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Historiquement, les plantes ont ét¢ une source d’inspiration pour des nouveaux
composes médicamenteux, comme les médicaments dérivés des plantes ont apporté une
importante contribution a la sant¢ humaine. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) en 2008, plus de 80% de la population mondiale repose sur la médecine traditionnelle
pour leurs besoins de soins de santé primaires [1].

Presque toutes les cultures et les civilisations de I’ Antiquité a nos jours ont dépendu
entierement ou partiellement de la phytothérapie en raison de leur efficacité, I’accessibilité, la
disponibilité, la faible toxicité et d’acceptabilité [2].

Pendant millénaires, 1’utilisation des plantes médicinales fut le principal recours pour
guérir ’homme. Cette utilisation est généralement adaptée aux pathologies Iégeres, en visant
un traitement symptomatique.

Il y’a environ 500 000 plantes sur terre, 100 000 d’entre elles, environ, possédent des
propriétés médicinales contribuées a leur principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme.

On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie : elles présentent
en effet des avantages dont les médicaments conventionnels sont souvent dépourvus [3,4].

En effet, ’'usage de plantes médicinales peut apporter directement des réponses a
certains problémes de santé; mais avant de pouvoir recommander 1’usage de telle espéce pour
une maladie, il est nécessaire de valider 1’'usage traditionnel qui en est fait. En d’autres termes,
il convient d’évaluer scientifiquement I’activité pharmacologique de la plante médicinale
retenue, et apprécier si celle-ci confirme sa réputation. De plus, il est impératif de vérifier
¢galement 1’absence de toxicité des plantes employées. L’usage de plantes médicinales
locales, en réponse a des problemes de santé peut-étre percu comme une alternative aux
médicaments conventionnels.

Le Pistacia lentiscus est un arbrisseau appartenant a la famille des Ancardiaceae
(syn.Pistaciaceae). Du fruit comestible de cette espece est extraite une huile qui autrefois était
couramment utilisée pour 1’alimentation, 1’éclairage et elle entrait aussi dans la confection de
savon. L’Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Cette plante est parmi les
plantes médicinales qui constituent le couvert végétal, largement utilisée pour traiter les
troubles digestives, les ulcéres, les plais et les brulures,... etc. a constitué le sujet de plusieurs
études qui font déterminé leur compositions chimiques [5-8].Ainsi que les propriétés

biologiques [8-10].
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De nombreuses études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires
doués d’activités biologiques telles que les polyphénols, alcaloides, terpénes ...etc.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est
d’étudier les activités antioxydantes des différents extraits Organiques d’Pistacia lentiscus.
Malgré sa large utilisation, aucune étude toxicologique de quelle nature que ce soit n’a été
effectuée sur I’huile de lentisque. De méme, la chimie et la pharmacologie de I’huile
demeurent peu étudiées, alors que certaines d’entre elles ont étudié¢ les extraits organiques et
aqueux.

Le présent travail a pour objectif d’extraire les molécules bioactives, avec la
détermination de la concentration de certains groupes, comme il vise a tester les activités
biologiques des différents extraits organiques surtout I’activité antioxydante. Ces extraits des
feuilles de P. lentiscus, arbuste de la famille des Anacardiacées, commun a tous les pays du
bassin méditerranéen.

Ce mémoire est constitué de trois parties :

e Une premiére partie, consacrée a une revue bibliographique, est constituée
notamment d’une étude sur les plantes médicinales et une description
botanique du lentisque, de sa pharmacologie, étayée a la chimie, propriétés
thérapeutiques

e La deuxiéme partie décrit le matériel et méthodes utilisées dans le cadre de
cette étude

e Latroisieme partie contient les principaux résultats et leur discussion.

Une conclusion générale, avec les réféerences bibliographiques.
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I.1. Définition des plantes médicinales

Dans le code de la Santé publique, il n'existe pas de définition Iégale d'une plante
médicinale au sens juridique, mais en Algérie « une plante » est dite médicinale lorsqu'elle est
inscrite a la pharmacopée et que son usage est exclusivement médicinal. C’est-a-dire qu’elles
sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard des maladies humaines
ou animales [11].

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés
présents [12].

I.1. Etude des plantes médicinales

Au cours des derniéres décennies, les recherches scientifiques les plus modernes n’ont
fait que confirmer le bien fondé des vertus thérapeutiques de la plupart des plantes
médicinales utilisées de fagon empirique depuis des millénaires [13].

Ce savoir traditionnel ancestral transmis de génération en génération est devenu aujourd’hui
une mine d’informations extrémement précieuses pour tous les chercheurs de I’industrie
pharmaceutique [14].

Les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car 1’efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) decroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux

médicaments et leur résistent de plus en plus.

1.2. L’intérét de I’étude des plantes médicinales

La plus part des espéces végétales qui poussent dans le monde possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie : elles
présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus [15].

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les conditions des plantes sont utilisés
directement comme agents thérapeutiques ; mais aussi comme matiéres premiéres pour la

synthése de médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs.
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La tubocurarine, le relaxant musculaire le plus puissant, est dérivée du curare
(Chrondrodendron tomentosum), la morphine, I’analgésique le plus puissant, est tirée du
pavot a opium (Papaver somniferum) et la cocaine utilisés comme anesthésiants, est tirés du
coca (Erythroxylum coca) [14].

L’exploration des ressources naturelles, et notamment du monde végétal, est encore
capitale a I’heure actuelle. Elle est réalisée par :

e Etude chimio-taxonomique : qui consiste a rechercher des catégories de molécules dans
les plantes en fonction de leur appartenance botanique. Ainsi les apocynaceae, les
rutaceae, les rubiaceae renferment souvent des alcaloides et c’est parmi ces familles
que I’on recherche d’abord les alcaloides.

e Etude ethno-pharmacologique : qui consiste a recueillir des renseignements sur
I’utilisation des plantes auprés des populations vivant encore prés de la nature en
Amérique du Sud, dans les iles du pacifique, en Afrique ou dans le Sud-Est Asiatique.

e FEtude pharmacologique : est caractérisée par 1’observation du comportement des
plantes dans leur environnement naturel. Les interactions plantes-plantes (allélopathie),
plantes-microorganismes, plantes-insectes, plantes-animaux sont associées a des

signaux chimiques [14].

I1. Notions sur la plante étudiée

I1.1. Caractéristiques botaniques du Pistacia lentiscus

Le lentisque connu également comme €tant 1’arbre au mastic est une plante médicinale
soignant de nombreux problémes et troubles, on le retrouve principalement sous forme d’huile
essentielle pour traiter les affections pulmonaires. Le Pistacia lentiscus soigne la toux et la
bronchite, ainsi que la sinusite et aide dans I’emphyseéme, il agit aussi sur la circulation
sanguine.

Noms communs: Lentisque, arbre au mastic, pistachier lentisque, restincle.
Nom latin: Pistacia lentiscus.

De la famille: Famille des Anacardiacées (Anacadiaceae).

Nom anglais: Chios mastic tree, lentisc, Cyprus sumac, lentisk.

Nom allemand: Lentisk, mastixpistacie, mastixpistazie.

Nom espagnol: Charneca, lentischio.

Nom italien: Lentischio, sondro, stinco.
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Nom néerlandais: Mastiekboom.

Nom arabe: Drou, 5=l

Nom d’Afrique du nord: Drew ,Tidekt, Tidekst,(Berbére)
Régne: Plantae

Embranchement: Spermatophyta (Angiospermae)
Classe: Dicotylédones

Ordre: Sapindales

Synonymes:

Lentiscus massiliensis (Mill.) Fourr.
LentiscusvulgarisFourr.

Pistacia brevifolia Gand.

Pistacia chia Desf.

Pistacia gummifera Salisb.

Pistacianarbonensis Mill.

Terebinthuslentiscus (L.)Moench

Terebinthus vulgaris Fourr [16].

11.2. Classification systématique et description botanique

11.2.1. Classification taxonomique

Le P. lentiscus est une espéce appartenant a la famille des Anacardiaceae (syn.
Pistaciaceae). Les espéces les plus importantes dans le monde du genre Pistacia sont :
ePistacia atlantica
ePistacia chinensis
e Pistacia lentiscus L. — pistachier lentisque
ePistacia terebinthus L. — pistachier térébinthe
ePistacia vera L. — pistachier vrai (qui donne la pistache)
ePistacia integerrima
ePistacia palestina

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre espéces, en l'occurrence
Pistacia lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica [17].

Parmi les especes du genre Pistacia, le Pistacia lentiscus L. est un arbrisseau trés commun

dans notre pays [18, 19].
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Figure.l: Pistacia lentiscus [Anacardiaceae], arbuste commun des maquis et garigues en
Algérie.

11.2.2. Description botanique

Arbrisseau dioique thermophile de 1 a 3 metres, a odeur résineuse forte et a écorce
lisse et grise; les feuilles persistantes, composées, alternes pourvues d'un pétiole ailé,
paripennées a 4- 10 petites folioles elliptiques-obtuses, mucronulées, coriaces, luisantes en
dessus, mates et pales en dessous. L’arbre est de hauteur de 1 a 3 m, largeur jusqu'a 2 métres,
son origine est le pourtour méditerranéen, Afrique du nord et iles Canaries.

Les fleurs en grappes spiciformes denses, naissant 1 ou 2 a l'aisselle d'une feuille et
égalant au plus la longueur d'une foliole. Le fruit petit, subglobuleux, apicule, rouge, puis noir
a la maturité [15, 20, 21].

