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INTRODUCTION GENERAL

I ntroduction général

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utiliseé diverses ressources trouvées dans son
Environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies (Lee, 2004). La région
méditerranéenne abrite une diversité biologique de premiéere importance. La Plupart des
Especes de la flore spontanée sont remarquablement résistantes et bien adaptées a La
secheresse et ala salinité. En Afrique du Nord, Elles constituent une part tres importante des
ressources génétigues locales a valeurs pastorales, Fourragéres, Alimentaires, Aromatiques et
meédicinales (Amirouche, 2008).

La position geéographique particuliere de notre pays en région mediterranéenne et de
L’ impressionnant gradient bioclimatique Nord-Sud, A fait qu’une grande diversité de biotope
Occupée par une importante richesse floristique le caractérise. Comptant une panoplie
D’écosystemes, Dont certains représentent des paysages d’intérét mondial, L’Algérie est
Connue par sa diversité en ressources vegétales. Parmi lesquelles cet arbre spontané qui
Pousse sur tout le bassin méditerranéen : Porte le nom de pistachier de lentisque (Pistacia
lentiscus).

Pistacia lentiscus: est un arbrisseau appartenant a la famille des Anacardiaceae
(Gaussen et al., 1982), C’est une espéce médicinale qui se développe sur tout type de sol,
Dans L’Algérie subhumide et semi-aride. La vaste utilisation de cette plante de la
pharmacopée Arabe et européenne depuis les anciens temps en médecine traditionnelle
(soigner quelques Irritations de la peau, La chute de cheveux et certains malaises gastriques)
est justifiée par sa Richesse en composants chimiques ayant une odeur aromatique telle que
les huiles Essentielles, Les flavonoides, Les tanins... (Hamlat et Hassani, 2008).

L’objectif de notre étude est L’évaluation de I’effet de différents solvants a differentes
concentration et le ratio solvant/échantillon sur la teneur en flavonoides et I’activité
antioxydante des feuilles de Pistacia L .Ce mémoire est constitué de trois parties :

Une premiere partie, consacrée a une revue bibliographique, est constituée Notamment
d’une description botanique du lentisque.

la deuxiéme partie décrit le matériel et méthodes biologiques Utilisées dans le cadre

de cette étude, Latroisiéme partie contient les principaux résultats et leur discussion.

9
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I. GENERALITESSUR LESPLANTESAROMATIQUESET MEDICINALES:

Les vertus de la plus grande partie des plantes médicinales encore utilisées aujourd’hui
furent decouvertes des I’antiquité ou au moyen age. Nombre d’entre elles sont méme connues
depuis la préhistoire (Hmamouchi, 1999). C’est en Inde et surtout en Chine que les plantes
médicinales sont les plus utilisées, les plus étudiées et font méme I’objet d’une culture
réglementée (Bellakhdar, 1997). Lorsqu'on utilise la plante entiére plutét que ses principes
actifs isolés, ses différentes parties agissant ensemble sont plus efficaces qu'un dosage

équivaent du principe actif extrait de la plante utilisée par la médecine conventionnelle.

L’exemple de Convallaria majalis (Mamatas, 1984) illustre I'effet synergique des
produits naturels. En effet, il donne lieu a des usages inattendus grace a la combinaison
naturelle des principes actifs contenus dans la plante entiére.

|.1. Définitions::
1.1.1. Plantes médicinales:

Selon la pharmacopée francaise (1965), une plante médicinale est utilisée entiére ou
sous forme d’une partie de plante et qui posséde des propriétés médicamenteuses. Ces plantes
peuvent aussi avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques.
|.1.2. Plantes aromatiques:

Les plantes aromatiques sont définies comme étant des espéces ayant une odeur
agréable et non toxique. Elles appartiennent a la fois au domaine des plantes médicinales et
des matiéres premiéres industrielles d’origine végétale, et constituent des sources de
substances naturelles complexes, destinées a apporter des caractéres organoleptiques
particulier aux aliments (Anton et al, 2005).

1.2.Description botanique de I’espece Pistacia lentiscusL :

Pistacia lentiscus L. est un arbuste dioique thermophile de 1 & 3 metres (Ferrad;i,
2011). Qui pousse spontanément dans tout le tell. 1l a des tiges ramifiées et des feuilles
persistantes, composées, 4 a 5 paires de folioles entieres, et courtement pétiolées, des fleurs
rougeétres en grappes denses, et des fruits trés petits, de couleur rouge, non comestibles.

L’ensemble dégage une forte odeur résineuse (Farid, 1991).
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Figure 01: Arbuste de Pistacia lentiscus (Belfadel, 2009).

1.2.1. Morphologie de I’espéce Pistacia lentiscusL :

1.2.1.1. Appareil végétatif :

Pistacia lentiscus L. petit arbre ou arbuste, généralement de 1 a 3 m de haut,
Caractérise par :
Tiges : branches étalées, a écorce brun rougeétre, lisse puis écailleuse.
Feuilles : persistantes, pennées, formées de 6 a 12 paires de folioles ovales, coriaces, non
dentées; rachis fortement ailé, pas de foliole terminale ; vert sombre et brillantes au —dessus,

péaes en dessous (Annie et pierre, 2014).

