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Introduction

Introduction

Pistacia atlantica (figure 1) est un arbre résineux spontané du bassin
méditerranéen, particulierement répandu en Algérie (Belhadj et al., 2007). Il est utilisé
traditionnellement pour traiter diverses affections, notamment les troubles digestifs et les
inflammations.

Les principales parties utilisées sont les feuilles, les fruits, les gales, les résines et parfois
I’écorce. Chacune de ces parties contient des métabolites primaires et métabolites
secondaires a potentiel thérapeutique.

®

Figure 1 : pistacia atlantica. www. Ecologie.ma « Pistachier de I’atlas ».

Pistacia atlantica, connu sous le nom de « Betoum » en Algérie, est une espece
d'arbre de la famille des Anacardiaceae. Cet arbre peut atteindre 20 métres de hauteur a
I'dge adulte. Il se caractérise par son tronc massif et sa large couronne arrondie. Les
feuilles, caduques, sont formées de 3 a 15 folioles coriaces mesurant de 2,5 cm a 6 cm de
long. Elles sont alternes et composées (Ozenda, 1991). Il s'agit d'une espéce monoique :
les fleurs males (jaune-vert) apparaissent en grappes terminales, et les fleurs femelles en
grappes axillaires. La floraison a lieu généralement de février a mars et les fruits entre
mars et mai. Lorsque les fruits arrivent a maturité, ils passent d'une couleur rougeéatre a
une couleur vert foncé, brune ou noire a la fin de I'été ou au début de l'automne
(Quézel&Médail,2003).
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Les plantes médicinales sont constituées d'une gamme vaste et diversifiée de
composés bioactifs antioxydants qui peuvent étre utilisés pour traiter efficacement de
nombreuses maladies. La phytothérapie traditionnelle, en particulier, peut constituer
une source importante de composés bioactifs et constitue la base du processus de
découverte et de développement de médicaments (Bazzari et al,2018).Les
associations médicamenteuses sont utilisées pour traiter les maladies et réduire la
souffrance depuis les premiers temps de I'humanité (Chou.T.C, 2006 ).La médecine
traditionnelle combine fréquemment diverses espéces de plantes dans des mélanges
(associations poly-herbes ou associations plante-herbe) afin d'améliorer leurs activités
pharmacologiques individuelles ou de réduire leur toxicité. Différents types
d'interactions, tels que des effets antagonistes, synergiques ou additifs, peuvent étre
obtenus grace a ces associations (Rodrigues et al ,2019).L"association de plantes pour
optimiser l'efficacité d'un médicament est un concept ancien et tres courant dans
diverses formes de phytothérapie traditionnelle (Gertsch, 2011).La phytothérapie
chinoise, une branche de la médecine traditionnelle chinoise, est utilisée en Chine et
dans d'autres pays d'Asie depuis plus de 1 000 ans pour améliorer la santé et traiter
diverses affections. Dans ce domaine médical, de nombreuses plantes sont combinées
afin de tirer parti de leurs effets combinés qui améliorent l'efficacité des composants
bioactifs et/ou réduisent les effets indésirables liés au traitement (Caesar et al,
2019).Tout comme la phytothérapie chinoise, la phytothérapie européenne et la
médecine indienne (Ayurveda) concoivent généralement la synergie comme un
élement essentiel de leur concept ou philosophie de traitement. Les combinaisons de
plusieurs plantes ont été observées tout au long de I'histoire, développées grace a des
connaissances empiriques et formulées pour chaque patient (Biavatti, 2009 et
Williamson, 2001).En phytothérapie, les interactions au sein et entre les extraits
présentent des avantages potentiellement significatifs (Biavatti, 2009).Grace a cette
synergie, les combinaisons de plusieurs plantes offrent des avantages considérables,
en absence des extraits individuels. Il est évident qu'une formulation multi-

composante

peut obtenir de meilleurs effets thérapeutiques (Karoleet al, 2019).En général, cette
stratégie a été fréquemment utilisée en raison de plusieurs considérations importantes,
notamment :(i) augmenter suffisamment l'activité en tirant parti des interactions

synergiques ou additives potentielles ; (ii) diminuer les doses requises, ce qui peut
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réduire a la fois les codts et les effets secondaires indésirables ; (iii) refléter un large
spectre d'activite ; et (iv) prévenir la résistance aux médicaments grace a la
multiplicité et a la diversité structurale des composeés actifs présents dans le mélange
(Bag et al, 2015, Sonam et al 2017).Compte tenu de ces avantages thérapeutiques,
cette stratégie a été largement utilisée et constitue une alternative de premier plan pour
la prise en charge de maladies multi cibles, telles que le cancer, le diabéte, la maladie
d'Alzheimer et les maladies infectieuses, dont le sida (Chou, 2006).Les especes
réactives de l'oxygene, appelées radicaux libres, sont générées lors du métabolisme
cellulaire aérobie ou sous l'effet de certains facteurs environnementaux (Olszowy,
2020).Un excés de radicaux libres dans le corps humain peut avoir de graves effets
nocifs sur les systemes de I'organisme. Il existe des preuves scientifiques solides que
les radicaux libres sont capables d'endommager des biomolécules essentielles,
notamment les acides nucléiques, les lipides, les protéines et les glucides (Yakoubi et
al, 2021). Ils jouent donc un role clé dans le développement de nombreuses maladies :
I'atherosclérose, le cancer, le diabéte, les maladies neurodégénératives liees a I'age
comme la maladie d'Alzheimer et plusieurs maladies infectieuses (Bhuyan et al
,2020).Pendant leur durée de conservation, de nombreux produits alimentaires doivent
étre protégés contre les micro-organismes d'altération et la contamination, ainsi que
contre la détérioration oxydative. Pour protéger les produits alimentaires contre les
micro-organismes d'altération et la contamination, ainsi que contre la détérioration
oxydative, l'industrie alimentaire utilise généralement deux types de conservateurs

synthétiques : (1) les antimicrobiens et (2) les antioxydants (Pukaitet al ,2020).

Les antioxydants sont largement utilisés comme additifs alimentaires afin de
prévoir ou retarder la dégradation oxydative des aliments. Leur origine les distingue
des antioxydants synthétiques et naturels. Des études de toxicité suggerent que certain
antioxydants phénoliques synthétiques sont responsables d'embryon toxiques, de

perturbation endocrine et méme de cancer. (Shahidi, F., & Zhong, Y 2010)

Les diverses fractions de pistacia atlantica, par exemple les fruits, les feuilles,
les galles, les bourgeons, les tiges, les racines, et les écorces internes et externes du
tronc, ont été soumis aux extractions hydroalcooliques, lipidiques, ou encore aux
fractions insaponifiables et d'huiles essentielles. Ces extraits sont trés riches en
composeés bioactifs tels que les composés phénoliques, les flavonoides, les flavonols,

les tocophérols et les terpénoides. Ces recherches ont révélé une activité antioxydante



Introduction

trés claire de ces extraits (Toul et al.,, 2016 ; Ben Ahmed et al., 2020 ;
Guenane et al., 2017 ; Bentireche et al., 2019 ; Gourine et al., 2010 ; Sifi et al.,
2015a).

Les feuilles ont été soumis a des extractions hydroalcooliques qui
démontrerent la présence de composés phénoliques actifs, causant des effets
antidiabétique et antihypertenseur en raison de l'inhibition des enzymes alpha-
amylase, alpha-glucosidase, et l'enzyme de conversion de langiotensine |
(BenAhmed et al., 2018).

Les fruits immatures, a leur tour, distincts les uns des autres par diverses
fractions organiques (Méthanol, n-hexane, CH.Cl,, n-Butanol, Acétate d'éthyle,
extraits aqueux, et huiles essentielles), sont des réservoirs de composés phénoliques,
flavonoides et terpénoides considérés comme possédant des activités anti-

mélanogeénes et anti-tyrosinase (Eghbali-Feriz et al., 2018).

Des analyses de feuilles et de tiges a l'aide d'extraction en solvant organique
telles que acetate d'éthyl, butanol, CHCIs, n-hexane, et d'extrait aqueux ont permis
I'identification de différents acides phénoliques (acide gallique, salicylique,
cinnamique, 4-hydroxybenzoique, p-coumarique, vanillique, caféique, férulique),
ainsi que quelques flavonoides (hespéridine, rutine, quercétine, catéchine,
naringinine). Lesdits composes ont présenté une activité anticholinestérasique,
bénéfique en maladies neurodégénératives (Benamar et al., 2018 ; Achilli et al.,
2020).

En conséquence, des extraits aqueux et éthanoliques des feuilles ont présenté
des activités antimicrobiennes significatives (Roozegar et al., 2016 ; Rigane et al.,
2017).