Arbuste de P. lentiscus Partie aérienne avec Fruit Fruit

Figure.2: Description botanique de P. lentiscus.
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Le pistachier lentisque est trés commun dans le bassin méditerranéen (Figure 3), il se
trouve a l'état sauvage, dans les maquis et les garrigues dans tout type de sols, bien qu’il
préfere les terrains siliceux. En Algérie, le lentisque se trouve sur le long du tell et dans les

zones forestieres [21].

Algérie

- Pistacia lentiscus L. \,\\

Figure.3: Aire de répartition de P.lentiscus L. autour du bassin Méditerranéen.

Une étude portant sur la variabilité naturelle de Pistacia lentiscus du bassin méditerranéen
utilisant une analyse par RAPD (random amplifie dpolymorphic DNA), combinée a des
examens chimiques et morphologiques, conclue a I’existence d’une grande variabilité

génotypique de cette espece [23].

11.3. Principaux constituants

La résine et les feuilles du lentisque referment les principes actifs, cela comprend une
huile grasse et des tanins, de l'acide mastique et de la masticine, des monoterpénes et

sesquiterpenes ainsi que des monoterphénols et sesquiterphénols.

I1.4. Principaux métabolites secondaires isolés de Pistacia lentiscus

La chimie de la plante est relativement peu étudiée. P. lentiscus est connue pour
contenir une huile essentielle et fixe [24], une huile grasse [25], des tanins condensés et
hydrolysables [26], des glycosides flavonoiques [27], des anthocyanes [28], une résine
«mastic de Chio » [29], et des tri terpénes [30].De la résine extraite du tronc et des tiges de
Pistacia lentiscus ont été isolé une huile essentielle, riche en mono terpenes en quantité
majoritaire, des monoterpénols et des sesquiterpénes en quantité moyenne, et des esters
terpéniques en quantité mineure [31,32]. Des feuilles de P. lentiscus ont été isolés des tanins

proanthocyanidiques et galliques, des glycosides flavonoides et des anthocyanes, et des
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dérivés a noyau gallique et qu’inique [28]. Des baies est extraite par expression une huile

végeétale dont la composition demeure peu étudiée.

I1.5. Propriétés biologiques et pharmacologiques

Les études expérimentales effectuées sur cette plante ont mis en évidence différents
activités biologiques et pharmacologiques. Une activité antiulcéreuses du Pistacia lentiscus a
été signalée par plusieurs auteurs [33], tels que I’effet antifongique [34], antibactérien [35],
antiulcéreux duodénal [33], et hepatoprotecteur [36],En médecine traditionnelle, on utilise la
résine de pistachier lentisque afin de combattre les ulceres d'estomac. Son efficacité contre la
bactérie Helicobacter pylori a en effet été confirmée. Cette méthode consiste a éliminer la
bactérie H. pylori par mastication de résine du pistachier lentisque, comme une gomme a
odeur prononcée. L’huile de lentisque est souvent utilisée en médecine comme astringent,
expectorant, et cicatrisant [22], Selon [31], et d’autres auteurs, les huiles essentielles de
lentisque sont utilisées pour leurs effets pharmacologiques entant que décongestionnant

veineux-lymphatique et antispasmodique [15, 20, 24, 31].

I11. Principes actifs

Le principe actif c’est une molécule contenu dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale et utilisé pour la fabrication des médicaments [37].
Cette molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'nomme ou
I'animale, elle est issue de plantes fraiches ou des séchées, nous pouvons citer comme des
parties utilisées: les racines, écorces, sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les
graines [38], Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent étre considérées
comme des substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux métabolites
primaires qu'ils sont les principales dans le développement et la croissance de la plante, les
métabolites secondaires participent a lI'adaptation de la plante avec I'environnement, ainsi a la
tolérance contre les chocs (lumiere UV, les insectes nocifs, variation de la température ...etc )
[39]. Ces composes sont des composés phénoliques, des terpenes et stéroides et des composés

azotés dont les alcaloides.
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I11.1. Différents groupes des principes actifs

I11.1.1. Composes phénoliques

Les polyphénols ou composés phénoliques forment une grande classe de produits
chimiques qui on trouve dans les plantes au niveau des tissus superficielles, ils sont des
composes photochimiques poly hydroxylés et comprenant au moins un noyau aromatique a 6
carbones. lls subdivisent en sous classe principales; les acides phénols, les flavonoides, les
lignines, les tanins... [39]. Comme ces molécules constituent la base des principes actifs que
I'on trouve chez les plantes, elles ont un réle principale a la vie de plante, a la défense contre
les pathogenes; principalement les moisissures et les bactéries phytopathogénes et la
protection contre les rayonnements UV; sachant que tous les composés phénoliques absorbent

les rayonnements solaires [39].

111.1.2. Différentes classes de composés phénoliques

Les composes phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques

trés variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol CgHsOH qui est un
monohydroxybenzéne.
Les composés phénoliques sont fort répandus dans le regne végétal ; on les rencontre dans les
racines, les feuilles, les fruits et 1’écorce. La couleur et I’ardme, ou 1’astringence des plantes
dépendent de la concentration et les transformations des phénols. Les composés phénoliques
représentent de 2 & 3 % de la matiére organique des plantes et dans certains cas jusqu’a 10%
et méme d’avantage. Tous les phénols, a de tres rares exceptions (exemple: la lignine) sont
des meétabolites énergétiques des échanges cellulaires et interviennent activement dans
différents processus: photosynthése, respiration croissance, aux maladies infectieuses. Dans la
nature, ces composés sont généralement dans un état lié sous forme d’esters ou plus
généralement d’hétérosides. Ils existent également sous forme de polymeéres naturels (tanins).

Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides. Le terme

« flavonoide », est utilisé pour la premiére fois par Seissman et Hinreiner [40].

111.1.2.1. Acides phénoliques

Les phénols ou les acides phénoliques sont des petites molécules constituées d'un

noyau benzénique et au moins d'un groupe hydroxyle, elles peuvent étre est érifiées,
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éthérifiées et liées a des sucres sous forme d'hétérosides, ces phénols sont solubles dans les
solvants polaires, leur biosynthése dérive de l'acide benzoique et de I'acide cinnamique [41].
Les phénols possedent des activités anti-inflammatoires, antiseptiques et analgésiques

(médicament d'aspirine dérivée de l'acide salicylique) [15].
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Figure.4: Structure de base des acides benzoique et cinnamique.

111.1.2.2. Flavonoides

Terme en latin; flavus= jaune. Ils peuvent étre considérés parmi les agents
responsables des couleurs de plante a coté des chlorophylles et caroténoides [41].

Les flavonoides ont des sous-groupes caractérisés a contenant deux ou plusieurs
cycles aromatiques existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides,
chacun portant une ou plusieurs groupes hydroxyles phénoliques et reliées par un pont

carboné.

111.1.2.3. Structure chimique et classification

Structuralement les flavonoides ont un squelette de base commun constitué de 15
atomes de carbone assemblés en trois cycles nommés A,C et B. selon la structure du cycle
intermédiaire (cycle C), les flavonoides se répartissent en plusieurs de molécules dont les plus
importantes sont les flavones, les flavonols,les flavanones, les dihydroflavonols, les flavan-3-
ols et les flavan-3,4-diols [42].
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Figure.5: Structure chimiques des flavonoides.

Leur biosynthése se fait a partir d’un précurseur commun, la 4,2’ ,4°,6’-tétrahydroxychalacon.

A T’état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de glycosides. Une ou
plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylés. La partie du flavonoide autre

que le sucre est appelée aglycone.

111.1.2.3. Distribution et localisation

Les flavonoides sont largement abondants dans les Iégumes feuilles (salade, choux,
épinards, etc), ainsi que dans les teguments externes des fruits. Présentes dans tous les organes
aériens, ils ont une teneur maximale dans les organes jeunes (feuilles et boutons floraux). Sur
le plan tissulaire, les flavonoides sont rencontrés plus précisément dans les vacuoles des

cellules ainsi que dans les chloroplastes [43].
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Récemment, de nombreux travaux ont montré que certains fruits et légumes sont tres riches en
flavonols, flavones et flavanones [44- 49].

Le monde animal est lui aussi concerné par les flavonoides. On trouve par exemple de la
chrysine, de la quercétine, et de la galangine dans propolis des abeilles. Ces insectes les
synthétisent a partir des sécretions de bourgeons de nombreux arbres comme le bouleau,

’aulne, le sapin et les modifient grace a leurs enzymes salivaires.

111.1.3. Flavonoides comme antioxydants

Les flavonoides (FI -OH) sont thermodynamiquement capables de réduire les radicaux

libre oxydant comme le super oxyde, le peroxyde, I’alkoxyle et 1’hydroxyle par transfert
d’hydrogéne [48].

Radicale instable

(_; OOR Radicale stable

L 5

Figure.6: Piégeage des radicaux libres par les flavonoides.

111.1.3.1. Propriétés biologique et pharmacologique des flavonoides

+ Effets Antiallergique : Ces effets sont attribués a I’influence des flavonoides sur la
production de I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles
que adénosine monophosphate cycligue (AMPc) et ATPase Ca2*-dépendante,
responsables de la libération de | ’histamine a partir des mastocytes et des
basophiles [49].

+ Effets Anti-inflammatoires: Sous I’action de la cyclo-oxygénase, I’acide

Arachidonique se métabolise respectivement en prostaglandines et leucotriénes
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induisant ainsi des phénomenes inflammatoires. Landolfi et son groupe ont montré
que certains flavonoides tels la quercétine et la myricétine, I’apigénine et la chrysine
que sont capables de modifier le métabolisme de 1’acide arachidonique dans les
plaquettes en inhibant ces enzymes [50].