1.2.1.2. Appareil reproducteur :

I nflorescence : est une grappe, spiciforme, dense et courte.

Fleurs: Fleurs (sur arbres séparés) unisexuées, apétales ; de 3mm de large environ, calice a
5 sépales chez les fleurs méles, a3 ou 4 chez les fleurs femelles ; fleurs femelles verdatres ;

fleurs méles a anthére rouge foncé. (Annie et pierre, 2014). Floraison : marsajuin

Ovaire: I’ovaire est supere (au- dessus des autres pieces florales) avec un style court a
stigmates
Fruits: drupes globuleuses, rouges puis noires, en grappes a I’aisselle des feuilles.
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Figure 02 : (a) fruit, (b) feuilles avec fruits (Belfadel, 2009).

1.3. Classification taxonomique:
Le genre Pistacia comporte 11 espéces d’arbres ou d’arbustes de la région
méditerranéenne.
Les especes les plus importantes sont : Pistacia atlantica, Pistacia chinensis, Pistacia
lentiscus,
Nom scientifique : Pistacia lentiscus
Noms communs : Tidikth (non Berbere)
Mastik (nom Latin)
Chois Mastic Tree (nom Englais)
Mastic Baum (nom Allemand)
Appellation local : Darou

D’aprés Quezel et santa (1963), I’espéce Pistacia lentiscus L ., est classée comme suit:
Tableau 01 : Taxonomie de Pistacia lentiscus L. (Quezel et Santa, 1963).

Taxonomie Espece

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotyl édones

Sous classe Apétale

Ordre Sapindales

Famille Anacardiacées
Genre Pistacia

Espece Pistacia lentiscus L.
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|.4. Répartition géographique dela plante:

Pistacia lentiscus est un arbrisseau dioique thermophile qui pousse, a I’état sauvage,
dans tout type de sols, subhumide et semi-aride en préférant les terrains siliceux pauvres en
potassium et en phosphore. On trouve couramment en sites arides Asie et région

méditerranéenne de I’Europe et d’Afrique (Bougherara, 2015).

Pistacia lentiscus est retrouvée dans tout le bassin méditerranéen (figure 03). En
France, contrairement au pistachier térébinthe, le pistachier lentisque ne quitte pas la zone
méditerranéenne et s’éloigne peu du littoral, sauf dans quelques vallons chauds (Bozorgi et al,
2013). Il est trés répandu en Corse, avec I’olivier sauvage, le myrte, la salsepareille (Polese,
2010), ainsi qu’au Maroc, la Turquie, I'lrak, I'lran et I'inde (Hamlat et Hassani, 2008 ;
Nahida et al, 2012).

En Algérie, il occupe I’étage thermo-méditerranéen, sa limite méridionale se situe aux
environs de Saida (Ait said, 2011). Il est dispersé tout au long du littoral et se développe dans
divers habitats le long d’un gradient climatique qui varie suivant le rayonnement solaire, la
température et la précipitation (M aamari-Habibatni, 2014).

® | Pistacialentiscus L

Figure 03: Répartition géographique de Pistacia lentiscus L (Al-Saghir, 2006).Modifier
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1.5.Utilisation de la plante Pistacia lentiscus L :
|.5.1. pharmacologiques:

Pistacia lentiscus est connue pour ses propriétés médicinales depuis I’antiquité. En
effet, les médecines traditionnelles pratiquées de part et d’autre des rives de la méditerranée,
attribuent au lentisque des vertus dans le traitement des ulceres, de I’hypertension, de la toux,

des maux de gorge, de I’eczéma, des calculs rénaux et de la jaunisse (Djerrou, 2011).

La partie aérienne est traditionnellement utilisée dans le traitement de I'hypertension
artérielle grace a ses propriétés diurétiques. Les feuilles sont pourvues d'activités anti-
inflammatoire, antibactérienne, antifongique, antipyrétique, astringente, hépato protective,
expectorante et stimulante. Elles sont également utilisées dans le traitement I’eczéma,
infections buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse, maux de téte, asthme et problémes
respiratoires (Villar et al, 1987;Magiatis et al, 1999; Janakat et Al-Meir, 2002; Kordali et
al, 2003; Paraschos et al., 2007).

L’huile du fruit de lentisque est souvent utilisée comme un remede d’application
externe locale sous forme d’onguent pour soigner les brilures ou les douleurs dorsales
(Bammou et al, 2015).En outre, cette huile peut partiellement aider dans la protection contre
I”intoxication au mercure comme dans le cas de la phosphatase alcaline, de I’aminotransféras
d’aspartate et de I’urée. Elle pourrait étre également considérée comme une source alimentaire
sure, en maintenant le taux de LDL-cholestérol dans sa gamme normale (Trablsi et al, 2012 ;
Dhifi et al, 2013).

Le mastic de Pistacia a été utilisé par les guérisseurs traditionnels pour e soulagement
des douleurs abdominales, des maux d’estomac, de la dyspepsie et de I’ulcére gastroduodénal.
Plusieurs études ont également signalé que I’huile essentielle des parties aériennes de P.
lentiscus possede des propriétés antifongiques et antibactériennes appréciables (Bammou et
al, 2015).

