage

Le matériel végétal utilisé au cours de notre étude 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 I’ombre
dans un endroit sec et aéré a une température ambiante et a ’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 depistacialentiscus estbroyés a I’aide d’un mixeur jusqu’a leur

réduction en poudre (Figure 2).

Figure 1 : Feuilles seches. Figure 2 : Feuilles broyées.




Il .4 Extraction des composes phénoliques

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 ; la poudre des feuilles de la plante est
subi une maceération avec deux solvants de polarité dévirant: Ethanol et Butanol. Le mélange a
été mis sous agitateur magnétique a température ambiante pendant 24h.Le Macérat a été filtré
a travers un papier filtre pourobtenir un extrait clair, et on a évaporé le solvant sous vide a une
température de 40°C. Le résidu est repris dans (5 ml d’éthanol) et conserver au réfrigérateur
jusqu’a le temps d’analyse.

La série d’extraction permet d’obtenir deux extraits : un extrait d’éthanol, et un extrait de

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

phénoliques :
5g de poudre
Macération dans 50ml Macération dans 50ml
(Ethanol )pendant 24h (Butanol)pendant24h
Filtrat
Vaporisation des
solvant organique
sous vide 40C°
Résidus phénoliques
Extrait d’ethancl Extrait de butanol

Schémaz2 : Protocole expérimentale d’extraction des composees phénoliques.




11.5Tests phytochimiques
L’examen phytochimique est nécessaire pour identifier les grandes familles de
composeés existants dans les feuilles de notre plante.

1-Mise en évidence des composés phénoligues

A extrait, on ajoute 3ml éthanol et 5 gouttes de la solution de FeClz a 1%. Un test
Positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu-vert!”.

2-Mise en évidence des flavonoides

On ajoute 1 ml de I’extrait pur a 1 ml de solution AICl; (2%). et I’ensemble est porté a
température ambiante pendant 15 minutes. Un test positif est indiqué par 1’apparition
d’une couleur jaune®.

3-Mise en évidence des saponosides

Leurs 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 cml™.
S'il n’y a pas de mousse : test —

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

o Sila hauteur de la mousse est de 1 cm a 2 cm d’épaisseur : test positif (2-+).

e Sila hauteur de la mousse est de plus de 2 cm d’épaisseur : test fortement positif (3+).

4-Mise en évidence des alcaloides

Leurs 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

2°™tube contient 1ml de la solution A

le témoin qui contient 1ml de la solution A, le
quelques gouttes du réactif de Wagner.
o Si le test est positif, on a I’apparition d’une précipitationbrune dans le 28 tubel™”,
o Le réactif de Wagner est préparé comme suite :
Réactif de Wagner : Dans 75 ml d’eau distillée, dissoudre 2g de KI et 1.27g de Izle volume
obtenu est ajusté a 100 ml avec 1’eau distillée.

5-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 :
e  Lapremiére représente un témoin ;

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




L’examen est realisé sous la lumiere ultraviolette et I’apparition d’une fluorescence
intense révéle la présence de coumarines™.

6-Mise en évidence des tannins

A 2 ml de la solution a tester, on ajoute 2 a 3 gouttes de la solution de FeClza 1%. Un test
Positif est révélé par I’apparition d’une coloration bleu-noire (tannins galliques) ou bleu-vert
(tanninscathéchiques) ™2,

7-Mise en évidence des anthraquinones

A 10 ml de I’extrait, on ajoute 5ml de la solution de NH4,OH a 10% avec agitation. Un test

Positif est révélé par I’apparition d’unecolorationviolette .

8-Mise en évidence des anthocyanes

5 ml de I’extrait, on ajoute Sml de H,SO, et

5ml NH,4OH Un test positif est révélé par I’apparition d’unecoloration bleu violacé ™.

I1. 6. L’analyse quantitative
11.6 .1 Dosage des composés phénoliques totaux

Cette méthode est basée sur la réduction en milieu alcalin de melange d’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo01,040) du réactif de
Folin-ciocalteu qui est de couleur jaune par le groupement oxydable des composés
phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleu de tungsténe
et de molybdéne dont I’intensit¢ de la coloration est proportionnelle & la quantité¢ des
polyphénols totaux présents dans I’échantillon [1s],

200 pl d’extrait sont mélangés avec 1000 ul de réactif de folin-ciocalteu fraichement
préparé et dilué a 1/10 et 800 ul de carbonates de sodium Na,COs (7.5%). L’ensemble est
incubé a une température ambiante pendant 30 min a ’obscurité. La lecture est effectuée
contre un blanc sans extrait a I’aide d’un spectrophotométre a 760 nm.
11.6.2Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont des substances généralement colorées répondues chez les végétaux,
les teneurs des flavonoides sont mesurés en utilisant le trichlorure daluminium (AICI5)
comme réactif. La présence d'une case libre dans AIClsforme une liaison dative avec les
doublets libres de I'oxygene des groupements OH des flavonoides, en produisant un complexe
trés stable de couleur jaune ',

Cette méthode consiste a mélanger 1000 pl de I’extrait et 1000 pl du réactif trichlorure

d'aluminium (AIClI3) aprés incubation a 30 min dans I’obscurité a température ambiante.