Effets Anti-Ulcereux: Dans des expériences réalisées sur des rats, il a été démontré
que la quercétine et la naringénine jouent un rdle important dans la réduction de
I’ulcéré et la protection des cellules gastriques. Il a été suggéré que la quercétine
exerce son activité via un mécanisme complexe impliquant la production du mucus, le
piégeage de radicaux libres, et également I’inhibition de la production de leucotriénes
[49]. D’autre études ont permis d’établir une relation étroite entre les propriétés
antiulcéreuses de la quercétine, naringénine, rutine et kaempférol, et la production du
PAF (PlateletActivating Factor) qui est un agent ulcérogéne [51]. En effet, il s’est
avéré que la réduction des dommages gastro-intestinaux est due probablement a
I’inhibition du PAF par ces flavonoides.

Effets Anticancereux: Présente pratiqguement dans tous les types de thé en particulier
dans le thé vert, la catéchine a montré une activité anti-tumorale [52]. Une telle
activité est attribuée a la capacité de ce flavonoide d’inactiver activateur tissulaire du
plasminogéne (t-PA 5 tissue-type plasminogenactivator) en greffant a celui-ci la
laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un réle important durant
la mort cellulaire et en bloquant les sites récepteurs des hormones [53]. La croissance
cellulaire peut étre inhibée également par d’autres mécanismes, a savoir : la
stabilisation du collagéne, I’altération de 1’expression des genes, et la réduction des
radicaux libres [49], En effet, la catéchine augmente la résistance du collagene [55], et
inhibe 1’activité de la collagénase [56].

Autres Effets Biologiques: Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du
moins le réduire en inhibant I’enzyme aldose réductase [57]. Ong et Khoo ont reporté
que la myricétine posséde un effet hypoglycémiant chez des animaux diabétiques
[58,59]. Certains flavonoides peuvent entraver 1’athérosclérose et par conséquent
réduisent le risque des maladies cardiovasculaires [60]. Les effets antiviraux des

flavonoides ont été également démontrés [61].
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111.1.3.2. Tanins

Tanin est un terme provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d’animaux, On distingue deux catégories :

» Tanins condensés : polymeéres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de
carbone, non hydrolysable mais peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des
anthocyanidines.

» Tanins hydrolysables : Polymeres a base de glucose dont un radical hydroxyle forme
une liaison d'ester avec l'acide gallique [62].

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples et pour réparer les
tissus endommages par un eczéma ou une brdlure, elles rendent les selles plus liquides,

facilitant ainsi le transit intestinal [15].

111.1.3.2.1. Structure chimique

On distingue les tanins hydrolysables ou tannoides (Figure 7) qui sont des polymeres
de I’acide gallique et les tannins vrais non hydrolysables (condensés) (Figure 8), qui sont es
polymeres de certains flavanols, les catéchines ou catéchols et de proanthocyanidols.
L’astringence des fruits et des boissons provient souvent de 1’interaction des polyphénols
présents avec les protéines salivaires. Donc les tanins ont la propriété de coagular les
protéines du derme, d’ou leur utilisation dans le tannage des peaux, ils précipitent également
les protéines de la salive ce qui correspond a leur action astringente. Cette propriété rend les
tissus riches en tannins peu consommables par les herbivores. L’ importante quantité de tannin
rencontrée chez les plantes parasitées correspond a une réaction de défense.

La dispersion des tannins chez de nombreux fruits lors de leur maturation indique qu’ils

peuvent, comme de hombreux autres composés phénoliques, étre réutilisés par la plante [63].

14



Recherche bibliographique ‘ 2016

COOH COOH COOH COOH
OH~ —l ; ; *I : OH”~ —l ; ; *I :
OH OH
OH OH
OH OH
OH OH
Acide digallique Acide digallique

T
P

(SR

[

&)

Trimaire d'acide gallique

Figure.7 : Exemples de tannoides.

HO

OH

HOll- HO

HOWhe

HO : ©

i,

HO

Figure 8: Structure des tanins condensés.
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111.1.3.2.2. Activité biologique des tanins

La plupart des propriétés biologiques des tanins sont liés au pouvoir qu’ils ont de
former des complexes avec des macromolécules en particulier avec les protéines. Cette
propriété semble étre essenticlle dans leurs activités a ’encontre des virus. Ainsi, leur
association avec les protéines de surface des vrus ou des cellules hote serait a I’origine de la
diminution charge viral. De telles activités ont été trouvées a 1I’encontre de I’herpés [64], et en
particulier contre le HIV ou SIDA [65]. L’acide chébulagique extrait de terminaliachebula,
par exemple, utilise ce mode d’action contre le HIV. Egalement, il apparait que les tanins
agissent en inhibant des enzymes essentielles a la réplication du virus, comme |’acide
ellagique inhibiteur de la VHI transcriptase reverse’ ou ’acide chébulagique et la corilagine,
extraits de deux espéces de phyllantus, inhibiteurs de la ADN polymérase du virus Epsein-
Barr [66].

De facon plus générale, les tanins sont des inhibiteurs enzymatiques de 1’¢élastase, de
I’histidine décarboxylase et de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine [67].

L’acide chébulagique est réputé comme inhibiteur de la topoisomérase I et surtout II
de ’ADN humain. Ce dernier posséde également la propriété, qu’ont de nombreux autres
tanins ellagiques, d’étre cytotoxique a I’encontre de lignées cellulaires cancéreuses. Plus
récemment, des propriétés antiplasmodiales ont pu étre trouvées. L’extrait méthanolique
d’écorces de tristianopsiscalobuxus de Nouvelle Calédonie, contenant de nombreux tanins, a
donné des résultats prometteurs [68].

L’acide ellagique est I’'un des composés actifs. Plusieurs drogues a tanins existent mais
leurs applications restent restreintes. Elles sont utilisées par voie interne pour leur effet anti-
diarrhéique et par voie externe pour imperméabiliser les couches les plus externes de la peau
et des muqueuses, protégeant ainsi les couches sous-jacentes. Elles ont également un effet
vasoconstricteur sur les petits vaisseaux superficiels. En limitant la perte en fluides et en
empéchant les agressions exterieures, les tanins favorisent la régénération des tissus en cas de
blessure superficielle ou de brulure. Quelle que soit la voie d’administration, [’effet
antiseptique (antibactérien et antifongique) clairement démontré de ces molécules est
intéressant (diarrhées infectieuses, dermatose, ...) [67,69].

D’autres tanins sont aussi connus pour leurs propriétés antimicrobiennes. En effet,
I’acide chébulagique ou la corilagine extraits de terminaliacitrina (plante utilisée dans la

médecine traditionnelle Thailandaise) présentent de nombreuses activités a 1’encontre de
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souches pathogénes de 1’homme, comme Staphylococcus cayreus,Eshericha coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiellepneumoniae, Candida albicans ou encore Enterococcus
SPP [70].

Enfin, les potentialités des tanins dans 1’inhibition de la peroxydation des lipides ont
mis en évidence leurs propriétés de piégeurs de radicaux libres et d’inhibiteurs de la formation

de I’ton super oxyde (inhibiteurs de la xanthine oxydase).

V. Stress oxydant

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre
les prooxydants et les antioxydants [73] en faveur des premiers et impliquant la production
d'especes réactives de l'oxygene [74] La formation incontrélée d'especes réactives de
I'oxygene comme I'anion superoxyde (O;), le peroxyde dhydrogene (H,O) ou le radical
hydroxyle (OH') aura la conséquence souvent lourde pour I'organisme. La formation d'especes
réactives n'est pas toujours synonyme de toxicité. En effet, certaines sont des intermédiaires
de processus physiologiques normaux. Ce n’est que lorsque les systemes de défense sont
dépassés et ne suffisent plus a neutraliser la surproduction de ces especes que la toxicité
apparait.Un stress oxydative pourra étre induit lors de la surproduction d'especes réactives et
/ou par suite de l'inhibition des systéemes antioxydants qui peuvent étre inactives, soit
directement, soit par défaut de synthése. Parmi les especes réactives de lI'oxygene, le radical
hydroxyle, présenté comme le plus toxique malgré sa faible diffusion, peut attaquer tous les
types de constituants cellulaires et engendrer diverses altérations (dégradation protéique,
inactivation enzymatique, lipoperoxydation, adduits a L' ADN, etc.). Il résulte de la rupture
homolytique de la liaison O-O du peroxyde d'hydrogéne [74]. Il peut étre produit par les
réactions de Fenton et de Haber-Weiss (Figure 9) [74].

O, + Fe(lll) — O, + Fe(ll)
Fe(ll) + H,O, — Fe (I11) + OH + OH" (Fenton)
O, +H,0, —> OH + OH'" + O, (Haber-Weiss)

Figure.9 : Réaction de Fenton et de Haber-Weiss
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IV.1. Généralité sur I'oxydation et les antioxydants

L'oxydation est le phénomeéne qui fait rouiller les métaux, qui fait flétrir les Iégumes et
les fruits, rancir les graisses. Il modifie le godt et la couleur des aliments.