Larésine de lentisgue est peu employée aujourd’hui, mais elle serait efficace contre les
affections bronchiques et la toux et pour soigner la diarrhée. On I'a aussi appliqué sur les
ulceres et les furoncles (Iserin et al, 2001).Aussi le mastic se méache pour raffermir les

L
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gencives, entretenir les dents, parfumer I’haleine et est réputé contre les maux de dents
(Fournier, 1999).
1.5.2. Industrielle:

Arbre cultivé dans certaines régions pour sa résine ou mastic; les fruits peuvent étre
utilisés comme arome pour liqueurs et patisseries (Annie et perrier, 2014).

1.6.Toxicité de Pistacia lentiscus L :

Les données toxicologiques de la gomme mastic ont éé rapportées concernant la
toxicité aigué, irritation de la peau et la photo toxicité chez les animaux et les humains
(Belfadel, 2009).

1.7. Etude chimique de I’espece Pistacia lentiscusL :

Elle a fait I’objet de plusieurs éudes phytochimiques afin d’identifier ces principes
actifs. Ces études, consacrées essentiellement au mastic, ont montré la présence de
flavonoides, des huiles essentielles, ainsi que des triterpenoides. Cependant, on ne trouve que
peu d’études qui se sont intéressées aux composés chimiques des feuilles et des fruits
(Ferradji, 2011).

1.7.1. Huile essentielle :

Les huile essentielle de Pistacia lentiscus L., obtenue présente un aspect liquide et
limpide, elle est de couleur jaune, dégageant une odeur aromatique, trés puissante et
pénétrante (Arab et al, 2014).

|.7.2. Résine:

La résine présente cing constituants majeurs solubles dans I'éthanol : a -pinene (40%),
B -pinéne (1,5%), B -myrcéne (9%), le limonéne (1,0%), et B -caryophylléne (5%)
(Abdeldj€dlil, 2016).

1.7.3. Feuille:

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus L ., est caractérisée par la
présence de glycosides de flavonoles comme la quercétine, myricetine, lutéoline ainsi que
I’isoflavone genisteine. Elles contiennent 6 a 7% du gallotannins de faible poids moléculaire,
a savoir I’acide gallique et les dérivés d’acide quinique 5-O-, 3,5-O-di- et 3, 4,5-O-trigaloyl
(Ferradji, 2011).
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|.7.4. Fruits:

L’huile extraite des fruits, eux —-mémes comestibles, s’utilise en frictions adoucissantes
comme les autres huiles. Elle sert a la table, a I’éclairage et a la fabrication du savon
(Fournier, 1999).Les études phytochimiques montrent que les fruits de Pistacia lentiscus L .,
présentent une trés forte teneur en anthocyanes, leucoanthocyanes, tannins totaux, tannins
gdliques, flavonoides, glucosides et amidon. Avec une présence modérée des mucilages et
une absence totale des saponosides, des sénosides, des quinones libres, des coumarines, des
irridoides et des alcaloides (Arab et al, 2014).

Il. Huiles essentielles:
[1.1. Définition :

Les huiles essentielles sont par définition des métabolites secondaires produits par les
plantes comme moyen de défense contre les ravageurs phytophages. Ces extraits contiennent en
moyenne 20 a 60 composés qui sont pour la plupart des molécules peu complexes, soit des
monoterpénes avec leurs phénols reliés, et des terpenes plus complexes, dont les sesquiterpénes
(Chiasson et Beloin, 2007).

11.2. Localisation des huiles essentielles:

Les H.E n’existent quasiment, que dans les végétaux supérieurs. Elles se forment dans
un grand nombre de plantes comme produits du métabolisme secondaire (Sanon et al, 2002).
Elles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs, feuilles, écorces, bois, racines,
rhizomes, fruits ou graine (Brunetton, 1987).

11.3. ROle des huiles essentielles pour leregne végétal :

Les huiles essentielles jouent un rdle écologique dans les interactions végétales,
végétales-animales et pourraient méme constituer des supports de communication par des
transferts de messages biologiques sélectifs (Robert et al, 1993). En effet, elles contribuent a
I'équilibre des écosystemes, attirent les abeilles et des insectes responsables de la
pollinisation, protégent les végétaux contre les herbivores et les rongeurs, possédent des
propriétés antifongiques, antibactériennes, allopathiques dans les régions arides et peuvent
servir de solvants bioactifs des composés lipophiles (Kurt Torssell, 1983 ; Croteau, 1987).
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Des travaux ont montré que les monoterpenes et les sesquiterpénes peuvent jouer des
réles importants dans la relation des plantes avec leur environnement, par exemple, le 1,8-
cinéole et le camphre inhibent la germination des organes infectés ou la croissance des agents

pathogénes issus de ces organes (Holley, 1999 ; Nicholas, 1973).