Les absorbances sont mesurées a partir d’un spectrophotomeétre UV-visible a 420 nm.
La teneur des flavonoides totaux dans nos échantillons a été déterminée a partir d’une
courbe d’étalonnage de la rutine.
11.6.3Dosage des flavonols
Le taux des flavonolsest déterminé par la méthode décrite paradedapo et al™”.Un volume
de 1000 pl d’extrait est ajouté a 500 ul d’acétate de sodium (50%) et 500 ul de chlorure
d’aluminium (2 %). La lecture de 1’absorbance est faite a 440 nm apres 30 min d’incubation.

11.6.4Dosage des tanins

Les tanins hydrolysables sont des esters du glucose et d’acides phénols que sont 1’acide
gallique (tanins galliques) et 1’acide ¢llagique (tanins éllagiques). Leurs polymeéres sont
appelés des tannoides. Ils sont caractéristiques des Angiospermes dicotylédones.

Un volume de 400 pul de chaque extrait a été ajouté 3 ml de la solution vanilline/méthanol a
4 %, puis mélangé vigourecusement. 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
concentrations (0.1-1 mg/ml) préparées a partir d’une solution mére de la catéchine,

permettront de tracer la courbe d’étalonnage [18],

11.7 Evaluation de I’activité antioxydante
11.7.1Test de DPPH

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 picrylhydrazine de couleur jaune!’!(Figure 3).

H .

O,N NN +AH —> ON —N + A

NO, NO,

Figure 3: Réduction de radical libre DPPH en présence d’antioxydant




Pour réaliser ce test, un volume de 50 pl des diverses concentrations préparées de chaque
extrait a ét¢ mélangé avec 1950 pl de solution de DPPH (0,023 g/1), le mélange a été secoué
vigoureusement et incubé a I'obscurité pendant 30 minutes. La réduction du radical DPPH a
été mesurée a 517 nm contre un blanc contenant la solution de DPPH et du solvant.

La capacité a piéger le radical libre DPPH a été calculé comme pourcentage d’inhibition
1% utilisant I'équation suivante :

%I =[(Ao—As)/Ao] *100

Ag : Est I’absorbance de la solution DPPH
As : Est I’absorbance de ’extrait de 1’échantillon lorsque la solution a été ajoute

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 linéaire I’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.

Trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme des contréles positifs dans cette

expérience dans les mémes conditions opératoires.

11.7.2Test ’ABTS
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 par la variation de spectre d’absorption.

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 1’abri de la lumicre 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 I’abri de la lumiere

et a la température ambiante. On mesure directement la diminution de 1’absorbance par le

10




spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 734 nm contre un blanc contenant 1’éthanol et
persulfate.

Le Troloxet 1’acide ascorbique sont utilisés comme des antioxydants standards et
résultats finals sont exprimés en micromoles d’équivalent Trolox par gramme de matiére
séche (!,

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :

%I = [(AbSiemoin — AbSpianc) / AbSiemoin] * 100
PI : Pourcentage d’inhibition
ADbS wsmoin - L’absorbance du radical ABTS™" + Ethanol.

ADS extrait - L absorbance de 1’échantillon ABTS™ (Extrait ou standard).

11.7.3Test de réduction du fer FRAP

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)s 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 & 700 nmf®“.Une augmentation de 1’absorbance
correspond & une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés .

Le principe de ce test est base sur la réaction chimique suivante :
Fe (IIN) ———> Fe (II)
Fe3 */ferricyanide + Extrait —— Fe” */ferrocyanide + Extrait

Le pouvoir réducteur a été déterminé suivant la méthode préconisée par Oyaizu!*".