Aprés une recherche bibliographique sur I'étude phytochimique du pistacia
atlantica, aucune étude n'a été publiée sur l'effet des mélanges des extraits des
métabolites primaires et secondaires des différents organes de cette plante sur les

activités biologiques.
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L'objectif de ce travail était d'étudier I'existence d'interactions synergétiques
entre des extraits lipidiques et phénoliques des feuilles et fruits de pistacia atlantica

sur l’activité antioxydante. .Les extraits impliquaient deux différentes classes de

métabolites : primaires comme les lipides et les extraits phénoliques qui sont
des métabolites secondaires. La méthodologie générale visait a fournir des formules
d'extraits combinatoires susceptibles de présenter des effets synergétiques, en utilisant
le pistacia atlantica comme source abondante et peu colteuse d'extraits naturels.
Beaucoup d'études sont intéressées par les combinaisons de deux plantes ou plus,
I'étude entreprise ici s'intéresse de la combinaison de deux organes d’une plante a
savoir : les feuilles trés riches en composés phénoliques et les fruits moins riches que
les feuilles. A notre connaissance c'est pour la premiére fois que cette méthodologie

est abordée.
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1. Matériel et produits utilisés:
Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche « sciences

fondamentales », université Amar Telidji, Laghouat.

Tous les produits et le matériel utilisés pour réaliser notre étude expérimentale sont

regroupés dans un tableau en annexe.

2 .Matériel vegétal:

Etant donné que cette étude repose sur les feuilles et les fruits de Pistacia atlantica,
les echantillons ont été collectés dans la ville de Laghouat on 2022. lls ont éete classés

selon leur couleur (rouge ou verte).

Figure 2 : Fruits rouges (FR) de pistacia atlantica Photos prises par Djilali
Thouraya en 25/02/2025
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Figure 3 : Fruits verts (FV) de Pistacia atlantica Photos prises par Djilali
Thouraya en 25/02/2025

Figure 4 : feuilles femelles rouges (fr) de pistacia atlantica Photos prises par
Djilali Thouraya en 25/02/2025
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Figure 5 : feuilles femelles vertes (fv) de pistacia atlantica Photos prises par
Djilali Thouraya en 25/02/2025

Les parties utilisées pour cette étude incluent les feuilles et les fruits. Dans un souci
de simplicité, nous avons attribué des codes pour les échantillons étudiés selon la couleur
des feuilles et des fruits :

- f1r : Feuilles rouges, échantillon 1

- f2r : Feuilles rouges, échantillons 2

- fv: Feuilles vertes

- FR : Fruits rouges

- FV : Fruits verts

Les échantillons ont été triés, lavés et séchés a ’ombre, puis broyés finement avant leur

étude.

3. Extraction des composes lipidiques :
3.1-Extraction des lipides

En utilisant le dispositif de soxhlet de capacité 250 ml, 50 g de poudre de chaque
échantillon ont été placés dans une cartouche et soumis a une extraction continue a l'aide
d'un solvant apolaire (cyclohexane).Cette méthode permet une extraction des composés
lipidiques. Aprés l'extraction, le solvant a été éliminé a l'aide d'un évaporateur rotatif a
45°C. A l'issue de ces étapes, nous obtenons des lipides et des tourteaux. Le rendement en

lipides est calculé par le rapport entre la masse de I'extrait brut obtenu apres évaporation
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du cyclohexane noté m et la masse de la prise d'essai mo(m/mo).Cette étape est
suivie d’un processus d'élimination des cires, réalisé par 1’ajout d'un volume connu
d’éthanol a I’échantillon lipidique brut et gardé au réfrigérateur pendant 24h. Aprés
séparation et évaporation de I'éthanol, nous obtenons des lipides sans cires. Les lipides

sans cires sont ensuite conservés au réfrigérateur a +6 °C.

3.2. Dosage des tocophérols totaux

Nous avons adopté la méthode colorimétrique d'Emmerie-Engel (Dacosta, Y.
2003).0n utilise les propriétés réductrices des tocophérols qui, en solution alcoolique,
réduisent le fer ferrique en fer ferreux, ces derniers sont complexes par
I’orthophénantroline, en donnant un complexe rouge-orangé stable dont le coefficient

d'extinction molaire a 510 nm est élevé.

A partir d'une solution commerciale de la vitamine E, nous avons préparé dans
I’éthanol des solutions ayant des concentrations bien déterminées comprises entre 0,01 et
0,07 g/l. Un volume de 1 ml de chaque solution preparée a été mélangé avec 1 ml de
réactif d'orthophénantroline dans I'éthanol (0,4% m/v) et 0,5 ml de FeClsz (0,12 %m/v)
dans I’éthanol. Le mélange a été incubé dans l'obscurité pendant 5 min. La lecture de
I’absorbance est effectuée a 510 nm par spectrophotometre UV/Vis (Shimadzu 1800),
contre un blanc. Les extraits lipidiques de chaque échantillon ont été traités selon les
étapes du méme protocole suivi lors du -tocophérol. Toutes les mesures ont été effectuées

trois fois et les lectures moyennes ont été enregistrées.

3.3. Dosage des stérols totaux

I1 s’agit d’un dosage spectrophotométrique suivant le test de Liebermann-Burchard
(Barreto, 2005). Les stérols forment un complexe de couleur verte stable avec
I’anhydride acétique en milieu acide qui absorbe dans le visible a une longueur d’onde de

650 nm.

Tout d’abord, on prépare le réactif de Liebermann-Burchard en respectant 1’ordre
suivant (60 ml d’anhydride acétique + 30 ml d'acide acétique + 10 ml d'acide sulfurique).

9



Matériel et méthodes

Nous avons -sitostérol a partir des solutions chloroformiques de [-sitostérol a
différentes concentrations dans une gamme de 0,32 & 1,28 g/l. 1 ml de chaque solution
diluée réalisée pour une courbe d’étalonnage a ét¢ mélangé avec 2 ml du réactif de
Liebermann. Le mélange a été incubé dans l'obscurité pendant 25 min a température
ambiante. L’absorbance de chaque solution a été déterminée a 650 nm contre un blanc sur
un spectrophotometre UV/Vis (Shimadzu 1800). Les échantillons de lipides ont été traités
de la méme maniére et la teneur totale en stérols totaux de chaque extrait a été déterminée
a partir de la courbe d’étalonnage de B-sitostérol. Toutes les mesures ont été effectuées

trois fois et les lectures moyennes ont été enregistrées.
3.4. Dosage des caroténoides totaux

Il s’agit d’un dosage spectrophotométrique suivant la méthode de Thaipong
(Thaiponget al, 2006) en donnant un complexe jaune-orangé qui absorbe dans le visible a

une longueur d’onde de 464 nm.

Pour la réalisation de la courbe d’étalonnage, différentes concentrations de [-
caroténe dans le chloroforme allant de 0,025 a 0,15 g/l ont été préparees, 2 ml de chaque
solution diluée ont été prises et mesurées a 464 nm contre un blanc contenant uniquement
le solvant. Pour les échantillons lipidiques, les mémes étapes ont été suivies, la teneur en
caroténoides a été déterminée en s’appuyant sur la courbe d’étalonnage réalisée avec le -
caroténe. Toutes les mesures ont été effectuées trois fois, et les lectures moyennes ont été

enregistrées.

4. Extraction des composés phénoliques:
Les tourteaux ont subi une extraction par macération a température ambiante

pendant 24 h en mettant 5 g de poudre et en utilisant un volume de 100 ml de trois

solvants de polarité croissante, a savoir I'acétone, le méthanol et I'eau.

Apreés filtration, les extraits ont été évaporés pour éliminer le solvant sous pression
réduite dans un évaporateur rotatif (Rotateur vapeur) a 45 °C, sauf pour I'eau ou la

température a été montée a 50 °C. Le résidu sec obtenu a été pesé et le rendement
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d'extraction a été calculé et enregistré pour chaque échantillon. Ils ont ensuite été

dissous dans le méme solvant que celui dans lequel ils ont été trempés, et les extraits ainsi

obtenus ont été transférés dans des flacons hermétiques, puis conservés au

réfrigérateur jusqu'a leurs études.
4.1. Enregistrement des spectres UV des extraits phénoliques.

Afin de confirmer que les extraits des solvants polaires contiennent des composés
de structures phénoliques, nous avons réalisé des spectres UV dans la région 200 a 400

nm.
4.2. Dosage des composés phénoliques totaux

La teneur en composés phénoliques totaux a été déterminée par la méthode de
Folin-Ciocalteu (Tacott et al, 1999)constituée d’acide phosphotungstique et
phosphomolybdique, qui réagit en milieu alcalin avec les phénols pour donner un
mélange d’oxydes de tungsténe et de molybdene de couleur bleue. Cette coloration est
proportionnelle a la quantité de phénols et absorbe a une longueur d’onde de 760 nm. Les
résultats sont exprimés en équivalents d’acide gallique (mg EAG/g d’extrait). Les valeurs
ont été obtenues en mesurant I’absorbance a différentes concentrations selon la courbe

d'étalonnage de Il'acide gallique.