I1.4. Métabolites secondaires:
Ensemble des voies métaboliques produisant des composés, généralement de faible
poids moléculaire, qui n’ont pas de fonction apparente et vitale pour I’organisme mais qui ont

un réle écologique, par exemple dans les mécanismes de :

Défense des plantes contre les prédateurs animaux ou les pathogenes;

Défense contre les mycétes, les bactéries et les virus;

Défense contre d'autres plantes concurrencant pour la lumiere, I'eau et les aliments,

Composés de signal pour attirer la pollinisation (M arouf et Reynaud, 2007).

11.4.1. Classification des métabolites secondaires :
Plus de 45 000 composés sont définis comme métabolites secondaires des plantes. Ces

derniers peuvent étre répartir dans trois groupes, selon leur structure chimique:

Les composes phénoliques ssmples et lavoie du shikimate ;
Les alcaloides;
les stéroides et |es térpenoides (Hopkins, 2003).

11.4.1.1. Les composés phénoliques::

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux, tout ces
composes possedent des groupements hydroxyles sur les noyaux aromatiques. Parmi ces
meétabolites on cite : les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins qui sont les classes
majeures des Polyphénols et sont groupés selon la présence des différents substituant sur les
noyaux et selon leur degré de saturation. Ils sont frequemment attachés aux molécules de
sucre pour augmenter leur solubilité dans I’eau (Bruneton, 2009).

Acides phénoliques

La plupart des acides-phénols derives de I’acide cinnamique (férulique) ont une
distribution tres large, mais les autres (comme I’acide 2- coumarique) sont peu fréquents. Ils
sont rarement rencontrés a I’état libre (Bruneton, 2009).

L esflavonoides

E
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Les flavonoides sont des pigments incolores ou colorés ce sont des composés poly
phénolique, Largement répandus dans |e regne végétale, avec plus de 4000 structures décrites
et dont la liste s’allonge constamment avec le developpement de nouvelle techniques
anaytiques (M arouf et Reynaud, 2007).
Les flavonoides des plantes vasculaires sont localisés dans divers organes : racines, tiges,
bois, feuilles, fleurs et fruits (Marfak, 2003; Medic-Sarié et al, 2003).1Is sont reconnus pour
leurs nombreuses activités biologiques, citons par exemple les activités antiviraes, anti-
inflammatoires et anticancéreuses (Hanasaki et al,1993).

Lestannins
Ces composes résultent généralement de la condensation des formes simples des flavonoides.
Sdlon la nature des constituants impliqués et le type de condensation, il est classique de
distinguer deux grands groupes de tannins différent alafois par leur réactivité chimique et par
leur composition : les tannins hydrolysables et les tannins condenses (Reed,
1995; K hanbabaee et Ree, 2001).

a) Lestanninshydrolysables
Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable de molécules
d’acides phénols, le sucre est généralement le glucose. Les tannins hydrolysables sont scindés
en deux groupes : les tannins galliques ou gallotannins qui donnent par hydrolyse des sucres
et uniquement de I’acide gallique, et les tannins éllagiques dont I’hydrolyse donne en plus des

sucres et de I’acide gallique, de I’acide éllagique (Richeter, 1993).

b) Lestanninscondensés
Les tanins condenses, polymeres d'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de
carbone, non hydrolysable mais peuvent étre oxydees par les acides forts libérant des

anthocyanidines (Hopkins, 2003).
c) Activité biologique et intérét phar macologiques destanins:
Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples et pour

réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une brdlure, elles rendent les selles plus

liquides, facilitant ainsl le transit intestinal (Iserin et al, 2001).

Les tanins ont des grandes capacités antioxydantes dues a leurs noyaux phénol. La

10,

consommation de plantes atanins pouvait affecter la biologie de certaines especes de parasites
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intestinaux en diminuant la production des ceufs. De nombreuses études ont montré I’effet
antimicrobien des tanins sur différentes bactéries, virus et champignons (Ferradji, 2011).
Alcaloides:

Nom geénérique de substances organiques azotées a propriétés basiques. Extraites de
nombreux végétaux, et de maniére spéciale de certaines familles ou de genres surtout chez les
dicotylédones (M arouf et Reynaud, 2007).

a) Classification desalcaloides:
-Les alcaloides vrais, existent a I’état de sel et ils sont biosynthétiquement formés a partir
d’un acide aminé (Bruneton, 2009).
-Pseudo-alcaloides présentant le plus souvent toutes les caractéristique des alcaloides vrais,
mais ne sont pas des dérivés des acides aminés (Bruneton, 2009).
-Les proto-alcaloides sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans systeme
hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides aminés
(Bruneton, 2009).

b) Rodlebiologique desalcaloides:
Lerdle biologique des alcaloides est essentiellement celui de phagodéterrants :

- Leur amertume et leur toxicité repoussent |les herbivores.

- Certains motifs chimiques utilisés par des papillons, soit pour rendre leur chair non
appréciée par des prédateurs, soit pour synthétiser des phéromones nécessaires a leur

accouplement (Guignard, 2000).

11.4.1.2. Terpéneset stéroides:

Les stéroides sont des triterpénes tétracycliques, possedent moins de 30 atomes de
carbone, synthétises a partir d'un triterpene acyclique. Ces molécules présentent en forme des
huiles essentielles ; parfums et godt des plants, pigments (caroténe), hormones et des stérols
(Hopkins, 2003).