En effet, 25 pl de différentes concentrations de chaque extrait dilué dans I’éthanol est
mélangé avec 500 pl de la solution tampon (pH 6.28) et 500 pl de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s & 1%. Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 min. apres, 500ul de ’acide
trichloracétique (10%) est additionné avec 100ul FeCls (0,1%). L’absorbance est mesurée a
700 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Trolox est utilisé comme contrdle positif dans cette expérience dans les mémes conditions

opératoires.
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I11-Résultats et discussion
111 .1 Détermination de rendement

Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivante:
R (%) = 100 Mext/Msgch.
Ou:
R: est le rendement en %
Mext: est la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en g
Msech: est la masse séche la plante en g.

Tableau?2 :Couleurs et rendements des extraits obtenus par Macération.

Extrait | Couleur | Rendement (%o)

Butanol | Vert Foncé 7.14

éthanol Vert 16.34

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que le systéme de solvant éthanol donne le
rendement le plus important (16.34%), 1’extraction par le systétme de solvant Butanol
présente un rendement plus petitégal a (7.14%)(Figure4).

18
16
14
12
10

o N B OO

Butanol éthanol

Figured: Les rendements des extraits.

12




I11.2Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur différents extraits préparés permet de détecter
les différentes familles chimiques présentes dans la partie aérienne de pistacialentiscus. Les
résultats sont repris dans le (Tableau 3) une réaction positive est représentée par (+) et

I’absence de la substance est représenté par (-).

Tableau3 : Résultats des tests phytochimiques.

Familles chimique Extrait
Ethanol Butanol
Alcaloides Réactif de Wagner
+ +
Anthocyanes - -
Anthra quinones - -
Composés phénolique + +

Saponosides Test de Mouse

+ (1cm) + (1cm)
Tanins + +
Flavonoide + +

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que, la présence dessaponisides, des

composés phénolique, des flavonoides, et les alcaloides dans les deux extraits. Par contre

I’absence des anthocyanes et des anthra quinones.

I11.3Etudes phytochimique

Les composes phénoliques constituent un ensemble de molécules tres largement

répandues dans le régne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux

fruits.
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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 la (Tableau4).

Tableau 4 :Les teneurs en composés phénoliques des extraits étudiés.

Dosage Concentration (mg/g)
Butanol Ethanol
polyphénols | 69,068+ 0.015 | 71,645+ 0.039
Flavonoide | 41,124+ 0.058 43,896+ 0.058
Flavanol | 9,5073+ 0.004 11,467+ 0.027
Tanins 21,341+ 0.087 23,433+ 0.048

La teneur en phénols totauxde chaque extrait a été alors calculée a partir de la courbe
d'étalonnage de l'acide galligue (ANNEXE 1)et exprimée en milligrammes d'équivalant
d'acide gallique par gramme de la matiére seche.

Pour les deux extraits 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 I’extrait
d’éthanol elle est de 1’ordre de (71,645 0.039 mg/g)par contre la teneur de I’extrait de
butanol avec une valeur de(69,068+ 0.015 mg/g) pour les polyphénols.

La teneur des flavonoidesdans nous échantillons a été déterminée a partir d’'une courbe
d’étalonnage de la rutine(ANNEXE 2) et exprimés en milligrammes par gramme de la
matiere seche en équivalent de la rutine.

D’aprées les résultats obtenus, nous avons observé des teneurs variables en flavonoides dans
les deux extraits,la concentration plus élevée de I’extrait d’éthanol (43,896 0.058mg /g) que
celle de butanol (41,124+0.058 mg /g). Selon ces résultats. 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.
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La teneur des flavanols 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 seche en équivalent de la rutine. L’analyse des  résultats révele que 1’extrait
d’éthanol  possede la teneur la plus élevée (11,467 = 0.004mg/g), par apport a la
concentration de 1’extrait de butanol (9,5073% 0.027mg/qg).

La teneur 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 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage (ANNEXE 4),et exprimés en milligrammes par
gramme de la matiére seche en équivalent de la catéchine.

La présence des tanins suggére la capacité de notre plante a jouer un rble majeur en tant
qu’agent antimicrobien et antioxydant ™.

Ce dosage révele que I’extrait d’éthanol, avec une valeur de (23,433+£0.087 mg/g). En

revanche, I’extrait de butanol leur concentration est atteint (21,341+0.048mg/g).

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 polarité(Figure 5).

71,645

polyphénols

Flavonoide

Flavonol
Tanins

H Butanol Ethanol

Figureb : Les teneurs en composés phénoliques des extraits étudiés.
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I11.4Estimation de I’activité antioxydante

111.4.1Test de DPPH

Aprés 30 mn d’incubation de la solution DPPH-extrait (a différente concentration), la
coloration violette vire vers une coloration jaune dans les deux extraites, ce changement de
couleur est di a la réduction de DPPH, ce qui montre que les échantillons ont un effet de

piégeage de radical DPPH.