Pour la réalisation de la courbe d’étalonnage, différentes concentrations de I’acide
gallique allant de 0,03 a 0,3 mg/ml ont été préparées. Par la suite, un volume de 500 pl du
réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois par 1’cau distillée) est mélangé avec 100 ul de
chaque solution préparée, et, apres 2 min, 2ml de bicarbonate de sodium Na;COsz (2%
m/v) ont été ajoutés au mélange. Le tout est laissé réagir pendant 30 mn a 1’obscurité. La
lecture de I’absorbance est effectuée a 760 nm par spectrophotométre UV/Vis (Shimadzu
1800), contre un blanc, et les résultats ainsi obtenus ont permis de tracer la courbe
d’étalonnage de I’acide gallique. Les extraits des échantillons ont été traités selon les
étapes du protocole suivi lors de la préparation de la courbe d’étalonnage de I’acide
gallique. Toutes les mesures ont été effectuées trois fois, et la lecture moyenne a été

enregistrée.
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4.3.Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux a été déterminée selon la méthode colorimétrique a
I’aluminium trichlorure (AlCl3) décrite par (Chang et al.,2002). Cette méthode repose sur
la formation d’un complexe stable de couleur jaune entre les ions Al**et les groupements
hydroxyles des flavonoides. L’intensité de la coloration, mesurée a une longueur d’onde
de 409 nm, est proportionnelle a la concentration en flavonoides présents dans
I’échantillon. Les résultats sont exprimés en équivalents de quercétine (mg EQ/g de
matiére végétale), en utilisant une courbe d’étalonnage réalisée a partir de concentrations

connues de quercétine.
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Figure 6 : Le principe de formation des complexes entre les flavonoides et AICl;

Pour établir la courbe d’étalonnage, différentes concentrations de quercétine, allant
de 0,03 a 0,3 mg/ml, ont €té préparées. Ensuite, un volume de 1 ml de chaque solution de
quercétine a été mélangé avec 1 ml d’une solution de chlorure d’aluminium a 2 % (m/v)
dans des tubes a essai. Aprés une incubation de 20 minutes a température ambiante, a
I’abri de la lumiere, I’absorbance a été mesurée a 409 nm a 1’aide d’un spectrophotometre

UV/Vis (Shimadzu 1800) contre un blanc contenant tous les réactifs sauf la quercétine.

Les extraits des échantillons ont été traités selon le méme protocole que celui suivi
pour les standards. Chaque échantillon a été analysé en triplicata pour garantir la fiabilité
des mesures, et la moyenne des lectures a été enregistrée pour le calcul de la teneur en

flavonoides totaux
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4.4. Dosage des tanins

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide.
Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins
en présence d'un acide pour produire un complexe coloré qui absorbe a 500
nm.(Schofield et al., 2001)

CH,0 __GHOD
Ij CH, O CH o
MO~ ﬁ
o

Vamnillin rad colour

Figure 7 : Le principe du dosage des tanins condenses par la vanilline
La fléche pointe vers un deuxiéme site potentiellement réactif avec la vanilline.
Premierement, nous avons préeparé le réactif de vanilline (mélange a volume égal de
8 % (v/v) d’HCl a 37 % dans le méthanol et de 1 % (m/v) de vanilline dans du méthanol).
Pour la réalisation de la courbe d’étalonnage, différentes concentrations allant de 0,23 a
2,3 g/l de catéchine ont été préparées. Un volume de 200 ul de I’extrait et 1 ml du réactif
de vanilline ont été ajoutés a I’extrait, avec incubation au bain-marie a 30 °C pendant 20
min. La lecture de I’absorbance est effectuée a 500 nm par spectrophotométre UV/Vis
(Shimadzu 1800), contre un blanc. Toutes les mesures ont été effectuées trois fois, et les

lectures moyennes ont été enregistrées.

5. Evaluation de P’activité antioxydante :
L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits lipidiques et phénoliques a été

réalisée par le test de piégeage du radical DPPH (Popovici et al., 2009 ; Molyneux,
2004)

13



Matériel et méthodes

C’est une méthode. Largement utilisée pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante.
Elle repose sur I'utilisation de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) qui est un radical
libre instable. Il se caractérise par sa capacité a produire des composés stables en
acceptant un électron ou un radical hydrogéne. La présence de ces radicaux DPPH donne
lieu a une coloration violette foncée de la solution, qui absorbe aux environs de 517 nm.

La réduction des radicaux DPPH en 2,2-diphényl-1-picrylhydrazine par un agent
antioxydant entraine une décoloration de la solution au jaune pale. L’évaluation de
’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration violette,
qui est proportionnelle a I’efficacité des antioxydants, par spectrophotométrie UV-visible,

a 517 nm.
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Figure 8 : Mécanisme de piégeage du radical DPPH (Konan et al., 2017).

Le DPPH (250 uM) est solubilisée dans 1’éthanol absolu pour avoir une solution de
100 ml. Les extraits lipidiques ont été dissous dans le dichlorométhane, puis 1 ml de
chaque solution préparée a été additionné a 1 ml d’une solution de DPPH. Le mélange
réactionnel a été secoué¢ immédiatement au vortex puis maintenu a 1’obscurité pendant 30
min a une température ambiante pour que la réaction s’accomplisse. L’absorbance du
milieu réactionnel a été mesurée a 517 nm contre un blanc par spectrophotométre UV/Vis
(Shimadzu 1800). La vitamine E a été utilisée comme standard pour les lipides. Toutes
les mesures ont été effectuées en triple. Les résultats ont été exprimés en mg en

équivalent de vitamine E par g d’huile
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Il faut noter que pour les extraits phénoliques, nous avons procédé au méme
protocole, sauf que I’activité antioxydante a été exprimée en (ug) équivalent de ’acide

ascorbique par g des tourteaux.

Les pouvoirs d’inhibition (%) du radical DPPH sont déterminés selon la formule

suivante:

Pouvoirs d’inhibition du DPPH en % :

PI (%) =1- (5) x 100

Ac =Absorbance de controle sans antioxydant

Ae =Absorbance en présence de I’extrait.

6. Préparation des mélanges
A partir des extraits lipidiques et phénoliques individuels, nous avons procédeé a la

préparation de plusieurs mélanges constitues des lipides seuls et les phénols seuls.

Les proportions volumiques choisisses sont 30/70, 50/50 et 70/30 ce qui a donné 18
mélanges d'extraits lipidiques et 54 extraits phénoliques. Apres la préparation de ces
mélanges leurs activités antioxydantes ont été évaluées par le méme test que celui utilisé

lors des extraits individuels.
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7. Les extraits lipidiques
7.1. Teneur en lipides

Résultats et discussion

Au terme de ’opération d’extraction des lipides, nous avons obtenu des extraits

lipidiques & partir des échantillons de feuilles et de fruits collectés du pistacia atlantica.

Le rendement de l'extraction est définit comme étant le rapport de la quantité de

substances lipidiques extraites (m) sur la quantité de la prise d'essai de matiere végétale

utilisée (mo) tableau(l).

A partir des valeurs enregistrées, on remarque que les rendements en lipides dans

les fruits sont supeérieurs & ceux dans les feuilles. Pour les fruits, la teneur en lipides dans

les fruits verts (fruits matures) est plus élevée que celle dans les fruits rouges (fruits

immatures). La méme remarque

est observée dans le cas des feuilles, ou les feuilles

vertes ont Enregistrée une teneur en lipides supérieure que les feuilles rouges. D'une

facon générale, les fruits de Pistacia atlantica sont plus riches en lipides que les feuilles.

La teneur en lipides croit selon I'échelle suivante : FV > FR >fv> f2r > flr,

Tableau 1 : Le rendement des extraits lipidiques

Echantillon Masse de Masse de la prise Rendement
I'extrait brut(g) d'essai(Q) (m/mo)
x100
flr 1,160 50 2,32
f2r 1,476 50 3,00
fv 3,574 50 7.14
FV 17,416 50 34,80
FR 9,022 50 18,04
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7.2.Dosage des tocophérols

Avant de doser les principaux constituants des lipides (les tocophérols, les stérols et
les caroténoides), nous avons éliminé les cires par leur cristallisation a température 6°C

dans I'éthanol.

Nous avons calculé la quantité des tocophérols totaux dans les extraits en utilisant
la courbe d'étalonnage de l'alpha-tocophérol commercial figurel0. Les valeurs sont
exprimées en milligrammes équivalent de vitamine E par gramme de lipides(mg EVE/g

de lipides).
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Figure 9 : courbe d'étalonnage de 1'a-tocophérol(VE) pour le test DPPH

Les résultats de la quantification des tocophérols totaux sont regroupés dans le
tableau(2). Les valeurs des quantités des tocophérols s’échelonnent entre 4,82 et
152,52mg/g de lipides. Les lipides des fruits rouges ont enregistré les plus grandes
quantités en tocophérols totaux, par contre les quantités les plus faibles sont enregistrées

chez les lipides des feuilles rouges.