Les térpenoides et les stéroides constituent sans doute le plus vaste ensemble connu
des métabolites secondaires des végétaux et constituent le principe odoriférant des veégétaux
(Bruneton, 1999). lls sont classés chimiquement en fonction du nombre d’unité iso-

préniques, constituant leurs structures carbonées, selon la regle éaborée initialement par
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Léopold Ruzicka. Ainsi, avons-nous successivement : Monoterpénes ; Sesguiterpéne ;
Diterpenes ; triterpene et Saponosides (whichtl et Anton, 2003).

1.4.1.3. Caroténoides:

Les caroténoides sont des pigments rouges ou jaunes (HANSON, 2003), possédant
un Chromophore caractéristique (au moins 10 doubles liaisons conjuguées) expliquant leur
couleur jaune-orangée et leur sensibilité al'oxydation. Pour cela, les caroténoides sont
Employés en industrie agro-alimentaire principalement pour leur pouvoir colorant

(KRIEF, 2003).

11.4.2. Biosynthese des polyphénols des métabolites secondaires:
L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous dérivant de
I’acide shikimique (Bruneton, 1993). Cette vois est commune aux bactéries aux champignons

et aux plantes, mais est absent chez les animaux (Hopkins, 2003).

I11. Activité biologique :
I11.1. Activité antibactérienne :
Lorsque I’on parle d’activité antibactérienne, on distingue deux sortes d’effets
(Hammer, 1999).
Une activité létale (bactéricide) : c’est la propriété de tuer les bactéries dans de
Conditions définies.
Une inhibition de la croissance (bactériostatique) : inhibition momentanée de la

Multiplication d’une population.

L activité biologique d’un extrait végétale est liée a sa composition chimique, aux
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques e

Cétoniques) et aleur effets synergiques (Dor man, 2000).

111.1.1.Mode d’action contre les bactéries :
Les extraits possédent plusieurs modes d’action sur les différentes souches
bactériennes, Elles sont efficaces contre un large spectre de microorgani sme pathogéne et non

pathogéne Mais d’une maniére générale leur action se déroule en trois phase (Dorman, 2000).
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Attaque de la paroi bactérienne par I’extrait végétal, provoquant une augmentation de
la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.

Acidification de I’intérieur de la cellule, bloguant la production de I’énergie cellulaire
et la synthése des composants de structure.

Destruction du matériel génétique, conduisant ala mort de la bactérie.

[11.1.2. Milieux de culture;

% Gélose Mudler-Hinton (M.H) pour les bactéries.
++ Sabouraud dextrose agar (SDA) pour Candida albicans.

111.1.3.Propriété antibactérienne des polyphénols :

Plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées sur I’évaluation des propriétés
antibactériennes des polyphénols, notamment les flavonoides et |es tannins sont reconnus par
leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques(les protéases et les carbohydrolases) ou dautres
interactions pour inactiver les adhésions microbiennes, les protéines de transport et

d'enveloppe cellulaire (Harrar, 2012).

11 .2. Activité antifongique :

Le pouvoir antifongique des plantes aromatiques a été mis en évidence par de
nombreux auteurs contre les moisissures alergisantes (Billerbeck, 2002). Et contre les
dermaphytes et les champignons pathogenes et opportunistes tels que Candida albicans

(levure) (Teixeiraduarte, 2005).

111 .3 Activitéantivirale:
Les virus sont genéralement fortement sensibles aux molécules aromatiques des
extraits telles que |es monoterpénols. De nombreuses pathologies virales sevéres traitées avec

des extraits ont montrées des améliorations importantes (Benrokia et Aouar, 2015).

111 .4. Activité antioxydante:
L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a

I’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le B-carotene (provitamine A), I’acide
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ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composeés phénoliques. En
effet, les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie, a la capacité de ces composés

naturels a pieger les radicaux libres (Rice et al, 1995).

Mutagene des meétabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides.
L'organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux par production d'anticorps, qui
mal heureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une troisiéme vague d'attague

chimique (Favier, 2003).
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

L ensemble de ce travail a été effectué au laboratoire de biologie (El-hamma) faculté
de science de lanature et de lavie, Université de Abbes laghrour —khenchela-

|. Préparation desextraits:

l.1. Matériels:

1.1.1. Matériel végétale:

Feuille de la plante (Pistacia lentiscus)
|.1.2. Produits chimiques:

M éthanol
Ethanol
Acétone

L’eau distillée
1.1.3. Appareillage:

Etuve
Bain- marie

Centrifugeuse

E
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|.2. Méthode:

Cette étude est réalisée sur la partie aérienne (feuilles) du Pistacia lentiscus. Qui ont
été récoltés durant le mois d’avril 2018 wilaya de khenchela. Les feuilles de Pistacia lentiscus
ont éé séchés a l'étuve a 60°c pendant 24 heures, puis broyées a I’aide d’un mixeur jusqu’a

leur réduction en poudre fine.

|.2.1. Séchage et broyage dela plante:

Figure 05 : séchage des feuillesa I’étuve & 60°C

@
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Figure 05 : poudre des feuilles de Pistacia lentiscus

[.2.2. Préparation des extraits:

Nous avons utilisé trois solvants: Méthanol, Ethanol, Acétone, pour un chague
solvant nous disposions 10 tubes a essais qui couvre I’ensemble des combinaisons des
facteurs éudiés (ratio et concentration). La quantité de solvant doit étre appropriée a la
guantité de matiere végétale de fagcon a respecter lesratios utilisés (1/20, 1/15 et 1/10).