Nous avons déterminé les valeurs des IC50 de I’extrait et de 1’antioxydant a partir des
représentations graphiques 1%=f(C) (ANNEXES5). Ce graphe montre la croissance de
I’inhibition en fonction de la concentration, lorsque la concentration de 1’extrait augmente
dans la solution la capacité a réduire le radicale DPPH augmente, ce qui montre ’activité

antioxydant de cette extraittANNEXE 6). Les résultats sont groupés dans le (Tableau 5).

Tableau 5 : Activité antioxydante des différents extraits vis-a-vis du radical DPPH

Solvant ECso (g/ml)
Butanol 6,12 + 0.00025
Ethanol 9,81+ 0.0020
Acide ascorbique 4,8+0,00014
Trolox 2,3+4,1314E-05

Les valeurs de IC50% sont de 1’ordre de pour(6,12 + 0.00025 g /ml) pour I’extrait butanol
et I’extrait de éthanol a enregistré un 1C50% =(9,81 + 0.0020g/ml), on peut constater que le
pouvoir anti radicalaire de I’extrait de butanol est plus important que celle de 1’extrait
d’éthanol. En comparant ces valeurs obtenues avec les standards, la vitamine C et le trolox, on
trouve que ces extraits ont une activité anti radicalaire forte par rapport aux standards.

L’activité antioxydante montrée par les extraits alcoolique est due a la présence de

substances phénoliques contenues dans les extraits de pistacia lentiscus.
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111.4.2Test 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

I’antioxydant.

La capacité de piegeage des radicaux libres a été exprimee par la concentration effective
IC50 de I'antioxydant (mg/ml) qui représente la concentration nécessaire pour récupérer 50%
de radicaux d'ABTS(ANNEXE?7).

Les résultats obtenus sont regroupés dans le(Tableau6).

Tableau 6:Résultats de I'activité antioxydante évaluée par le test ABTS

Solvant ECso (g/ml)
Butanol 4,360+0.00045
Ethanol 5,400+0.00102
Acide ascorbique 3,800
Trolox 2,100

Les résultats ont été exprimés par détermination d’IC50 (concentration en antioxydant
nécessaire pour réduire de 50 % la concentration initiale en ABTS™), les IC50 ont été calculé
pour chaque antioxydants standard(ANNEXES).

Les valeurs de 1C50% sont de 1’ordre (4,360 £ 0.00045 g /ml), pour I’extrait butanol et
I’extrait d’éthanola enregistré un 1C50% = (5,400 + 0.00102g/ml) on peut constater que le
pouvoir anti radicalaire de I’extrait debutanolest plus important que celle de 1’extrait
d’éthanol. En comparant ces valeurs obtenues avec les standards, la Acide ascorbique et le
trolox, on trouve que ces extraits ont une activité anti radicalaire forte.

Les meilleures capacités antioxydantes, cela peut étre justifiée par la présence de composé
polaires doués d’un grand potentiel antioxydant, qui agit comme des donneurs d’hydrogene
ou d’électron. Elle dépend aussi de la structure chimique des composés phenoliques de

nombre de OH ainsi que leur position.
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111.4.3Test 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**) a la forme fer ferreux (Fe?*) qui est quantifiée par la mesure de

I’absorbance de la couleur bleu formée aux différentes concentrations utilisées .

Le pouvoir réducteur de ces échantillons est exprimé par la concentration effective a 50%
(IC50) qui est une concentration qui permet d’obtenir une absorbance de 0,5.En utilisant le

Trolox comme standard,(ANNEXE9).
Les résultats obtenus sont représentées dans le (Tableau 7).

Tableau7:Résultats de I'activité antioxydante évaluée par le test FRAP.

Solvant FRAP IC 50 (g/ml)
Butanol 92,6 +0.00016
Ethanol 128.1 £ 0.00075
Trolox 47+0,0006

Les résultats ont été¢ exprimés par détermination d’IC50 (concentration en antioxydant
nécessaire pour réduire de 50 % la concentration initiale enFRAP),(ANNEXE10), les 1C50
ont été calculé pour chaque antioxydants standard.

Pour les deux extraits, extrait d’éthanol présent IC50 (128.1 £+ 0.00075 g/ml), et I’extrait de
butanol avec un 1C50 (92.6 + 0.00016mg/ml), on peut constater que le pouvoir

anti radicalaire de I’extrait de butanol est plus important que celle de I’extrait d’éthanol.

Les résultats obtenus dans les deux courbes montrent que la capacité de la réduction de
Fe**en Fe?" est proportionnelle a I’augmentation de la concentration d’échantillons.