Les fruits de pistacia atlantica sont considérés comme fruits oléagineuses et par

conséquent ils contiennent des tocophérols, les résultats obtenus ici montrent que les
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lipides des fruits rouges sont plus riches en tocophérols totaux par rapport aux
lipides des fruits verts, la quantité des tocophérols dans les fruits rouges est 10 fois plus
que dans les fruits verts. Il est établi que la maturation des fruits de pistacia atlantica se
déroule en deux phases de grande ampleur : une phase immature marquée par la rougeur
des fruits, suivie d'une phase de maturité au cours de laquelle les fruits deviennent
verts.Les fruits rouges sont principalement des riches en tocophérols, des lipophiles
antioxydants composés, intervenant un réle fondamental dans la protection de la plante
tissus contre les dommages oxydatifs d'origine environnementale externe durant le
développement de la maturité (Amari et al., 2011 ; Bekhechi et al., 2014). Cette richness
en tocophérols pouvait donc participer a préserver l'intégrité physiologique du fruit et a

favoriser son Développement vers la maturité.

Toutefois, si compare nos résultats par rapport a autres études réalisées par d’autres
auteurs sur le pistachier de I’atlas, on remarque que les résultats obtenus dans cette études

sont supérieur a de (Benguechoua et al 2021)

Tableau 2 : Teneurs en tocophérols, stérols, caroténoides (mg/g lipide)

Teneur en Teneur en Teneur en Teneur en
caroténoides tocophérols(mg/g) stérols(mg/qg)
fir |32,25+0,02 5,94+0,00 160,85+0,02 | 44,31+0,04
f2r |32,78+0,01 4,82+0,00 146,34+0,06 | 25,91+0,01
fv | 308,21+0,02 40,33+0,01 181,62+0,01 4,94+0,01
FV |4,82+0,02 14,91+0,04 71,55+0,01 38,95+0.10
FR |6,97+0,02 152,52+0,02 75,99+0,01 27,12+0,14
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7.3. Dosage des stérols totaux :

La figure (11) représente la courbe d’étalonnage du B-sitostérol. Les quantités des
stérols dans les échantillons des feuilles et des fruits de pistacia atlantica sont calculées a
partir de cette courbe d’étalonnage, elles sont exprimées en mg équivalent de B-sitostérol

par gramme de lipides (mg E. B. S/ g).
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Figure 10 : Courbe d’étalonnage de de B-sitostérol pour le test DPPH
Les resultats de la quantification des stérols totaux sont regroupés dans le
tableau(2). Les valeurs des quantités en stérols totaux varient entre 71,55 et 181,62 mg /g
les lipides des feuilles, surtout les vertes, sont les plus riches en stérols par rapport aux

lipides des fruits qui ont enregistré des quantités proches de I'ordre 75,99 mg/g.

Les feuilles vertes (fv) présentent la plus forte teneur en stérols totaux (181,62
mg/g), suivies par les feuilles rouges flr (160,85 mg/g), puis f2r (146,34 mg/g). Cette
tendance montre clairement une richesse plus marquée en stérols au niveau des feuilles.
En ce qui concerne les fruits, les teneurs sont significativement plus faibles : 75,99 mg/g
pour les fruits rouges (FR) et 71,55 mg/g pour les fruits verts (FV). Contrairement a ce

que l'on observe souvent pour les lipides totaux, ici, les feuilles sont globalement plus
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riches en stérols que les fruits. Cette observation pourrait s’expliquer par le role
structurel plus important des stérols dans les membranes cellulaires des tissus végétatifs
actifs des feuilles. La quantité des teneurs en stérols totaux décroit comme suit : fv> flr
>f2r>FR > FV.

Les feuilles de pistacia atlantica, et en particulier les feuilles vertes, constituent une
source majeure de stérols végétaux, alors que les fruits en contiennent beaucoup moins,
quel que soit leur stade de maturité. Contrairement aux lipides globaux ou les fruits
dominent souvent, les stérols semblent plus concentrés dans les structures végétatives.
Les fruits, bien qu'ils soient les plus riches en lipides contiennent moins de stérols,

notamment les fruits verts (FV).

Toutefois, si compare nos résultats par rapport a autres études réalisées par d’autres
auteurs sur le pistachier de I’atlas, on remarque que les résultats obtenus dans cette étude

sont comparables avec (Benguechoua et al 2021).
7.4. Dosage des caroténoides totaux

La figure(12) représente la courbe d’étalonnage du f-caroténe. Cette courbe nous
a permis de calculer les teneurs des caroténoides dans les échantillons de pistacia
atlantica. Les quantités des caroténoides sont exprimées en milligrammes équivalent de

la B-carotene par gramme de lipides(mg E.p .C/g de lipides)
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de -carotene pour le test DPPH
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Les résultats de la quantification des caroténoides totaux sont regroupés dans le
tableau(2). Les valeurs des quantités des caroténoides s’échelonnent entre 4,82et 308,21
mg /g. On remarque que les feuilles, particulierement vertes, sont les organes les plus
riches en caroténoides, elles présentent une tres forte teneur en caroténoides (308,21
mg/g), probablement due a une forte activité photosynthétique. Les feuilles rouges (flr,
f2r) contiennent des quantités moins faibles en caroténoides (=32 mg/g) par rapport aux
feuilles vertes (environ 10 fois moins). Les fruits (FV, FR) sont nettement plus pauvres

en caroténoides par rapport aux feuilles et notamment les vertes.

A partir des résultats de dosage des principaux constituants des lipides, on peut
conclure que les fruits rouges de pistacia atlantica contiennent des quantités importantes
en tocophérols par rapport aux feuilles. Par contre pour les stérols et les caroténoides, les

feuilles ont dévoilés des quantités plus supérieures a celles des fruits.

Toutefois, si compare nos résultats par rapport a autres études réalisées par d’autres
auteurs sur le pistachier de I’atlas, on remarque que les résultats obtenus dans cette études

sont supérieur ade (Benguechoua et al 2021)

Les teneurs en tocophérols, sterols et caroténoides calculées par la formule suivante

m (mg/g lipide)="C2 x d x V(1) X ﬁm X 1000

A(moy) : absorbance moyenne
K : la pente de la courbe d’étalonnage

d : facteur de dilution
V(I) : volume de dilution

m (g) : la masse de I’échantillon
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7.5. Evaluation de I'activité antiradicalaire

L'évaluation de l'activité antiradicalaire a été déterminée par le test du radical libre
DPPH base sur la diminution de la couleur du radical en présence de I'extrait. A l'aide de
la courbe de I'étalonnage de l'alpha-tocophérol figure (13), nous avons évalué l'activité
antiradicalaire des extraits lipidiques des feuilles et fruits. La capacité anti radicalaire est
exprimée par VEEAC (ug/g lipide), qui est définie comme la concentration en g/l d'une
solution de la vitamine E ayant la méme capacité antioxydante d'une solution de

concentration de 1g/l de I'extrait.

90
30 y =4857.1x

2 _
70 R“=10.9997

o 60
250
g 40
= 30

20

10

0 0.005 0.01 0.015 0.02
Cle/M

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de la vitamine E pour le test DPPH

Les valeurs de VEEAC pg/g lipides sont données dans le tableau (2) elles
s'échelonnent entre 4,94 et 44,31 pg/g. Il faut noter ici que plus la valeur de VEEAC est
grande plus l'activité anti radicalaire est importante. Basant sur cette deéfinition, on
remarque que la plus grande valeur de VEEAC est enregistrée chez I'échantillon flr, et
que la plus petite valeur est enregistrée chez I'échantillon fv .Concernant les fruits, on
remarque que I'‘échantillon FV a enregistré une valeur de 38,95ug/g qui n'est trop
éloignée de celle de I'échantillon fir, I'échantillon FR a enregistré une valeur de 27,12
pa/g plus petite que celle de I'échantillon FV. A partir des valeurs de VEEAC, on peut
classer le pouvoir antiradicalaire des extraits lipidiques des feuilles et des fruits de

pistacia atlatica par ordre décroissant selon I'échelle suivante: flr> FV> FR> f2r>fv.
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I connut que les composés responsables a l'activité antioxydante dans les extraits
lipidiques sont les tocophérols. En se basant sur cette hypothése, on peut dire que plus la
quantité des tocophérols est grande plus l'activité antioxydante est importante. Pour
vérifier cette hypothese, nous avons essayé de trouver une corrélation entre la teneur en
tocophérols totaux et l'activité antioxydante. Malheureusement, une corrélation trés faible

a été trouvée entre l'activité antioxydant et la quantité en tocophérols totaux.