L'organisme subit également le phénomene d'oxydation, mais il est équipé pour lutter
contre ces altérations: un énorme systéme de défense est en permanence en place, avec des
systemes enzymatiques et/ou des systemes dégénératifs de complexe mettant en jeu par
exemple l'acide ascorbique (vitamine C) ou le glutathion. Mais ce systéeme de défense est
parfois débordé, surtout quand les agressions sont multipliées sous l'effet de la fumée du
tabac, de pollution, du soleil, d'un effort physique intense, etc.

e Soit dans des conditions de stress et alors I'oxydation augmente au point de ne pas
pouvoir étre régulée.
e -Soit dans des conditions de mouvais alimentation et alors des quantités d'antioxydants

apportés ne sont pas suffisant pour rétablir I'équilibre. C'est la ou il y a des dégats [75].

IVV.3. Définition des antioxydants

Les antioxydants sont définis par Halliwell comme «toute substance qui en faible
concentration par rapport au substrat susceptible d'étre oxydé prévient ou ralentit I'oxydation
de ce substrat» [76].

Les antioxydants piegent les radicaux libres en inhibant les réactions a l'intérieur des
cellules provoquées par les molécules de dioxygéne et de peroxyde, aussi appelées especes
oxygénées radicalaires (EOR) et especes azotées radicalaires [72].

Les antioxydants sont largement présents dans nos aliments, soit sous forme naturelle,

soit sous forme d'additifs utilisés dans l'industrie agroalimentaire [76].

IV.3.1. Principaux antioxydants

Il existe de tres nombreuses sources dantioxydants (tant ceux fabriqués par
I'organisme que ceux qui sont fournis par les aliments) et que ces derniers réagissent
constamment avec d'autres molécules et tissus, ce qui en change la forme. Il est difficile de
départager, par rapport a la quantité totale dantioxydants présents dans l'organisme, la
proportion dantioxydants attribuables a I'alimentation (antioxydants exogenes) et la

proportion attribuable a la synthése par I'organisme (antioxydants endogénes). Cela dit, on en
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sait beaucoup sur le réle et lI'importance relative des sources dantioxydants endogénes et
exogenes [72].

e Antioxydants Endogénes.

e Antioxydants Exogenes

e Alimentation.

IV.4. Classification des antioxydants

IV.4.1. Classification des antioxydants par rapport a leurs mécanismes
d’action

Il'y deux options pour retarder la réaction d'oxydation :
e Soit intercepter les radicaux libres responsables de la réaction en chaine.
e Soit éviter la décomposition des hydroperoxydes dans les radicaux libres.
Ces deux options fournissent la base de classification des antioxydants sous forme primaire

ousecondaire selon leur mécanisme d'action [75].

IV.4.1.1. Antioxydants primaires ou radicalaires ou vrais

Antioxydants primaires permettent I'interruption de la chaine auto catalytique :
AH+R — A +RH
A" :radical libre.
AH : molécule antioxydant [75].
La molécule AH est antioxydant si le radical formé A est plus stable. La stabilité du radical
A’ peut s'expliquer par sa conversion en composés non radicalaires [75].

Selon la réaction suivant :

A'T+A" - A-A

IVV.4.1.2. Antioxydants secondaires

Les antioxydants secondaires assurent I'inhibition de la production des radicaux libres.
Ce sont des substances décomposant les hydroperoxydes en alcool, comme thiols (glutathion,
acides aminés soufrés) ou les disulfures, des protecteurs vis-a-vis des UV, comme les
caroténes, des chélatants des métaux promoteurs d'oxydation type fer et cuivre, comme l'acide

citrique et les lécithines ou enfin de séquestrant d'oxygéene comme l'acide ascorbique [75].
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IV.4.2. Classification des antioxydants suivant la nature chimique dans les
aliments

Les antioxydants sont classés dans trois catégories différentes (naturelles, synthétiques
et synergiques) [77].

IV.4.2.1. Antioxydants naturels

Les antioxydants naturellement sont présents dans presque toutes les plantes, tous les
micro-organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Le groupe le plus
important d'antioxydants naturel comprend la vitamine E (tocophérol), les flavonoides et

autres composes végétaux [77].

IVV.4.2.2. Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont généralement préparés en laboratoire, et
principalement a partir de composants chimiques. Dans lindustrie alimentaire, l'ajout
d'antioxydants naturels dans les aliments est une technique complétement nouvelle. Depuis a
peu pres 1980, les antioxydants naturels sont apparus comme alternative aux antioxydants, ils
sont aujourd’hui généralement preférés par les consommateurs. Toutefois, le fait de trouver
communément une substance dans un aliment ne constitue pas une garantie de son absence
totale de toxicité. Les antioxydants synthétiques ont été testés quant a leurs effets
carcinogenes ou mutagénes, mais de nombreux constituants naturels des aliments n‘ont pas

encore éte testés [77].

IV.4.3. Antioxydants synergiques

Les antioxydants synergiques sont des substances qui ne sont guere actives en tant
gu'antioxydants, et dont les propriétés apparaissent surtout en présence des autres
antioxydants. Il en est ainsi des lécithines, des acides citrique et tartrique, des acides amines,
de certains flavonoides. Leurs propriétés peuvent s'expliquer par un effet chélatant de métaux
comme le fer ou le cuivre, dont on connait bien l'effet pro-oxydant a faible dose. Cependant,
ce n'est peut-étre pas la seule explication, car plusieurs de ces produits sont d'assez mauvais
chélatants. Certains produits ont un effet inhibiteur de la décomposition des hydroperoxydes,
et d'autres semblent régenérer des antioxydants, comme les tocophérols ou les dérives de

I'acide ascorbique a partir de leurs formes oxydées.

20



Recherche bibliographique | 2016

C'est sans doute a ce groupe des synergistes qu'il faut rattaché les lipoaminoacides étudiés par
Morelleet ces collaborateurs [78], qui trouveraient leurs applications spécifiques en
cosmétologie. Ce sont des sels d'acides aminés basiques comme la lysine et I'arginine avec
des acides gras. Ils sont commercialisés sous le nom de Lysofat®. Le glutathion a également

été proposé en formulation cosmétique [78].

V. Méthode d'étude d'activité des antioxydants des plantes médicinales

L'activité antioxydant ne doit pas étre conclue sur la base d'un seul modéle de test
antioxydant. Et en pratique, plusieurs essais in vitro procédures sont menés pour évaluer les
activités antioxydants avec les échantillons d'intérét. Un autre aspect est qu'antioxydant des
modeles de test varient dans les différents points de vue. Par conséquent, il est difficile pour
comparer une méthode entierement a autre. Dans une certaine mesure, la comparaison entre
différentes méthodes in vitro a été effectuée parBadarinath, Nuralamet ces collaborateurs [79].
Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de I'activité antioxydant, nommees
d'aprés le nom de la substance utilisee comme source de radicaux libres, par exemple: FRAP
(Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TEAC
(Trolox équivalent antioxidantcapacity) ou ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6-
sulphonate) et DPPH" (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) etc. Il est & indiquer que différentes
méthodes donnent des résultats assez différents et devraient étre appliquées préférentiellement

pour la comparaison de produits similaires [80].
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I.Matériels et méthodes

Notre travail de recherche a été réalisé au sein du laboratoire des sciences fondamentales de

I’université de Laghouat.

I.1.Matériel
1.2. Matériel végétal

Les feuilles de Pistacia lentiscus sont collectées et séché en 2010
1.3. Appareils et produits chimiques

Appareillage
e Balance de précision.
e Agitateur.
e Centrifugeuse.
e Rotavapor
e Spectrophotométre UV/visible
e Chauffe ballon.
e Hote chimique.
Réactifs et produits
e Méthanol (SIGMA-ALDRICH)
e Réactif de Folin-Ciocalteu (PROLABO)
e Vanilline.
e DPPH (SIGMA-ALDRICH)
e ABTS (SIGMA-ALDRICH)
e Chlorure d’aluminium (BIOCHEM)
e Hexacyanoferrate de potassium.
e Chlorure de fer (111) (RIEDEL-DE HAEN)
e Acétate d’éthyle (RIEDEL-DE HAEN)
e Acide trichloracétique TCA (FLUKA)
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I1. Méthodes d’analyses
11.1. Extraction

I1.1.1.Méthodes d’extraction des composes phénoliques

La méthode d’extraction Utilisés pour les composés phénoliques est celle
d’Amiot[82].
L’objectif de 1’étape de 1’extraction est de séparer les substances phénoliques de la poudre
solide et de les faire passer en solution. Elle est réalisée en trois étapes :
11.1.1.1 Extraction des composes phenoliques

L’échantillon déja séchée et finement broyée, 2g de la poudre ainsi obtenue est ensuite
macérée dans 100ml d’un mélange hydro-alcoolique (méthanol/eau) (70/30 : V/V) pendant 96
heures a température ambiante. L’extrait est filtré a 1‘aide d’un filtre milliporeux de 0.45 pm
chaque 24 heures, On évapore le méthanol et on récupere la phase aqueuse et on fait une
extraction par I’acétate d’éthyle, puis on récupere la phase organique et on I’évaporer a sec
T°=50°C puis on le solubilise au méthanol pour obtient I’extrait brut de I’acétate d’éthyle.

11.1.1.2. Dépigmentation

On évapore le méthanol sous pression réduite a 50°C. La phase aqueuse (I’eau) est

lavée plusieurs fois avec demi volume d’acétate d’éthyle jusqu’a I’épuisement des pigments.

11.1.1.3. Purification des composées phéenoliques

La phase aqueuse est on suit extraite une 2éme fois par 1’acétate d’éthyle et on obtient deux
phase, on fait une évaporation a sec a T°=50°C a la phase organique, le résidu aussi est repris
par un volume de 10ml de méthanol. Pour obtient un 2éme extrait brut de dichlorométhane,

et on le néglige la phase aqueuse.
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11.2. Analyse quantitative
11.2.1. Analyse quantitative des composés phenoliques

11.2.1.1. Dosage des composes phénoliques

Le dosage des polyphénols dans les différents extraits est réalisé par la méthode de
Folin-Ciocalteu [82,83].