Le matériel végétal broyé est macérée dans 10 ml de chague solvant avec les quantités de
(0,5¢/1g et 0,669 ) dans un bain marie pendant 2 heure a température 60°c. Ensuite, ils ont été
centrifugés pendant 20 min a 9000 trg/min et filtrés. Les filtrats obtenus sont conservés dans le

congélateur a -22°c j’jusqu’a leurs analyse.

Figure O7: I’incubation des extraits dans un bain marie

E
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Figure 08: les extraits obtenus apres filtration

LI. lesActivitésbiologiques
1.1. Matériels:

11.1.1. Appareillage:
Spectrophotométrie
I1.1.2. Produits chimiques:

DPPH
Nitrate de sodium (NaNO3 a 5%)
Trichlorure d’aluminium (AlClz a 10%)

Hydroxyde de sodium (NaOH a 1M)
I1.2. mesure de I’activité antioxydante (DPPH)

L'activité antioxydante in vitro de notre extrait a éé évaluée par la méthode de
DPPH, ce compose chimique 2,2-diphényle -1-picrylhydrazyle (a, o-diphényle-3
picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-

activité antioxydante des composés phénoliques des extraits (Popovici et al, 2009).

@
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Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radica 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine
(Non radical) en acceptant un atome d’hydrogéne (William et al, 1995). On peut résumer la
réaction sous la forme de I’équation. DPPH*+ (AH) n DPPH-H+ (A*) n Ou: (AH)
représente un compose capable de céder un hydrogene au radica DPPH (violet) Pour le
transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune pale).

NO, NO,

= ’/—- =
VIOLET U/] JAUNE

Figure 09 : laréaction a piégeage de DPPH (Congo, 2012)

O,N N—N + A-H - O,N N—N + A"

11.2.1. Méthode:

Pour évaluer I’activité antioxydante des extraits des feuilles de Pistacia lentiscus, nous
avons utilisé la méthode du DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) proposée par (Ozturk et al,
2011). Un volume de 100 pl extrait “ dilué %2) est goutée a 900 yl de DPPH , un controle
négatif (blanc) est préparé en mélangeant 100 pl de méthanol avec 900 uyl de DPPH puis La
lecture de I’absorbance s’est faite contre le blanc préparé pour chaque concentration a 517nm

apres 30 min d’incubation ,|e méme principe avec les autres solvants ( é&hanol , Acétone).

E



CHAPITREII : MATERIEL ET METHODES

[11. Caractérisation quantitative

[11.1 Dosage des flavonoides:
Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode de trichlorure d'auminium;
(AICI3) (Vanhaeen et al, 1980) a 100 pl de chaque extrait (dilué 1/2) est gjouté 50 pl de
nitrate de sodium (5%) plus 900 pl deau distillée. Aprés 5 minutes d'incubation 100 pl de la
solution d'AICI3 (10%) dans le méthanol) est gjouté. Apres une deuxiéme incubation pour 6
min, 500 pl de NaOH (1 M) plus 1000 pl d’eau distillée sont gjoutés, I'absorbance a été lue a
510 nm.

Figure 10 : dosage de flavonoide

@
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V. Optimisation de I’activité anti-radicalaire et la teneur du flavonoide :
Afin d’évaluer les meilleures conditions pour I’extraction des polyphénols de
I’espéce Pistacia lentiscus, trois facteurs ont été éudiés : le solvant (méthanol, éthanol,
acétone), leratio (1/10, 1/20) et la concentration du solvant (0% ; 100%). Ces facteurs sont
représentés en deux niveaux codés par -1 et +1 pour le minimum et le maximum et le O pour

le centre.

Le (tableau 02) réunit les valeurs des variables réelles et codées des deux variables

pour chaque solvant. La construction de la matrice des expériences nous a donné 10 S.

Variable code -1 0 +1
Concentration % X1 0 50 100
Solide/liquide X2 1:20 1:15 1:10

Afin de prédire le point optimal, nous avons utilisé un plan de surface de réponse
Box Bencken, une fonction polynomiale de second ordre a été élaborée. Elle permet d’étudier
larelation entre les variables indépendantes et les réponses (teneur en flavonoides et I’activité
antioxydante).La forme générale de I’équation polynomiale du second ordre est la suivante :

Yi = B0 +X Bi Xi + = Bii Xi 2+ = Bij Xi Xj

Avec:

Yi : laréponse.

BO: la constante du modele.

Xi, Xj: les variables indépendantes.
Bi:le coefficient linéaire.

Bij: le coefficient d’interaction.

Bii: le coefficient quadratique.