Si on classe les échantillons lipidiques étudiés selon leur pouvoir antioxydant
décroissant, on dresse le classement suivant: FR>fv> FV >flr> f2r. Ce classement est
tout a fait différent que celui obtenu par les valeurs expérimentales, cela montre que
I'activité antioxydante ne dépend pas que de la quantité en tocophérols totaux, elle
dépend de la structure des composes tocophéroliques individuels a, B, v, & —tocophérols

(relation structure-activité).

Une analyse chromatographique liquide a haute performance CLHP est nécessaire
pour identifier les tocophérols individuels contenus dans les extraits lipidiques étudiés et

par conséquent on peut corréler I'activité antioxydante avec les tocophérols individuels.
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8. Les extraits phénoliques
Dans le but de confirmer la présence des composeés a structures phénoliques dans

les extraits des tourteaux des feuilles et des fruits de pistacia atlantica obtenus a I’aide
des solvants (tels que le méthanol, acétone et eau), une analyse spectroscopique dans
I’ultraviolet a été réalisée. Les spectres UV ont été enregistrés dans la gamme de
longueurs d’onde de 200 a 400 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-Visible. Cette
région de l'espace spectral est caractéristique de l'absorption des molécules organique
insaturés, tels les composes phénoliques.

Le tableau (3) englobe les valeurs des longueurs d'onde maximale A max
d'absorption de chaque extrait.

Tableau 3 : les longueurs d’onde maximales d’absorption (A max.)

Acétone | Méthanol | Eau
Extrait Ao (nM) LA (nm) | A (nm)
fir 274,5 275,50 271
f2r 275 275,5 268
fv 274,5 276,5 268,5
FVv 254 268,5 264,5
349 349
FR 268 272 269
349 351
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Tous les extraits absorbent dans I'UV entre 200 et 400 nm. Les extraits des feuilles
que soient méthanolique, acétonique ou aqueux montrent une seule bande d’absorption
maximale dans la région 264-276 nm, typique des composés phénoliques (phénols
simple ou tanins). Les extraits organiques des fruits montrent deux bandes d'absorption la
premiére dans l'intervalle 254-272nm, la deuxiéme est entre 349 et 351nm, ces deux
bandes sont caractéristiques des composes phénoliques de structures flavonodiques, ce
qui indique que les fruits rouges et vert de pistacia atlantica contiennent des quantités
importantes de flavonoides.

8.1. Rendement de IPextraction

Les tourteaux délipidés ont servi a 1’extraction des composés phénoliques par les
trois systémes preécités. Les rendements des différents extraits sont definis comme étant
les rapports de la quantité de substances végétales extraites (résidu sec extrait) sur la

quantité de matiére végeétale utilisée (5 g) pour tous les échantillons tableau (4)
Rendement (% = (masse de résidu sec extrait (g)/5) X 100

Tableau 4 : Le rendement d’extraction des composés phénoliques

Echantillo Acétone Méthanol eau
n
Masse de | Rendeme | Masse de Rendement Masse de Rendeme
résidu sec nt (%) résidu sec (%) résidu sec nt (%)
extrait (g) extrait (g) extrait (g)
fir 0,39 7.8 2,26 45,2 1,447 28,94
for 0,38 7,6 2,48 49.6 1,57 31,4
fv 0,27 5,4 1,64 32,8 1,54 30,8
FV 0,29 5,8 0,88 17,6 1,15 23
FR 0,06 1,2 1,3 26 15 30
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Apres extraction des composes phénoliques a l'aide des trois solvants (acétone,
méthanol et eau), les rendements ont été comparés pour les échantillons de feuilles et de
fruits de Pistacia atlantica tableau(4). Les rendements dépendaient du solvant utilisé

ainsi que du type et du stade de maturité du matériel végétal.

En géneéral, le méthanol s'est avéré étre le meilleur solvant pour l'extraction des
composeés phénoliques, avec des rendements significativement plus élevés que l'acétone
et lI'eau. La polarité intermédiaire du méthanol signifie qu'une trés large gamme de

composés phénoliques peut étre extraite.

En comparant le rendement avec les échantillons, les feuilles rouges (f1r et f2r) ont
donneé le meilleur rendement en méthanol, respectivement 45,2 % et 48 %, ce qui indique
une forte proportion de composes phénoliques solubles dans le méthanol. Le rendement
aqueux de flr était également relativement élevé (28,94 %), ce qui indique une bonne

extraction des composés solubles dans I'eau.

Evidemment, le rendement en méthanol des feuilles vertes (fv) était inférieur a
celui des feuilles rouges (32 %), mais supeérieur au rendement obtenu avec l'acétone (5,4
%) et I'eau (30,8 %). Par contre, le rendement du méthanol (17,6 %) et de I'acétone (5,8 )
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%) est inférieur a celui des fruits verts (FV), avec une extraction moyenne a l'eau
(23 %).Le rendement en méthanol des fruits rouges (FV) était de 26 %, légerement
supérieur a celui des fruits verts (FV), avec le rendement en eau le plus élevé (30 %) de
tous les échantillons. Les rendements en phénols montrent les tendances suivantes :

Solvants : Méthanol > Eau > Acétone.
Echantillons de méthanol : f2r>flr>fv> FR > FV.
Echantillons d'acétone : flr>f2r> FV >fv> FR.
Echantillons d'eau : f2r >fv> FR > flr >FV.

8.2. Dosage des phénols totaux

1.2
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R? = 0,9923

1

o
]

<
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Figure 13 : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique pour le test DPPH
Aprés avoir extrait les composés phénoliques totaux, nous avons obtenu des extraits
de feuilles et de fruits de Pistacia atlantica en utilisant trois solvants différents: I'acétone,
le méthanol et I'eau. A partir de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique figure (15),
nous avons calculé les quantités des phénols totaux en milligramme en équivalent de
I’acide gallique par gramme des tourteaux (EAG mg/g). Les résultats obtenus sont
mentionnés dans le tableau (5). La quantité en phénols totaux dans tous les échantillons

varie de 0,14 a 5,32 milligrammes par gramme de matiere seche.
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Les résultats montrent que le méthanol est le meilleur solvant pour l'extraction des
phénols totaux, avec des concentrations nettement supérieures a celles obtenues avec
I'acétone et I'eau pour la majorité des échantillons. Parmi tous les extraits, les feuilles
rouges (f2r) dans I'extrait du méthanol contiennent le niveau le plus élevé de phénols
totaux (5,32 mg/g), suivies par les feuilles rouges (f1r) (4,1 mg/g). Les fruits verts avaient

la teneur la plus basse en phénols totaux ne dépassant pas la valeur 0,68 mg/g.

Pour les extraits de I'eau, nous remarquons que les teneurs en phénols totaux dans
les feuilles et les fruits rouges sont pratiqguement voisines de 2,39 jusqu'a 3,16 mg/g. Les
extraits des fruits verts ont montré un contenu en phénols totaux plus bas 0,97mg/g. Au
contraire et d’une fagon générale, les extraits de tous les échantillons de I'acétone avaient
le niveau le plus bas (0,14 mg/g) enregistre dans les extraits des fruits rouges, indiquant
I'extraction limitée des composes phénoliques avec ce solvant dans ce type de tissu

vegeétal.

Il est connu que les feuilles (rouges et vertes) ont tendance a étre plus riches en
composes phénoliques que les fruits. Cette tendance est particulierement évidente avec
I'utilisation de solvants organiques. En effet, bien que les fruits rouges atteignent une
concentration de 2,39 mg/g en utilisant de I'eau, celle-ci est inférieure a ce qui a été
observé avec les feuilles dans les mémes conditions (jusqu'a 3,16 mg/g pour les feuilles

rouges et 2,97 mg/g pour les feuilles vertes).

En ce qui concerne les feuilles, nous avons observé que les feuilles rouges (surtout
f2r) avaient tendance a contenir plus de phénols que les feuilles vertes, surtout dans les
extraits de méthanol. Ceci suggére une variation du métabolisme phénolique entre les
stades de maturité des feuilles ou entre les individus. Cependant, dans les extraits aqueux,
cette différence est moins prononcée, et les feuilles vertes (fv) ont une teneur similaire
aux feuilles rouges (flr et f2r), ce qui peut s'expliquer par la plus grande solubilité de

certains composés communs dans I'eau
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Teneurs de phénols totaux, flavonoides et tanins (mg/g)

Solvant flr f2r fv FV FR
Acétone | 1,53+0,07 | 0,93+0,05 | 1,41+0,03 | 0,9+0,04 | 0,14+0,03
Phénols totaux | Méthanol | 4,1+0,01 | 5,32+0,02 | 30,02 0,68+0,02 | 1,72+0,02
Eau 3,16+0,01 | 2,57+0,07 | 2,97+0,05 | 0,97+0,03 | 2,39+0,02
Acétone | 1,67+0,02 | 2,29+0,03 | 1,870+0,01 | 1,49+0,02 | 1,7+0,02
Flavonoides Méthanol | 3,77+0,12 | 5,29+0,04 | 3,41+0,01 | 0,71+0,01 | 0,54+0,01
Eau 2,36+0,01 | 1,34+0,02 | 1,62+0,01 | 1,01+0,02 | 1,59+0,01
Acétone | 0,43+0,03 | 0,43+0,04 | 0,25+0,02 | 0,56+0,02 | 0,19+0,02
Tanins Méthanol | 1,97+0,03 | 1,74+0,01 | 1,29+£0,05 | 0,3+0,08 | 0,22+0,02
Eau 0,29+0,03 | 0,25+0,06 | 0,24+0,02 | 2,04+0,07 | 2,29+0,10

Les teneurs en phénols totaux, flavonoides et tanins par la formule suivante :

m (mg/e lipide)= 45 x d x V(1) X

1
m{g)

— ¥ 1000

A (moy) : absorbance moyenne

d : facteur de dilution

K : la pente de la courbe d’étalonnage

m (g) : la masse de I’échantillon

V(I) : volume de dilution
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8.3. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe

d’étalonnage de la quercétine figure(16).

Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par

gramme de matiére végétale seche tableur(5)
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Figure 14 : La courbe d’étalonnage de la quercétine pour le test DPPH
A l'aide de trois solvants de polarité décroissante : acétone, méthanol et eau. Les
teneurs en flavonoides (exprimées en mg/g de matiére seche) varient avec I'échantillon
vegétal (feuilles rouges, feuilles vertes, fruits rouges et verts) et le solvant utilisé tableau
(5), de 0,54 a 5,29 mg/g. Le méthanol a permis le rendement le plus optimal de

flavonoides dans presque tous les échantillons, suivi par I'eau et lI'acétone.

Les feuilles rouges, en particulier f2r, ont démontré un taux presque du maximum
de flavonoides avec le méthanol (5,29 mg/g), soit une trés forte concentration de ces
molécules bien gu'elles soient au stade de maturité. Les feuilles rouges ont également une
trés grande richesse en flavonoides, ce qui est particulierement observé dans le méthanol

(3,41 mg/g) et l'acétone (1,87 mg/g), donnant ainsi la preuve de leur riche contenu en
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metabolites secondaires. Les flavonoides extraits des fruits rouges étaient quasi-
modeérés, sans exception d'une meilleure extraction en eau (1,59 mg/g) et acétone (1,7
mg/g) face au méthanol (0,54 mg/qg).

Les fruits verts présentent la plus basse teneur en flavonoides, en particulier dans le

meéthanol (0,71 mg/g), ce qui pourrait étre un indice de perte de flavonoides avec I'age.

Pour les extraits des feuilles, et en se basant sur les résultats trouves a partir des
spectres UV, nous avons enregistré l'absence de bandes d'absorption caractéristiques des
flavonoides, ce qui montre que les extraits des feuilles ne contiennent pas des
flavonoides. Les résultats de dosage des flavonoides par spectrophotométrie en utilisant
AICI3 comme agent complexant sont en contradiction avec I'étude spectrale des extraits
des feuilles. Cela pourrait étre explique par la formation des complexe avec le AICI; et
les fonctions hydroxyles OH non flavonoidique et par conséquent, nous pouvons conclure
que le dosage colorimétrique avec le AICI3 n'est pas spécifique et fiable pour les extraits
de pistacia atlantica.
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8.4. Dosage des tanins condenses

La figure (15) représente la courbe d’étalonnage de catéchine. Cette courbe nous a
permis de calculer les teneurs des tanins dans les échantillons de Pistacia atlantica. Les
quantités des tanins sont exprimées en milligrammes équivalent de la catéchine par

grammes de tourteaux (mg ECAT /g de tourteau

0.8
07 y = 0,325x "
06 R2=0,994

05

0.4

Absorbance a 500 nm

0 0.5 C tg/l) 1.5 2 2.5

Figure 15 : Courbe d‘étalonnage de catéchine pour le test DPPH

Les quantités des tanins dans nos extraits varient de 0,19 a 2,29 (mg/g). Le
méthanol s’est révélé étre le solvant le plus efficace pour les feuilles, notamment les
feuilles rouges (fir : 1,97 mg/g et f2r . 1,74 mg/g), indiquant une forte accumulation de
tanins a ce stade. Les feuilles vertes (fv) présentent une teneur intermédiaire en tanins
avec le méthanol (1,29 mg/g), mais de faibles niveaux avec 1’eau et I’acétone. A
I’inverse, 1’cau s’est avérée la plus performante pour I’extraction des tanins a partir des
fruits, donnant les teneurs les plus élevées dans les fruits rouges (FR : 2,29 mg/g) et verts
(FV : 2,04 mg/g), ce qui reflete une bonne hydrosolubilité des tanins a ces stades de
maturation. L’acétone, en général, a donné les rendements les plus faibles, a I’exception

de FV (0,56 mg/g). Le classement global par solvant optimal montre que 1’eau est la
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meilleure pour les fruits (FR > FV > flr > f2r >fv), tandis que le méthanol est plus
adapté aux feuilles (fir > f2r >fv> FV > FR).

8.5. Evaluation de I’activité antioxydante:

L’évaluation de I’activité antioxydante de nos extraits 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.

A T’aide de la courbe d’étalonnage de la vitamine C Figure (16), nous avons évalué
I’activité antioxydante des différents extraits. La capacité antiradicalaire est exprimée par
VCEAC (ug/g de tourteaux) pour les phénols, définie comme la concentration en (g/l)
d’une solution de a vitamine C ayant la méme capacité antioxydante d’une solution de

1(g/l) de ’extrait étudie.
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage de la vitamine C pour le test DPPH
Les valeurs de VCEAC ug/g phénols sont données dans le tableau (6), elles
s'échelonnent entre 9,94 et 141,475 pg/g. Les résultats du test DPPH révélent que les
valeurs les plus élevées de VEEAC sont obtenues avec les extraits aqueux, notamment
pour les échantillons FR (141,475 ug/g), FV (130,592 ug/g) et fv (94,914 ug/g), ce qui
suggére une contribution importante de composés hydrosolubles, a I’activité antioxydante

globale. L’extrait aqueux de FR présente la valeur VEEAC la plus élevée, tandis que les
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extraits méthanolique et acétonique du méme échantillon montrent des valeurs bien
plus faibles (9,94 et 11,38 pg/g, respectivement), soulignant le réle crucial de I’eau
comme solvant d’extraction des composes antioxydants que renferme le pistacia
atlantica. Globalement, on observe la tendance suivante en termes d’activité

antiradicalaire : eau > méthanol > acétone.

Les extraits des feuilles et des fruits de la plante pistacia atlantica montrent des
différences significatives en composes phénolique et en activité antioxydante selon le
type d’organe et de solvant. En général, les extraits organiques de feuilles ont une teneur
plus élevée en composes phénoliques que les extraits des fruits comme il est indiqué dans
la littérature (Chelghoum?2021 ) et par conséquent, les feuilles ont un niveau plus élevé
d’antioxydants solubles dans les solvants organiques afin de contrer les stress
environnementaux (rayonnement UV, déshydratation...). Dans notre étude, les extraits
aqueux des fruits de pistacia atlantica et notamment les fruits verts ont montré une
capacité antiradicalaire tres importante que les feuilles, méme qu'ils contiennent une
quantité plus faible que les feuilles. Cela indique que la capacité antioxydante ne dépende
pas du contenu en phénols totaux mais des structures chimiques des composés

phénoliques.
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8.6. Activité antioxydante dans les combinaisons d'extraits

A T'heure actuelle, il n'existe aucune méthodologie standardisée permettant de
quantifier les interactions synergiques antioxydantes. En effet, de nombreux chercheur
sont utilise difféerentes méthodes, telles que l'indice de combinaison(Yakoubi et al.,
2021), la méthode de l'isobologramme (Sentkowska et Pyrzynska, 2018), et en
comparant simplement l'effet combinatoire et I'effet individuel a la méme dose (Gupta et
al., 2014). Dans la présente étude, nous avons utilisé l'indice de combinaison pour
analyser les effets synergiques possibles. L'indice de combinaison (CI) est un modéle
pratique congu pour analyser les interactions synergiques entre deux ou plusieurs
composants (Zhou et al., 2016) . Par ailleurs, De plus, comparer l'effet combinatoire a
I'effet individuel est une erreur courante dans I'analyse de la synergie, car dans ce cas, il
est impossible de distinguer entre un effet additif et un effet synergique (Zhou et al.,
2016).

Avant d'examiner les résultats, il convient de définir quelques termes importants:

- Effet synergique : si la combinaison de deux extraits (feuilles + fruits) déclenche

une activité biologique (antioxydante)supérieure a la somme des effets individuels de

Tableau 6 : Les activités antioxydants VCEAC des extraits phénoliques.