-Principe

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungestique H;PW;,0,, et
acide phosphomolybdique H3;PMO0;,0,4, , il est réduit par les phénols en un mélange
d’oxydes bleus de Tungsténe Wg0,5 et de Molybdene MOg0,3, 5. Cette Coloration bleu dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu

donne un maximum d’absorption a 750 nm.

-Mode opératoire

A partir des solutions d’acide gallique on obtenue une courbe d’étalonnage standard a
différentes concentrations massique. Des solutions filles ainsi préparées. Par une micropipette,
100 pl d’extrait de dichlorométhane est introduite dans des tubes a essais, d’autre coté on met
10 pul d’acétate d’éthyle avec 990 ul méthanol dans des tubes a essais, on prend 100 pl de ce
solvant suivi par 990 pl de méthanol, suivi de 1’addition de 0.5ml (500 pl) du réactif de Folin-
Ciocalteu (10fois dilue dans 1’eau) dans chaque tubes et 2ml de carbonate de sodium
Na, CO; a 4% (m/v) ont été ajoute, aussi le blanc est représenté par 100 pl méthanol
additionné a 500 pl de Folin-Ciocalteu, par la suite ces solutions sont maintenus a 1’obscurité
pendant 30 minute a température ambiante. La lecture de 1’absorbance de chaque solution est
effectuée a une longueur d’onde de 750nm contre un blanc I’aide d’un spectrophotométre, ce

qui nous permet de tracer la courbe d’étalonnage.

11.2.1.2. Dosage des flavonoides

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux dans les extraits de P. lentiscus est

réalisée par la méthode de Bahorun et Brunton [83,84].

24



Matériel et méthodes | 2016

-Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer
et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux
atomes d’oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’¢lectrons, Dans cette

méthode, la quercétine a été utilisée comme étalon [83, 84].

-Mode opératoire

500 pl d’extrait dichlorométhane a analyser est ajoutés a 500 pl de méthanol, 1000l de AlCl;
1% (m/v) 1g AlCl; dans 100 ml méthanol.

J’ai ajouté 100 pl d’extrait d’acétate d’éthyle a 900 pl de méthanol, 100 pl de AlCl; 1% (m/v)
1g AlCl; dans 100ml méthanol.

Le blanc est représenté par 100 pl de méthanol additionné a 100 pl de AlCl;.

Les mélanges sont agités puis incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 15 min.
le blanc est réalisé par remplacement de I’extrait par du méthanol et I’absorbance est mesurée
a 430 nm en utilisant un spectrophotometre UV. Les résultats sont exprimés en mg équivalent

quercétine/g MS en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine.

11.2.1.3. Dosage des tanins condensés

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode de la vanilline en milieu acide

décrite par Ba et ses collaborateurs [85].
-Principe

Le réactif de vanilline a 4% (m/v) été préparé dans un mélange d’un volume de 100ml

méthanol et 4g de vanilline.

-Mode opératoire

100 pl de chaque extrait a analyser ont été ajoutés a 300 pl de réactif de vanilline et 150 pl
d’HCl . Le mélange a été agité puis incubé a 1’obscurité pendant 15 min. I’absorbance est
mesurée a 500 nm par un spectrophotométre UV contre un blanc constitué d’un mélange de

100 pl d’extrait et 300 pl méthanol et 150 ul HCI .
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Les résultats sont exprimés en mg équivalent catéchine/g MS en se référant a la courbe
d’étalonnage du catéchine.

I1.3-Analyse des extraits par chromatographie en phase liquide a haute
performance (CLHP) UV a barrette de diodes (DAD)

Les composés phénoliques P. lentiscus ont principalement ont séparés par CLHP-
DAD dans le laboratoire de Pharmacognosie de I'Université Catholique de Louvain. Les
phases stationnaires habituellement employées pour la séparation de composés phénoliques
sont les colonnes de silice greffées avec des chaines Cig. La séparation peut étre réalisée en
mode isocratique ou en mode gradient d‘élution, toutefois la vaste gamme de polarité de ces
molécules nécessitent souvent de travailler en gradient d‘élution pour éviter les co-élutions et
pour ¢éluer 1‘ensemble des composés. Les systemes de solvant sont alors composés d‘eau
(H20) et d‘un modificateur organique le méthanol (MeOH). La phase mobile est souvent
acidifiée par (CH3COOH) a un pH situé entre 2 et 4, afin d‘éviter 1‘ionisation des nombreux
groupes hydroxyles des composés phénoliques pendant 1‘analyse, ce qui améliore en méme

temps la résolution et la reproductibilité [86].

En se basant sur ces généralités, la méthode chromatographique a été optimisée a partir d‘un
extrait brut pour objectif de visualiser un maximum des molécules extraites a une longueur
d‘onde caractéristique des composés phénoliques: 254 nm. La méthode développée est un
gradient constitué d’H,0O ultra-pure et de MeOH tous les deux acidifiés a 1% d‘acide acétique
(CH3COOH) dont les proportions sont résumés dans (Tableau 1). La séparation a été réalisée
a 1 mL/min et a 25°C sur une colonneChromolithTM Performance RP-18e columns (100 mm

x4.6 mm I.D.) en injectant 10 pL d‘extrait.

Tableau.1:Conditions du gradient d‘analyse HPLC.

Time (min) Solvant A (H,O : 1% Solvant B (MeOH : 1%
CH3;COOH) CH3;COOH)
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I11-Evaluation de pouvoir antioxydant des extraits de P. lentiscus

La mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos extraits phénoliques, a été réalisée
par eux tests in vitro, un test chimique et 1’autre biologique. Dans le test chimique, on
s’intéresse a mesurer 1’activité de balayage d’un radical libre par les fractions antioxydant en

employant le 1,-diohenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH).

I11.1-Test du DPPH"

La réduction du radical libre DPPH' par un antioxydant peut étre suivie par

spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517nm
provoquée par la présence des extraits phénoliques.
Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque I’électron célibataire s’apparie. Cette
décoloration est représentative de la capacité des composés phénolique a piéger ces radicaux
libres indépendamment de toutes activités enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des
informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de différentes substances phénoliques de nos
extraits [87].

-Principe

La réduction du radicale libre DPPH™ par un antioxydant peut étre Suivie par
spectrométrie UV-Visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm provoquée
par les antioxydants [87]. En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. De couleur
violette se réduit a une couleur jaune.

Si nous représentons le radicale DPPH" par X et la molécule donneuse d’hydrogene par AH,
la réaction peut s’écrire de fagon suivante :

X+ AH - XH+ A
Certaines molécules peuvent donner deux atomes d’hydrogene, c’est le cas de 1’acide

ascorbique.

-Mode opératoire

On mélange 10 pl de chaque extrait phénoliques dilué dans 990 pl de méthanol Nous prenons
10pl a partir d’extrait de dichlorométhane mélanger avec le méthanol, avec 100 ul d’une
solution de DPPH" (250 uM) préparée aux le méthanol dans lés les mélanges réactionnels ont

été bien mélange et incubé a 1’obscurité pendant 30minutes a une température ambiante pour
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que la réaction s’accomplisse. L’absorbance été mesurée a une longueur d’onde de 517 nm
contre un blanc contient 100 pl méthanol et 100 pl DPPH.
Une courbe d’étalonnage a ¢été établie pour des différentes concentrations de 1’acide

ascorbique afin d’exprimer le pouvoir antioxydant de nos extrait.

111.2. Test réduction de fer

Le pouvoir réducteur de fer (Fe3*1) dans les extraits est déterminé selon la méthode

décrite par Oyaiz [88].

-Principe

L’analyse de hexacyanoferrate (III) est un test direct qu’on 1’emploi principalement
pour mesurer la possibilité et la puissance des antioxydants non enzymatique.

Cette méthode dépend de la réduction de fer (111) au fer (11) en présence des extraits ou
des composés purs et la formation d’un complexe d’hexacyanoferrate de couleur verte, qui est

détecté par spectrophotométrie en mesurant le changement de 1’absorbance 700nm.

-Mode opératoire

Dans tube a essai contenant 100 pl de la solution d’échantillon sont ajouté 250 pl de tampon
phosphate (0.2 mol/l PH= 6.6) puis 250 ul d’hexacyanoferrate de potassium 1% [’ensemble
est chauffé a 50% au bain marie pendant 20 minutes. Un volume de 250 pl d’acide trichlorure
acetique 10% est ensuite jouté et le mélange est centrifugé a 300 tours/min pendant 10
minutes. Enfin 250 pl de surnageant ont été mélangés avec 250 ul d’eau distillée et 50 pl de
chlorure ferrique 0.1% on remarque I’apparition d’une coloration bleu. Une courbe
d’étalonnage a été établie pour des différentes concentrations de 1’acide ascorbique afin

d’exprimer le pouvoir antioxydant de nos extraits.

111.3.Test ’ABTS

La méthode de radicale ABTS est 1’un des tests les plus utilisés pour la détermination

de la concentration des radicaux libre.
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-Principe

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 +e

Cette réaction est suivie par spectrophotométrie par la variation de spectre d’absorption [81].

L’ABTS absorbe a 734 nm et alors qu’il est réduit, il vire du vert foncé au vert clair. Ainsi, le

pouvoir antioxydant d’un échantillon sera proportionnel a la variation de la couleur du radical.