Donc, toutes augmentation de concentration d’échantillon conduit a 1’augmentation de la

capacité de réduction de fer.
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Conclusion et perspectives

A T’heure actuelle, les plantes médicinales 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 & la mise au point de futurs
médicaments.

Notre travail consiste a 1’¢tude quantitative et qualitative d’une plante locale
pistacialentiscus et la valorisation de I’activit¢ antioxydante des polyphénols. Pour
I’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 phénoliques, les flavonoides, les
tanins, les saponosideset les alcaloides.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode
de Folin-Ciocalteu révele la présence des quantités importantes en polyphénols.

De méme nous avons dosé les flavonoides et les tanins qui nous menent a conclure que
cette plante contient une quantité considérable dans deux extraits.

Au cours de ce travail, nous avons également mesuré ’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 I’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 dans les deux
extraits.

D’apres tous les résultats obtenus des différentes solvants éthanol et butanol, 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 suggerons des etudes complémentaires afinde déterminer les

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

Réactifs et produits utilisé dans ce travail

Tableau 09 : Réactifs et produits chimiques

Produits Formules
Hexane CeHia
Acide gallique C7HeOs
Carbonate de sodium Na,CO3
Chlorure de Fer () FeCl;
Ammoniaque NH,OH
Persulfate de potassium K2S,0g
Trichlorure D’ Aluminium (AICI 3; 6H,0)
Acide sulfurique H,SO,
Ethanol, Méthanol, C,HgO, CH30H,
Ethyle Acétate C4HgO»
Acide Chlorhydrique HCI
lodure de Potassium, lode, Kl I,
Dibasic potassium phosphate K,HPO,
Potassium dihydrogen phosphate KH,PO,
ABTS C18H18N406S4
DPPH C1sH12Ns06
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ANNEXEL1: La courbe d'étalonnage de I'acide gallique
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ANNEXE 2: La courbe d'étalonnage de la Rutine
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ANNEXE 3 : La courbe d'étalonnage de la Rutine
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ANNEXE 4 : La courbe d'étalonnage de catéchine
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ANNEXE 6 : Courbes représentants la variation des pourcentages d’inhibition de test
DPPH Butanol / Ethanol.
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ANNEXE 8: Courbes représentants la variation des pourcentages d’inhibition de test
(ABTS) Butanol / Ethanol.



0,7 -

R?2=0,9534
0,6 -
0,5 -
E
[=4
Q04 -
c
©
2
o 0,3 -
w
-]
<
0,2 -
0,1 -
O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentration de trolox mg/ml
ANNEXE 9: La courbe d'étalonnage deTROLOX
éthanol(FRAP) butanol (FRAP)
] ]
(= [=
@® 5]
2 2
2 2
K- Q
< <
0 T T T 1 O T T T T 1
0 2 4 6 8 0 i 4 6 8
Concentration mg/ml Concentration mg/ml

ANNEXE 10:Courbes représentants la variation des Absorbances de test (FRAP)
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Résume

L'espéce végétale de Pistacia lentiscus est trés commune dans la région méditerranéenne.
Surtout I'Algérie. Ses feuilles données un extrait appelé "Extrait de Pistacia lentiscus " qui est

connu pour ses avantages importants.

Au cours de cette étude, nous avons identifié les propriétés physiques et chimiques de I'extrait
de Pistacia lentiscus avec deux solvants (éthanol, butanol) et les résultats obtenus ont montré
gue l'extrait est riche en (polyphénols, flavonoides, Tanins, et flavanols). Et nous avons
¢valué D’activité antioxydante par trois tests (DPPH, FRAP, et ABTS), ces tests montrent

gue les deux extraits ont une bonne activité antioxydante.

Mots clés : Pistacia lentiscus, Polyphénols, flavonoides, Activité antioxydante .

Abstract

The plant species Pistacia lentiscus is very common in the Mediterranean region.
Especially Algeria. Where As its leaves gives an extract called "extract Pistacia lentiscus"
which is known for its important benefits from the foot. It therefore requires us to study
samples.

During this study, we identified the physical and chemical properties of Pistacia lentiscus
extract with two solvents (ethanol, butanol) and the results obtained showed that the extract is
rich in (polyphenols, flavonoids, tannins, and flavanols).

As we evaluated the three-way antioxidant (DPPH .FRAP. ABTS) showed the activity of

free high pox for the extract ,the results of these findings are important and valuable for the
conclusion of necessity. Andencoura gesfurther research on the subject.

Key words: Pistacia lentiscus, polyphenols, flavonoids, Antioxidant activity.
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