Les activités antioxydants VCEAC des extraits phénoliques

Analyse | Solvant flr f2r fv FV FR
Acétone | 31,106£0,04 | 43,729+0,03 | 54,676+0,06 | 75,428+0,02 | 11,38+0,02
DPPH | Méthanol | 50,227+0,01 | 118,615+0,04 | 138,445+0,07 | 18,822+0,01 | 9,94+0,05
Eau 93,022+0,04 | 37,319+0,04 | 94,914+0,02 | 130,692+0,03 | 141,475+0,01
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chacun des extraits utilises séparément. Une telle synergie peut étre due a

I'interaction complémentaire entre divers composes bioactifs présents dans chaque extrait.

- Effet additif : L’effet additif se produit lorsque la combinaison de deux extraits
végetaux produit une activité biologique qui est la somme des effets observés
individuellement pour chacun deux. Cela signifie que les extraits fonctionnent

indépendamment, sans s'influencer mutuellement de maniére positive ou négative.

- Effet antagoniste : L'effet est qualifié d'antagoniste lorsque Il'interaction entre deux
extraits végétaux réduit l'activité biologique globale par rapport aux effets qu'ils auraient
exercés seuls. L'effet est peut-étre d0 a des interactions chimiques négatives ou a une

interférence entre certains éléments des extraits.

Ces trois effets peuvent étre classes par la valeur du facteur nomme indexe de

concentration d'inhibiteur fractionnaire (ICIF) qui est calculée par la relation:
Avec :

e Synergie forte (0,1 <FICI <0,3).

e Synergie (0,3 <FICI <0,7).

e Synergie modérée (0,7 < FICI <0,85).

e Synergie légere (0,85 < FICI <0,9).

e Presque additif (0,9 < FICI <I1,1).

e Antagonisme léger (1,1< FICI <1,2).

e Antagonisme modéré (1,2 < FICI <1,45).
e Antagonisme (1,45< FICI <3,3).

8.7. Les mélangés des lipides

Les résultats de l'activité antioxydante des mélanges des extraits lipidiques des
feuilles et des fruits de pistacia atlantica sont regroupés dans le tableau (7) Différentes
interactions sont observees entre les extraits lipidiques. D'apres les résultats du tableau
.(7) on remarque que tous les mélanges qui sont constitués par les feuilles vertes (fv)
présentent des synergies. Une forte synergie est enregistrée dans les mélanges de feuilles
vertes avec les fruits verts et rouges, les valeurs de CI sont 0,34 et 0,29 dans les deux
mélanges fv+FV 30/70 et fv+FR 70/30 respectivement figure(17), de méme des synergies

sont aussi observées dans mélanges constitues par 50/50 de ces deux organes fv, FV et
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FR et 70/30 de feuilles rouges frl et feuilles vertes fv. Deux effets additifs sont
observés dans le cas des mélanges constitues par fir et fv 30/70 et fv et FV 70/30. Tous

les autres mélanges présentent des effets antagonismes.

Les effets synergiques résultant des combinaisons des feuilles vertes pourraient étre
commentés par le contenu important en tocophérols et caroténoides, composés connus
pour leurs activités antioxydantes. Une remarque qui attire I'attention, c'est que l'extrait
lipidique individuel de fv dévoile une faible activité antioxydante. Par contre, dans les
mélanges avec FV, FR et flr, ils montrent des effets synergiques. Cette constatation
pourrait étre expliquée par le fait que les extraits FV, Fr et flr individuels possédent de

fortes activités antioxydantes par rapport aux extraits fv.

Tableau 7 : valeurs de FICI des mélanges lipidiques

1/FICI
30/70 50/50 70/30
flr+fv 1,08 0,72 0,43
flr+FV 2,99 7,87 6,15
flr+FR 2,35 1,99 4,16
fv+FV 0,34 0,71 1,07
fv+FR 1,52 0,69 0,29
FR+FV 2,63 2,46 2,61
1.6
1.4 /.\

2 L\
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Figure 17 : La courbe de mélange (fv+FV) et (fv+FR
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8.8. Les mélanges phénoliques

Les résultats de l'activité antioxydante des mélanges des extraits phénoliques des
feuilles et des fruits de pistacia atlantica sont regroupés dans le tableau (8) Différentes
interactions sont observées entre ces extraits phénoliques. D'apres les résultats du
tableau(8) et les figure (18) (19) (20) on peut dire que tous les mélanges des extraits
organiques (méthanol et acétone) donnent des effets synergiques, ces mélanges
représentent 60% de I'ensemble de toutes les combinaisons étudiées. Par contre toutes les
combinaisons préparées par les extraits aqueux donnent des effets antagonismes environ

30% de I'ensemble des échantillons étudiés.

Les combinaisons préparees par les extraits organiques 30/70 présentent des fortes
synergies, la moitié des combinaisons 50/50 dévoilent des fortes synergies le reste des
combinaisons présentent des effets synergiques, par contre les melanges 70/30 donnent

des effets synergiques.

Les synergies enregistrées dans les mélanges des extraits organiques pourraient étre
dues aux contenus de des extraits individuels en composés phénoliques et par consequent

a leurs activités antioxydantes.

Les extraits individuels du méthanol montrent que les feuilles sont les plus actives
que les fruits et par conséquent la forte synergie des mélanges 30/70 résulte de la
contribution des composes phénoliques contenus dans les feuilles. Contrairement, dans le
cas de l'acétone, nous remarquons que I’extrait individuel des fruits verts est le plus actif
et par conséquent la forte synergie des mélanges 30/70 est due a la contribution des
composes phénoliques renfermes dans cet extrait qui  sont majoritairement des

flavonoides connus par leurs activités antioxydantes.

D’une fagon générale, les meilleures synergies ont été enregistrées dans les
mélanges constitues par les feuilles et les fruits et fruits entre eux. La majorité des
combinaisons préparés avec des extraits phénoliques des feuilles donnent des effets

antagonismes et additif
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Résultats et discussion

Tableau 8 : Les valeurs de FICI des mélanges phénoliques

(1/FICI)
30/70 50/50 70/30
Ac Méth eau Ac Méth eau Ac Méth eau
fir+fv 1,37 1,05 3,08 1,02 0,52 1,69 0,7 0,34 4,18
fir+FV 0,27 0,18 2,26 0,45 0,22 2,03 0,58 0,53 2,29
fir+FR 0,26 0,11 2,82 0,3 0,17 2,53 0,37 0,29 2,91
fv+FV 0,24 0,2 2,54 0,39 0,3 2,38 0,59 0,55 2,74
fv+FR 0,28 0,12 3,15 0,35 0,18 2,71 0,44 0,45 3,77
FR+FV 0,19 0,16 7,94 0,23 0,12 5,38 0,28 0,14 6,56
9
8
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Figure 18 : La courbe de mélange (FR+FV)
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Conclusion générale

L'objectif de ce travail était d'étudier I'existence d'interactions synergétiques entre
des extraits de pistacia atlantica sur les activités antioxydantes. Les extraits
impliquaient deux classes de métabolites différentes: les lipides et les composes
phénoliques. La méthodologie générale visait a fournir des formules d'extraits
combinatoires susceptibles de présenter des effets synergétiques.

Le contenu chimique des lipides des feuilles et fruits de pistacia atlantica
confirme la prédominance des tocophérols, les stérols et les caroténoides. Les taux les
plus élevés de composés phénoliques ont été observés chez les feuilles, par contre les
fruits de pistacia atlantica ont été riches en flavonoides. Les extraits phénoliques
individuels, ont montré des activités antioxydantes importantes. Dans cette étude,
l'activité antioxydante des extraits phénoliques n’était pas liée a leur teneur en composes
phénoliques/flavonoides., elle pourrait étre liée aux structures chimiques des composes
phénoliques individuels. Apres combinaison, les extraits combines ont montré des effets
variés et deux types d'interactions ont été détectés (synergetique et antagonisme). Les
combinaisons préparées par les extraits organiques (méthanol et acétone) ont montré des
effets synergétiques importantes quelque soient les proportions des extraits individuels.
Ces effets synergétiques pourraient s'expliquer par le mécanisme de régénération, selon
lequel I'antioxydant le plus faible regénére le plus fort.

Les combinaisons de tous les extraits aqueux ont montré des effets antagonismes,
malgré que leurs extraits individuels ont enregistré des taux importants en composes
phénoliques ainsi des activités antioxydantes certaines.

Etant donné que le pistacia atlantica est une plante abondante dont les extraits
sont peu colteux, les mélanges présentent plusieurs avantages, notamment l'augmentation
de la teneur composés bioactifs, ainsi l'activité antioxydante notamment dans les
mélanges d'extraits organiques.