-Mode opératoire

Pour pouvoir générer le radical cationique ABTS* nous avons préparé deux solutions
différentes constituées ; d’une solution aqueuse d’ABTS 14 mM et une solution aqueuse de
persulfate de potassium K,S,05 4.9 mM. Le mélange des deux solutions présente une
coloration bleu-vert correspondant a la formation du radical cationique ABTS .

Ce mélange a été incubé a 1’obscurité pendant 16 a 24 heures la solution obtenu est
diluée avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance entre 0.680 et 0.780.

750 ul de chaque dilution de I’extrait, nous avons ajouté 750 pl de la solution bleu-vert
d’ABTS*, le mélange est ensuite incubé pendant 6 minute a I’abri de la lumiére. La mesure de
I’absorbance du milieu réactionnel est faite a 734 nm contre un blanc 100 pl (ABTS
+K,S,0g) outre de 10ml de méthanol, Une courbe d’étalonnage de calibration de Trolox,

Trolox qui a été exprimer on TEAC été établie pour chaque extraits.
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I. Extraction des composés phénolique

Les extraits phenoliques obtenus présentent généralement un aspect d’une poudre de

couleur verte pour les feuilles de P. lentiscus.

Tableau.2 : Aspect, couleur d’extraction des composés phénoliques du P .lentiscus.

Couleur

Feuille de P. lentiscus Poudre Verte

I.1.Teneur des composes phénoliques

La méthode d'extraction doit permettre I'extraction compléte des composés d'intérét et
doit éviter leur modification chimique. L'eau, les mélanges aqueux I'éthanol, et le méthanol
sont généralement utilisés pour I’extraction [89].

La solubilité des composés phénoliques (CP) est en fonction de leur degré de
polymérisation, 1’interaction avec les autres constituants et le type de solvant utilisé.
L’acétone a eté recommandée et frequemment employé pour l'extraction des composés
phénoliques [90]. Le hydro-acétonique (acétone/eau, v/v 70/30) est deux fois plus efficace
que I’acétone pure, pour 1’extraction des composés phénoliques [91].

La teneur en composés phénoliques a été estimée par la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu. C’est 1’'une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur
en polyphénols, des plantes médicinales et les nourritures [92].

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode de Folin-
Ciocalteu [94]. La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a été alors calculée a
partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique (Figure 10), et exprimée en milligrammes
par gramme de la matiere seche (MS) équivalent en acide gallique. Les résultats obtenus sont
présentés dans le Tableau 3.

Généralement, toutes les plantes de la famille des Anacardiaceae sont connues pour
leurs richesses en composes phéenoliques [95,96]. P. lentiscus étudiées par Benhammou et ses
collaborateurs [97], présente une teneur trés riche en composés phénoliques. Ceci est en

accordance avec nos résultats présentés dans le Tableau 3.
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Figure.10 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Nous rappelons que les quantités des composés phénoliques ont été déterminées dans les deux
fractions d’extraction obtenues a partir de 1’extrait hydro-méthanoique et en utilisant deux

solvants organiques a polarité croissante: dichlorométhane et acétate d’éthyle.

Tableau.3 : Teneur en composés phénoliques des extraits du P. lentiscus. (+ SD) standard de

déviation moyenne de six mesures.

Extrait Composés phénoliques
(mg GAE/g MS)
Dichlorométhane 0.621+0.24
Acétate d’éthyle 50.36%2.55

Les résultats du dosage révelent que la quantité des CP dans les extraits bruts est plus
importante en utilisant 1’acétate d’éthyle comme solvant d’extraction comparativement au
dichlorométhane. Les teneurs en composés phénoliques montrent que 1’extrait brut de
I’acétate d’éthyle contient 50.36 + 2.55 mg GAE/g MS et que I’extrait de dichlorométhane
présente une teneur tres faible de 0.62 mg GAE/g MS. Ce résultat (Tableau 3) peut étre

expliqué par la solubilité différentielle des différentes composées phénoliques ou les CP
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polaires sont solubles dans les solvants polaires et les CP apolaires sont solubles dans les
solvants apolaires.

De ce résultat, on peut en conclure que notre plante d'étude P. lentiscus contient beaucoup
plus de CP polaires qu'apolaires, ceci peut étre confirmé par des dosages ultérieurs. 1l ressort
de résultat obtenu du dosage spectral de nos composés phénoliques que les feuilles de P.
lentiscus renferment ces métabolites secondaire en quantité considérable. Cette richesse est
indiquée par khazaal et ses collaborateurs [109], qui stipulent quelques arbustes

méditerranéens sont généralement riches en composés phénoliques.

1.2. Teneur des flavonoides

La raison principale pour laquelle on a choisi cette classe de composés phénoliques,
réside dans le fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante,
avec plus de 5000 composes déja decrits [99]. Selon Elagoun et ses collaborateurs [100],
I’acétate d’éthyle est utilisé pour 1’extraction des flavonoides aglycones ou flavonoides mono
O glycosides et partiellement di-O-glycosides, tandis que le dichlorométhane est utilisé pour
I’extraction des flavonoides C-glycosides. La teneur en flavonoides déterminée par la
méthode du trichlorure d’Alumiunm (AICl3) pour chaque extrait a et exprimée en
milligrammes par gramme de la matiére séche (MS) équivalent en quercétine. Les résultats de

la courbe d’étalonnage de la quercétine sont représentés dans la Figure 11.
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Figure.11: Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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On remarque que les flavonoides de I’extrait du P. lentiscus est beaucoup plus polaires
qu'apolaires, ce qui explique le rendement élevées de l'extrait d’acétate d’éthyle (0.52+0.038
mg QE/mg MS) par rapport a I’extrait de dichlorométhane (0.16+£0.003 mg QE/mg MS), alors
que les flavonoides apolaires sont moins présents, 3 fois moins abondants que les flavonoides

polaires.

Tableau.4: Teneur et taux des flavonoides dans les feuilles de P. lentiscus. (+ SD) standard
de déviation moyenne de six mesures.

Extrait Teneur en flavonoides Taux des flavonoides %

(mg QE/g MS)

Dichlorométhane 0.16+0.003 25.76

Acétate d’éthyle 0.52+0.038 1.04

A partir de ces données, on peut déduire que les flavonoides représentent la fraction
minoritaire avec un taux de 1% par rapport aux composés phénolique dans I’extrait d’acétate
d’éthyle et un quart (25%) aux CP dans I’extrait dichlorométhane.

Et d’autre part on observe que I’extrait dichlorométhane du P. lentiscus est pauvre en
composés phénoliques et en flavonoides, tandis que I’extrait acétate d’éthyle est riche en
composés phénoliques et en flavonoides. Ceci en tenant compte, de la sélectivité de chaque
solvant utilisé pour le fractionnement on admet que le P. lentiscus est riche en aglycones.

Maisuthisakul et ses collaborateurs [94], ont constaté que la teneur totale des
flavonoides des extraits de 28 plantes, est liée a la teneur des composés phénoliques totaux.
Ceci concorde avec nos résultats (Tableau 3 et 4) qui peut étre traduit par le fait que la
quantité en flavonoides varie proportionnellement avec tout le contenu en composés

phénoliques d’un extrait a un autre et d’une fraction & une autre.

1.3.Teneur des tanins condensé

Dans la littérature, les tanins condensés peuvent étre également nommes
proanthocyanidines ou tanins catéchiques. Ces composes, qui correspondent a des polymeéres

de flavan-3-ols, peuvent étre répertoriés en différentes classes: les monomeres, les dimeres,
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les oligomeéres et les polymeéres. La quantité des tanins dans nos extraits a été déterminée a

partir de la courbe d’étalonnage de la catéchine prise comme tannins étalon (Figure 12).
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Figure.12: Courbe d’étalonnage de la catéchine.

La teneur en tanins condensés des deux extraits du P. lentiscus se révéle nettement plus élevé
que la teneur en flavonoides extraites par les mémes solvants. Cette teneur varie de 1.65 a
9.45 mg/g MS selon le solvant utilisé pour I’extraction. En revanche, si on parle de taux des
tanins condensé par apport aux teneurs en composés phénoliques, 1’extrait de 1’acétate

d’éthyle présent un taux de 3.28 % et 15.21 % pour I’extrait dichlorométhane.

Tableau.5 : Teneur et taux des tanins dans les feuilles de P .Lentiscus. (+ SD) standard de

déviation moyenne de six mesures.

Extrait Teneur en tanins mg CA/g MS Taux des tanins%
Dichlorométhane 9.45+0.08 15.21
Acétate d’éthyle 1.65+0.18 3.28

A partir de ces données, on peut déduire que 1’extraction de ces substances est plus efficace

avec le solvant apolaire qu’avec les solvants polaire. Sachant que les solvants
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éthéropétroliques dichlorométhaniques sont exempts de tanins condensés [101]. Les résultats
obtenus par Kamalaket ses collaborateurs [101], sont trés élevées par rapport a nos résultats,
cette différence trouve probablement son explication dans la différence du standard utilisé
pour le dosage des tanins condensés. Cette variabilité entre les teneurs en tanins condensés
peut étre due par l'effet de plusieurs facteurs tels que : la sensibilité des tanins a des plusieurs
voie de dégradation (I'oxydation, la lumiere...), le stade de maturité des feuilles, les conditions

culturales et plusieurs d'autres facteurs.