L'analyse statistiqgue du modéle est exécutée en analysant la variance (ANOVA).
Cette analyse inclue le test du Fischer (signification du modele globale), sa probabilité
associée p(F), le coefficient de corréation R et e coefficient de détermination R2 qui mesure
la qualité¢ d’ajustement du modele de regression. Pour chaque variable, les modeles
guadratiques sont représentés et les courbes de la surface de réponse (3D). Cette analyse est
réalisée par lelogiciel IMP 7 Discove

E
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CHAPITRE |1l : RESULTATSET DISCUSSION
I. Activité antioxydant des extraits de Pistacia lentiscus.

|.1. Effet du solvant sur I’activité antioxydants des extraits de P. lentiscus.

L analyse par DPPH est I’une des méthodes pour mesurer I’activité antioxydante basée
sur un changement de couleur de la solution du violet au jaune (Belma et al, 2016).L activité

antioxydante est déterminee selon I’équation suivante :

% d’activité antioxydant = [ADS gjanc— ADS Echantilion / ADS gjan] X 100

A Blanc: €st I’absorbance de la solution de DPPH en I’absence de I’extrait.

A &hantition © st I’absorbance de la solution de DPPH en présence de I’extrait:

o5

100,00 - 78.80 %
90,00 %_ e a0
80,00 - 05,00 70
70,00 +~
60,00 -
50,00 -
40,00 - " Eth
30,00 - W Acet
20,00

10,00
0,00 - . .

Met Eth Acet

—_— B Met

pourcentagedel'AAR

N\

solvants

Figure 11 : Histogramme du pouvoir antioxydant des différents extraits de P.lentiscus

Le graphique représente la variation du pourcentage de I’activité anti radicalaire du
DPPH des extraits de P.lentiscus. En fonction des différents solvants. Les résultats obtenus
révélent que les différents I’extrait des feuilles de P. lentiscus. Présentaient une activité anti
radicalaire dépassant les 60%. L’activité anti radicalaire la plus importante a été enregistrée par
I’extrait méhanolique avec 92.65%, alors que L’activité la plus faible a été enregistrée par
I’extrait acétonique avec 63.88%.

)
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|.2. Effet du ratio Solvant/Echantillon sur I’activité antioxydante des extraits de P.

lentiscus
91.94%

92100 _/ 1%
% 91,50 -
<
S 91,00 -
©
& 90,50 - 90,02.%
g B DPPH %
5 9000 -
S 89,50 -

89,00 : : :

059 0,669 19
ratios

Figure 12 : Histogramme désigne le pouvoir de I’activité anti radicalaire en fonction des ratios
pour le méthanol
Le graphique représente la variation du pourcentage de I’activité anti radicalaire du
DPPH des extraits de P.lentiscus. En fonction des différents ratios. Les résultats obtenus révelent
que les différents ratios présentaient une activité anti radicalaire dépassant les 90%.L activité
anti radicalaire la plus importante a été enregistrée par le ratio 1/15 avec 91.94%, aors que
L activité laplusfaible aété enregistrée par leratio 1/10 avec 91.51%,

90,67 %
100,00 - 87,27 %

z
< 80,00 A 61,25 %
S 60,00 -
)
[@)]
9 40100 i m DPPH%
g
5 20,00 -
o
o

0,00 . . {

059 0,669 19
ratios

Figure 13 : Histogramme désigne le pouvoir de I’activité anti radicalaire en fonction desratios

pour I’éthanol
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Le graphique représente la variation du pourcentage de I’activité anti radicalaire du
DPPH des extraits de P.lentiscus. en fonction des différents ratios. Les résultats obtenus révéent
gue les différents ratios présentaient une activité anti radicalaire dépassant les 60%. L’activité
anti radicalaire la plus importante a éé enregistrée par le ratio 1/15 avec 90.67%, aors que
L activité laplusfaible aété enregistrée par le ratio 1/10 avec 61.25%,

83,90 %
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Figure 14: Histogramme désigne le pouvoir de I’activité anti radicalaire en fonction des ratios
pour I’acétone
Le graphique représente la variation du pourcentage de I’activité anti radicalaire du
DPPH des extraits de P.lentiscus. En fonction des différents ratios. Les résultats obtenus révél ent
gue les différents ratios présentaient une activité anti radicalaire dépassant les 20%. L’activité
anti radicalaire la plus importante a été enregistrée par le ratio 1/10 avec 83.90%, aors que
L activité laplusfaible aété enregistrée par le ratio 1/20 avec 29.14%,
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|-3- Effet de la concentration du solvant sur I’activité antioxydante des extraits de P.

lentiscus
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Figure 15:Histogramme désigne le pouvoir de I’activité anti radicalaire en fonction des
concentrations pour le méthanol