De nombreuses recherches sont envisageables dans ce domaine. 1l est essentiel de
mener une étude sur l'analyse qualitative et quantitative des tocophérols individuels et

I'étude des composes phénoliques individuels par Chromatographie liquide a haute
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Conclusion générale

performance. Etudier les effets des mélanges constitues par les combinaisons des
extraits lipidiques et extraits phénoliques des deux organes. Chercher d'autres effets en
combinant trois extraits de pistacia atlantica. Approfondir I'étude sur les mélanges des
extraits aqueux et essayer d'expliquer I'effet antagonisme résultant de ces combinaisons
aqueuses. Refaire I'étude en préparant des mélanges a partir des poudres des de le départ,
ce qui est pratique par les utilisateurs dans la préparation des tisanes. Evaluer autres

activités biologiques antimicrobiennes.
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Annexe 1 : FICI des mélanges lipidiques et phénoliques des composés bioactifs

(1/FICI) de caroténoides

30/70 50/50 70/30
flr+fv 0,395 0,330 0,386
flr+FVv 0,247 0,266 0,278
flr+FR 0,415 0,385 0,490
Fv+FV 0,079 0,0761 1,008
fv +FR 0,174 0,181 0,292
FR+FV 0,758 0,823 0,534

(1/FICI) de tocophérols

30/70 50/50 70/30
flr+fv 0,246 0,242 0,293
flr+FV 0,644 0,799 0,781
flr+FR 0,785 0,664 0,631
Fv+FV 0,521 1,07 0,812
fv +FR 5,115 3,938 3,041
FR+FV 1,350 2,417 3,043

(1/FICI) de stérols

30/70 50/50 70/30
flr+fv 0,764 0,768 0,623
flr+FV 0,728 1,003 1,139
flr+FR 1,063 1,039 1,038
Fv+FV 0,683 0,684 23,507
fv +FR 0,869 0,991 1,292
FR+FV 1,608 1,185 1,348

(1/FICI) de DPPH

30/70 50/50 70/30
flr+fv 0,774 0,461 0,229
flr+FV 0,806 2,033 1,536
fir+FR 0,953 0,694 1,252
Fv+FV 0,786 0,468 0,773
fv +FR 1,017 0,462 0,218
FR+FV 0,895 0,937 1,108
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C(g/1) Phénol totaux

30/70 50/50 70/30
Acétone | Méthanol | eau Acétone | Méthanol | eau Acétone | Méthanol | eau
flr+fv 18.5 21,88 29,57 | 17,34 18,91 24,46 | 22,59 21,22 29,52
F1r+FV | 5.74 31,26 18,52 | 10,73 23,69 11,41 | 15,62 25,28 16,51
F1r+FR | 3.94 42,77 17,85 19,28 24,81 15,25 | 14,37 14,81 14,14
fv+FV 4,96 23,95 18,05 | 4,44 21,25 14,6 11,67 22,13 26,63
fv+FR 5,63 38,79 19,07 |5,36 26,97 18,71 | 12,46 13,63 22,25
FR+FV | 2,12 19,15 14,08 | 2,07 11,03 6,5 9,67 8,29 15,41
C(g/l) flavonoides
30/70 50/50 70/30
Acétone | Méthanol | eau Acétone | Méthanol | eau Acétone | Méthanol | eau
flr+fv 30,73 21,53 17,45 | 31,28 17,4 10,57 | 16,69 34,07 10,7
F1lr+FV | 39,42 27,65 17,91 | 29,21 22,89 13,78 | 21,93 26,28 11,72
F1r+FR | 25,51 21,64 13,59 | 31,37 32,17 11,22 | 30,37 29,87 11,45
fv+FV 34,52 25,68 17,03 | 28,39 23,09 11 35,27 28,77 12,39
fv+FR 30,46 21,54 12,7 23,08 18,63 12,51 | 32,46 25,81 10,84
FR+FV | 43,63 22,45 16,01 | 45,99 32,49 8,06 19,19 34,72 12,75
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C(g/l) tanins

30/70 50/50 70/30
Acétone | Méthanol | eau Acétone | Méthanol | eau Acétone | Méthanol | eau
flr+fv 3,07 2,96 4,13 8,31 3,87 2,15 7,6 4,72 2,12
Flr+FV | 3,12 2,34 12,88 | 11,5 5,92 7,73 6,75 3,86 5,1
F1r+FR | 2,99 3,40 13,18 |54 3,22 9,24 6,35 4,71 5,66
fv+FV | 2,19 1,88 13,52 | 4,93 2,66 9,01 5,19 1,58 6,13
fv+tFR | 2,37 2,79 13,25 | 3,53 4,31 9,82 4,62 9,25 6,89
FR+FV | 1,14 1,41 16,98 | 1,04 1,67 15,29 | 1,98 0,77 17,93
C(g/1) Dpph
30/70 50/50 70/30
Acétone | Méthanol | eau Acétone | Méthanol | eau Acétone | Méthanol | eau
fir+fv | 0,46 0,41 0,23 ]0,58 0,66 0,43 0,80 0,84 0,18
Flr+FV | 0,88 0,98 0,39 0,62 0,87 0,42 0,59 0,38 0,36
F1ir+FR | 0,90 0,93 0,33 0,92 0,70 0,35 0,92 0,50 0,29
fv+FV 1,01 1,02 0,33 0,75 0,85 0,33 0,65 0,63 0,27
fv+FR 0,87 0,91 0,28 0,85 0,79 0,30 0,88 0,47 0,20
FR+FV 0,99 0,75 0,12 0,83 0,89 0,18 0,67 0,69 0,15

51




Annexe 2 : liste des Produits et matériel utilisés

1,10-orthophénantroline, Chauffe-ballon

Acétate d’éthyle Rota-vapeur

Acétone Spectrophotometre UV-vis
acide acétique Balance électrique

Acide ascorbique Etuve

acide chlorhydrique Micropipette

Acide gallique Réfrigérateur

acide sulfurique Bain-marie

anhydride acetique
Carbonate de sodium
catechine
Chloroforme
Chlorure d’aluminium
cyclohexane

DPPH

Eau distillée

Ethanol

FeCI3

Folin- ciocalteu
hexane

Meéthanol

Quercétine

vanilline

a-tocophérol (vitamine E)
B-carotene,

B-sitostérol,
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Résumé :

Dans cette étude, nous avons examiné I'impact des mélanges d'extraits phénoliques et lipidiques de feuilles et de
fruits de pistacia atlantica sur leur composition en composeés bioactifs et leur activité antiradicalaire. Les lipides
ont éte résolus en utilisant la procédure Soxhlet, et les composés phénoliques ont été résolus en utilisant des
solvants polaires. Plusieurs paramétres ont été étudiés : les caroténoides, les tocophérols, les stérols, les
composes phénoliques totaux, les flavonoides et les tanins, ainsi que l'activité antioxydante par le test DPPH,
exprimée en équivalents de vitamines C et E. Les résultats ont montré que les fruits rouges étaient riches en
vitamines C et E, et qu'ils présentaient une forte teneur en vitamine C. Les résultats ont montré que les fruits
rouges étaient riches en tocophérols (152,52 mg/g lipide), et que les feuilles vertes contenaient des niveaux
élevés de caroténoides (308,21 mg/g lipide) et de stérols (181,62 mg/g lipide). Certains extraits se sont révélés
avoir une activité antioxydante appréciable. L'objectif principal de cette étude est de déterminer le degré de
capacité d'interaction synergique entre les composés lipidiques eux-mémes et entre les composés phénoliques
seuls des feuilles et des fruits. 1l s'agit d'une nouvelle approche basée sur la combinaison de deux organes d'une
méme plante plutdt que sur la combinaison de plusieurs plantes, ouvrant ainsi de nouveaux perspectifs dans
L’exploitation des ressources naturelles locales. Les résultats ont révélé une forte activité synergique au niveau

du mélange obtenu a partir de solvants organique.

Mots clés : pistacia atlantica, lipides, composés phénoliques, activité antioxydante, mélanges.
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Abstract:

In this study, we examined the impact of mixtures of phenolic and lipid extracts from the leaves and fruits
of Pistacia atlantica on their bioactive compound composition and antiradical activity. Lipids were extracted
using the Soxhlet procedure, and phenolic compounds were extracted using polar solvents. Several parameters
were studied: carotenoids, tocopherols, sterols, total phenolic compounds, flavonoids, and tannins, as well as
antioxidant activity using the DPPH test, expressed in vitamin C and E equivalents. The results showed that the
red fruits were rich in vitamins C and E and had a high vitamin C content. The results showed that red fruits
were rich in tocopherols (152.52 mg/g lipid), and that green leaves contained high levels of carotenoids (308.21
mg/g lipid) and sterols (181.62 mg/g lipid). Some extracts were found to have significant antioxidant activity.
The main objective of this study is to determine the degree of synergistic interaction between the lipid
compounds themselves and between the phenolic compounds alone in the leaves and fruits. This is a new
approach based on combining two organs from the same plant rather than combining several plants, thus
opening up new perspectives in the exploitation of local natural resources. The results revealed strong

synergistic activity in the mixture obtained from organic solvents.

Key words: pistacia atlantica, lipids, phenolic compounds, antioxidant activity, mixtures.
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