Il. Analyse qualitative par CLHP

Le méthanol utilisé pour I’extraction a un rdéle protecteur. Il peut empécher les
composés phénoliques d'étre oxydée par des enzymes, telles que des phénoloxydases. La
colonne utilisée pour séparer les composes phénoliques est exclusivement chromolith. Ce
systéme est une haute technique de résolution chromatographique largement répandue, pour la
séparation et la quantification simultanée des substances phénoliques [102]. Les
chromatogrammes de le CLHP des standards et des deux extraits sont représentés ci-dessous.

o - o4 10 20 30 <0 so
- Mrutes

Figure.13: Chromatogramme de CLHP du standard de I’acide chlorogénique enregistré a
254 nm.
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Figure.14: Chromatogramme de CLHP du standard de l'acide férulique enregistré a 254 nm.

Figure.15: Chromatogramme de CLHP du standard gallyocatéchine enregistré a 254 nm.

Figure.16: Chromatogramme de CLHP du standard épicatéchine enregistré a 254 nm.
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Figure.17: Chromatogramme de CLHP du standard hespéridine enregistré a 254 nm.

Figure.18: Chromatogramme de CLHP du standard myricétine enregistré a 254 nm
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Figure.19: Chromatogramme de CLHP de la fraction d’acétate d’éthyle du P. lentiscus

enregistré a 254 nm.

Figure.20: Chromatogramme d’HPLC de fraction dichlorométhane du P. lentiscus enregistré
a 254 nm.
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La comparaison des temps de rétention des standards avec ceux enregistrés dans les différents
chromatogrammes (Tableau 6), permet I'identification probable de certains flavonoides dans
nos extraits [103].

Tableau.6: Les standards des composés phénoliques injectés et leur temps de rétention.

Temps de rétention (min) Standard des composés
phénoliques
20.93 Acide chlorogénique
23.29 Epicatéchine
25.86 Gallyocatéchine
29.85 Acide ferulique
53.42 Myricétine
54.01 Hespeéridine

Les résultats montrent la présence de I’acide chlorogénique, épiatéchine, gallyocatéchine et
I’acide férulique dans I’extrait de 1’acétate d’éthyle. On constate 1’absence de ces composés

phénoliques dans 1’extrait dichlorométhane.

I11. I’étude de pouvoir antioxydant
I11. 1. Activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détermination de l'activité antioxydant,
nommees daprés le nom de la substance utilisée comme source de radicaux libres, par
exemple: FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen radical absorbance
capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-
benzothyazoline 6-sulphonate) et DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) etc. Il est a indiquer
que différentes méthodes donnent des résultats assez différents et devraient étre appliquées

préférentiellement pour la comparaison de produits similaires [80].

I11.1.2. Test chimique DPPH

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de I'absorbance a 517 nm provoquée
par les antioxydants [101]. En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH" (2.2
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Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine)

de couleur jaune [110].
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Figure.21: Principe du test de DPPH.

L’évolution de I’activité antiradicalaire de nos extraits a été déterminée a partir d’une courbe
d’étalonnage de I’acide ascorbique (Figure 21) exprimée en AAEAC (Ascorbic Acid
Equivalent Antioxidant) pour chague extrait.

Les valeurs d’AAEAC ont été déterminées pour tous les extraits aprés 30 min a partir de la
(Figure 22) qui représente la diminution de I’absorbance du radical en fonction de la

concentration de chaque extrait.
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.Figure.22: Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique.
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Puisque ’AAEAC représente la quantité en mg de 1’acide ascorbique donnant la méme
activité antioxydante de I’extrait étudié. Le Tableau 7 suivant résume le résultat obtenu de

deux fractions acétate éthyle et dichlorométhane.

Tableau.7: Les valeurs des extraits déterminées par le test DPPH. (x SD) standard de

déviation moyenne de six mesures.

Extrait DPPH (mg AAE/g MS)
Dichlorométhane 3.23+0.61
Acétate d’éthyle 431.62+6.410

Un premier diagnostic nous a permis de constater d’une part que 1’extrait de I’acétate d’éthyle
possédant une activité antiradicalaire 143 fois supérieure a celle de 1’extrait dichlorométhane.
Ce résultat peut étre expliqué par deux phénomenes a savoir :

L’extrait d’acétate d’éthyle et dichlorométhane ne renferment pas les mémes compositions
phénoliques en plus la polarité du solvant change la capacité de dissoudre un groupe choisi de
composé antioxydants, ce qui influe 1’évaluation de ’activité antiradicalaire.

L’extrait d’acétate d’éthyle est riche en antioxydant incluant des composés phénoliques de
classe de I’acide chlorogénique, épiatéchine, gallyocatéchine et 1’acide férulique qui auraient
un impact puissant en empéchement le radicale DPPH par rapport aux composés de la fraction
dichlorométhanoique qui contient d’autre structures phénolique qui moins antioxydant.

Les résultats de 1’activité antiradicalaire de nos extraits sont en accord avec ceux obtenus par
Yousfi et ces collaborateurs [96], Ces derniers ont constaté que 1’activité antiradicalaire
corréele avec leur teneur en CP. Généralement, les composés phénoliques avec un nombre
¢levé du groupements hydroxyles présentent 1’activité antioxydante la plus élevée [99], due a
leur pouvoir de donner plus d’atomes pour stabiliser les radicaux libres [98], ce qui peut
expliquer en partie la faible activité antioxydante du tyrosol qui ne possede qu’un seul
groupement hydroxyle (-OH) dans sa structure. Ainsi, I’effet antioxydant n’est pas seulement

dose-dépendant mais également structure dependant [104].
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I11.2. Test chimique d’hexacyanoferrate (I1I)

L'activité anti-oxydante des deux extraits a été évaluée en utilisant la méthode
K3FeCNg.Cette derniére est un essai simple, rapide et reproductible. Il est universel peut étre
appliqué aussi bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux
[105]. La présence des réductants dans les extraits provoque la réduction de fer Fe** complexe
ferricyanide & la forme ferreux. Par conséquent, Fe* peut étre évalué en mesurant et en
surveillant I'augmentation de la densité de la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel a
700 nm. En dautre terme, le systétme FeClz/K3Fe(CN)g confere a la méthode la sensibilité
pour la détermination « semi quantitative » des concentrations des composés phénoliques, qui
participent a la réaction Red/Ox [118], L’évaluation de I’activité réductrice de nos extraits a
été déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique (Figure 23) exprimee
AAEAC pour chaque extrait.
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Figure.23: Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique.

Les résultats relatifs a ce test sont consignes dans le (Tableau 8). D’aprés ces résultats, on
remarque que les valeurs d’AAEAC varient d’une fraction a une autre et que I’extrait de
I’acétate d’éthyle généralement les plus antioxydants par rapport a I’extrait de
dichlorométhane car la valeur d’AAEAC dans ’extrait de ’acétate d’éthyle est 2 fois
supérieure a celle de I’extrait de dichlorométhane (Tableau 8). Il faut noter que la plus
grande valeur d’AAEAC (I’extrait le plus antioxydant) est enregistrée dans la fraction de
I’acétate d’éthyle, qu’elle contienne une grande quantité en composes phénoliques et en

flavonoides par rapport au dichlorométhane (Tableau 8) Le pouvoir réducteur de 1’extrait de
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I’acétate d’éthyle est dii a la présence des composés phenoliques et flavonoidiques. Plusieurs
études ont montré que les groupements hydroxyles dans les composés phénoliques et
flavonoides sont responsables de leur pouvoir antioxydant [99,89] ont constaté que les extraits
du thé noir ayant une activité antioxydante trés élevee, ont également un contenu plus élevé

en composés phénoliques.

Tableau.8: Les valeurs des AAEAC des extraits acétate d’éthyle et dichlorométhane. (+ SD)

standard de déviation moyenne de six mesures.

Extrait Réduction de fer (mg AAE/g MS)
Dichlorométhane 47 81+2.10
Acétate d’éthyle 102.19+1.92

L'efficacité de I'antioxydant (AH) augmente si la force de la liaison A-H est faible et le radical
(A) résultant doit étre le plus stable possible, ce qui est le cas pour les composés phénoliques
I’acide chlorogénique, et I’acide férulique, se sont des meilleurs donneurs délectron ou
d'hydrogéne [106], En revanche I’activité réductrice de dichlorométhane relativement
moyenne.

La seul explication de ce résultat peut &tre interpreéte par I’existence de certain

composés flavonoidiques ou tanniques individuels responsables de cette activité.

I11. 3. Réduction du radical- cation ABTS ou détermination du TEAC

Le radical ABTS préformé est généré par l'oxydation de la molécule stable d'ABTS
avec le persulfate de potassium [107], La méthode d’ABTS présente une coloration bleue
turquoise lorsqu'il est piégé par des substances antioxydantes. La forme réduite confere a la
solution une coloration jaune, le virage vers cette coloration et I'intensité de la coloration de la
couleur de la forme libre en solution dépend de la nature, la concentration et la puissance de la
substance antiradicalaire [108]. L’évolution de I’activité antioxydante de nos extraits a été
déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage de Trolox (Figure 24) exprimée en TEAC

(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity ) pour chaque extrait.
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Figure.24 : Réduction de I’ABTS.

Les valeurs de TEAC ont été déterminées pour tous les extraits apres 6 min a partir de la
Figure 25 qui représente la diminution de 1’absorbance du radical en fonction de la

concentration de chaque extrait.
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Figure.25 : courbe d’étalonnage de calibration de Trolox.

Puisque le TEAC représente la quantité en mg de Trolox qui donnant la méme activité
antioxydante de I’extrait étudié. Le Tableau 9 suivant résume les résultats obtenu de deux

fractions d’acétate éthyle et dichlorométhane.
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Tableau.9: Les valeurs des TEAC déterminées par le test d’ABTS. (+ SD) standard de

déviation moyenne de six mesures.

Extrait ABTS (mg TE/g MS)
Dichlorométhane 0.39+0.0001
Acétate d’éthyle 0.31+0.019

Les résultats d’analyses du test d’ABTS des feuilles de P. lentiscus compris entre (0.39 et
0.31 mg TE /g MS). L’extraits du dichlorométhane dévoile un pouvoir d’oxydation presque
le méme (0.39 mg TE/g MS) par apport aux extrait de ’acétate d’éthyle (0.31 mg TE/g MS)
mais renferment des teneurs en composés phénoliques, flavonoidiques et tanniques different.
Al issus de ce résultat, on peut conclure que I’activité antioxydant pour piégeage le cation
radical de I’ABTS n’est pas liée directement au contenu en composés phénoliques mais la
nature des molécules individuelles présentes dans 1’extrait.
Egalement les résultats obtenus montrent clairement I’existence des composés phénoliques ne
differe pas thermodynamiquement. Par ailleurs un composé peut réduire le radical cation
ABTS s’il a une potentielle inferieure a celui-ci 0.68 V [107]. Ce lui que nous aide a conclure
que les feuilles du P. lentiscus ne contienne pas des composés a bas potentiels Red/Ox.
En revanche les TEAC obtenus de maniére générale beaucoup plus faible que lors du DPPH
et KsFe(CN)g. Ces valeurs confirment la plus grande sensibilité du test d’ABTS.

En effet, les paramétres qui peuvent agir sur les capacités antioxydantes des extraits
des trois tests sont le pH, la solubilité, la concentration, la structure, la taille et le potentiel
oxyde-réducteur, la présence de certain agent (Co-facteur) qui peuvent agir en synergie avec

les composés phénoliques.
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Les dernieres décennies sont parquées par l'intérét particulier porté a la mise en valeur
des plantes a I’intérét médicinale comme source de substances bioactives naturelles. De ce
fait, de nombreuses études s’intéressent, de plus en plus, aux effets antioxydants d’origine
naturelle. Dans ce contexte, nous avons évalué le pouvoir antioxydant des feuilles du P.
lentiscus, une plante tres utilisé dans la médecine traditionnelle.

L’extraction des composés phénoliques des feuilles de la plante a été effectuée par une
macération dans un mélange hydroalcoolique.

Les résultats obtenus dans 1’analyse qualitative a mis en évidence la présence des

polyphénols des flavonoides et des tanins dans les deux extraits.

Le dosage quantitatif des composés phénoliques, par le réactif de Folin-Ciocalteu a
révélé que P’extrait d’acétate d’éthyle s’est révélé le plus riche par rapport a I’extrait de
dichlorométhane. La teneur en composés phénoliques de la fraction de I’acétate d’éthyle qui
est de 50.23 mg GAE/g MS est trouvée 80 fois supérieure a celle de la fraction de
dichlorométhane.

Le dosage quantitatif des flavonoides par la méthode d’AlCl; a révélé que les
flavonoides de I’extraits du P. lentiscus est beaucoup plus polaires qu'apolaires, ce qui
explique le rendement élevées de 'extrait d’acétate d’éthyle (0.52+0.038 mg QE/mg MS) par
rapport a I’extrait de dichlorométhane (0.16£0.003 mg QE/mg MS).

De point de vu comparative les feuilles de Pistacia lentiscus sont plus riches en
aglycone, mono-O-glycoside par apport au C-glycoguoside

Le dosage quantitatif des tanins condensés par la méthode de Vanilline-HCI a révélé
que I’extrait de dichlorométhane est plus riche en tanins condensés est présente une valeur
moyenne de 1’ordre 9.45 mg CA/g MS. En revanche 1’extrait de ’acétate d’éthyle présente la
teneur la plus faible la valeur moyenne est de 1’ordre 1.65 mg CA/g MS.

L’analyse effectu¢e par CLHP montre que la fraction de I’acétate d’éthyle contient
deux classes de composés phénoliques ; composés phénoliques simples (acide chlorogénique

et acide férulique), et tanins condensé (Epicatéchine et Gallyocatéchine).

L’évaluation de I’activité antioxydante s’est portée sur I’application d’une analyse in vitro,
comprenant un balayage du radical stable du DPPH et le radicale ABTS ainsi 1’estimation du

pouvoir rédacteur comme une technique chimique.
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Les résultats du test au DPPH ont montré que les deux fractions testés montrent une activité
inhibitrice vis-a-vis le radicale DPPH. L’extrait de 1’acétate d’éthyle possédant une activité
antiradicalaire 143 fois supérieure a celle de 1’extrait dichlorométhane. Cette fraction contient
une grande quantitt en  composés phénoliques et flavonoidiques par rapport au
dichlorométhane, indiquant que la capacité antiradicalaire du P. lentiscus est due la
contribution de ces deux classes phénoliques.

En revanche, le test d’hexacyanoferrate montre clairement que I’extrait de 1’acétate d’éthyle
est 2 fois supérieur a celle de I’extrait de dichlorométhane. Ce qui conduit & conclure que
I’activité réductrice mesuré par le test KsFeCNg est dl a la teneur des composés phénoliques
et flavonoidiques.

Enfin 1’étude de I’activité antioxydante en utilisant le test ABTS montre que 1’extrait du
dichlorométhane dévoile un pouvoir d’oxydation presque le méme (0.39 mg TE/g MS) par
apport aux extrait de I’acétate d’éthyle (0.31 mg TE/g MS) suggerent que le piégeage du
cation radical de I’ABTS n’est pas liée directement au contenu en composés phénoliques mais
la nature des molécules individuelles présentes dans I’extrait. De méme on ne constate que les
résultats des activités antioxydantes enregistrés avec ABTS beaucoup plus faibles a ceux
enregistrés avec DPPH et K3FeCNg. Ces valeurs confirment la plus grande sensibilité du test
d’ABTS.

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un reservoir assez important de méetabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre
exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de :

e Faire une étude biochimique sur les fruits de P. lentiscus.

e Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre
aux différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments
synthétiques.

e Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués d’une
activité antioxydante.

e Ainsi une étude sur ’activité antimicrobienne et antibactérienne.
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Résumé
Pistacia lentiscus est un arbrisseau qui appartient a la famille d’Anacardiceae, est une plante médicinale largement
utilisée en médecine traditionnelle en Algérie. Cette espece connue sous le nom de "Draw", est tres répondue dans le
Nord Algérienne, les extraits ont été obtenus par macération en utilisant deux solvants, dichlorométhane et acétate
d’éthyle.
La teneur totale en composéspolyphénolique a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteau, la teneur
quantifié est de l’ordre 0.62-50.36 mg GAE/g MS dans les extraits dichlorométhane et acétate d’éthyle
respectivement. Les Flavonoides en été évalués en utilisant la méthode de AICI;, leurs teneur est de 0.16 et 0.52 mg
QE/g MS pour les extraits dichlorométhane et acétate d’éthyle respectivement. Les tanins sont estimés par la
vanilline, leur teneur est de 9.45 et 1.65 mg CA/g MS pour les extraits dichlorométhane et acétate d’éthyle
respectivement.
L’analyse effectuée par CLHP montre que les extraits du P. lentiscus contient deux classes de composés
phénoliques ; composés phénoliques simples, et tanins condensé.
L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant trois méthodes différentes : test ABTS, réduction de feret la
méthode de réduction de radical libre DPPH. Pour le DPPH test a été estimé avec un ordre varier entre 0.39 et
0.31mg AAE/g MS dans les extraits dichlorométhane et acétate d’éthyle respectivement, pour le KsFeCNg test a été
estimé a 0.47-102.19 mg AAE/g MS et pour le ABTS test a été estimé a 3.23-431.62 mg TE/g MS.

Mots clés: polyphénols, Pistacialentiscus, activité antioxydante, Anacardiaceae, DPPH, ABTS.

Abstract
Pistacialentiscus is a tree which belongs to the Anacardiceae family, it’s a medicinal plant largely used in Algerian
traditional medicine. This species known as “Draw” is very widespread in the North of Algeria. Organic extracts
were obtained by maceration with two solvents: dichloromethane and ethyl acetate. Total phenolic contents were
determined using Folin-Ciocalteu reagent, the level of phenolic compounds of P. lentiscus varied between 0.62 to
50.36 mg GAE/g dry leaf weight for the f the dichloromethane and ethyl acetate, respectively. The flavonoids
contents was determined using a method AICI;, the level of the flavonoid contents for the dichloromethane and ethyl
acetate was 0.16 and 0.52 mg QE/g MS respectively. The tannins are estimated by the vanillin, their content is
varied between 9.45 and 1.65 CA mg/g MS for the dichloromethane and ethyl acetate, respectively.
Analysis by HPLC shows that the extract of P. lentiscus contains two classes of phenolic compounds; simple
phenolics, and condensed tannins.
The antioxidant activity was evaluated using three different methods: ABTS test, iron reduction and free radical
DPPH reduction method. The antiradical activity of DPPH ranged from 3 to 431 mg AAC/g dry leaf weight for
dichloromethane and ethyl acetate, respectively. The reducing power capacity of P. lentiscus ranged from 0.47 to
102.19 mg AAE/g dry leaf weight for dichloromethane and ethyl acetate respectively, while values of ABTS ranged
from 3.23 to 431.62 mg TE/qg for dichloromethane and ethyl acetate, respectively.

Key words: polyphenols, Pistacia lentiscus, antioxidant activity, Anacardiaceae, DPPH, ABTS.