Le graphique représente la variation du pourcentage de I’activité anti radicalaire du
DPPH des extraits de P.lentiscus en fonction des différentes concentrations Les résultats obtenus
révelent que les différents concentrations ratios présentaient une activité anti radicaaire
dépassant les 90%. L’activité anti radicalaire la plus importante a été enregistrée par la
concentration 50% avec 92.78%, aors que L’activité la plus faible a éé enregistrée par la
concentration 0% avec 92.55%
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Figure 16: Histogramme désigne le pouvoir de I’activité anti radicalaire en fonction des

concentrations pour I’éthanol
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Le graphique représente la variation du pourcentage de I’activité anti radicalaire du
DPPH des extraits de P.lentiscus en fonction des différentes concentrations Les résultats obtenus
révelent que les différents concentrations ratios présentaient une activité anti radicaaire
dépassant les 50%. L’activité anti radicalaire la plus importante a été enregistrée par la
concentration 50% avec 89.66%, alors que L’activité la plus faible a é&é enregistrée par la
concentration 0% avec 54.34%,
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Figure 17:Histogramme désigne le pouvoir de I’activité anti radicalaire en fonction des

concentrations pour I’acétone

Le graphique représente la variation du pourcentage de I’activité anti radicalaire du
DPPH des extraits de P.lentiscus en fonction des différentes concentrations Les résultats obtenus
révélent que les différents concentrations ratios présentaient une activité anti radicalaire
dépassant les 50%. L’activité anti radicalaire la plus importante a été enregistrée par la
concentration 50% avec 70.59%, alors que L’activité la plus faible a é&é enregistrée par la
concentration 100% avec 58.75%,
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[1. Optimisation de I’activité anti-radicalaire pour le méthanol :

Il.1. Analyse statistique:

L’activité anti-radicalaire des extraits (exprimés en ug EQ/g MS) des feuilles de
Pistacia lentiscus obtenues a partir des 10 expériences sont répertoriée dans le (tableau 04). Les
données expérimentales ont été utilisées pour calculer les coefficients de I'éguation polynomiale
du second degré, et le (tableau 03) résume les coefficients de régression obtenus. L’analyse de la
variance des teneurs en flavonoides totaux a montré une différence significative au seuil de
(0=0.05) (Tableau 05) ce qui prouve gue le modéle polynomial du second ordre représentait
adéquatement |es données expérimentales. Le coefficient de déterminations multiples (R?) pour
la réponse de L’activité anti-radicalaire étant de 0,90. Cela signifie que le modele calculé a pu

expliquer 90 % des résultats dans le cas de I’activite anti- radicalaire.

Pour tous les termes du modéle, un coefficient de régression important et une petite
valeur p indiqueraient un effet plus significatif sur les variables de réponse respectives
(Quanhong et Caili, 2005). L'analyse de la variance a également montré qu'il y avait un manque
d’ajustement non significatif du modeéle, ce qui valide davantage le modéle. L’activité anti-
radicalaire moyenne des 10 combinaisons choisies des variables indépendantes, vari de (80,12%
a90,99%) (Tableau 04).

Tableau 03 : Analyse de la variance et défaut d’ajustement

Source DDL SC CM Rapport F  Prob. > F
Modele 5 88,035712 17,6071 7,5252 0,0366*
Résidus 4 9,359048 2,3398

Défaut d'ajustement 3 7,3988476 2,46628 1,2582 0,5617
Erreur pure 1 1,9602000 1,96020

Total 9 97,394760

)
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Figure 18 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues

Tableau 04 : lesrésultats obtenus et prévus pour du % D’inhibition du DPPH

Configuration [Concentration] LeRatio % D’inhibition du DPPH %DPPH_Prévue
- - 0 0,05 87,06 86,49
-+ 0 0,1 87,79 88,49
+ - 100 0,05 80,12 80,44
+ o+ 100 0,1 87,13 88,72
- 0 0 0,075 90,99 90,86
+ 0 100 0,075 88,86 87,95
0 - 50 0,05 83,74 83,99
0 + 50 0,1 90,43 89,13
0 50 0,075 89,89 89,92
0 50 0,075 87,91 89,92

Tableau 05 : Estimations des coefficients

Termes Estimation Erreur Std Rapport F Prob. >t

Constante 89,638571429 0,9141275905 98,06 <,0001***

[Con](0,100) -1,621666667 0,6244680276 -2,60 0,0602

Ratio(0,05,0,1) 2,405 0,6244680276 3,85 0,0183*

[Con]*Ratio 1,57 0,7648140141 2,05 0,1093

[Con]* [Con] -0,452142857 1,0013766035 -0,45 0,6750

Ratio*Ratio -3,292142857 1,0013766035 -3,29 0,0303*

L’équation de régression obtenu apres eélimination des facteurs non significatifs pour I’activité

anti radicale était : [YDPPH= 89,63 + 2,405x, -3,29x2)’]

)
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I'l.2. Analyse des surfacesderéponse:

Les surfaces de réponse 3D sont utilisées pour prédire visuellement les réponses futures
et pour déterminer les valeurs de facteur qui optimisent la fonction de réponse. La meilleure
facon d’exprimer I'effet de n'importe qu’elle variable indépendante sur I’activité anti radicale est
de générer des surfaces de réponse du modele, en faisant varier deux variables dans la gamme
expérimental e étudiée et en maintenant les deux autres variables a leur vaeurs centrales (Niveau
0).

Figure 19: Diagramme de surface de réponse d’Effet de la concentration et le ratio sur L’activité
anti radicalaire

L activité anti radicalaire augmente avec la diminution de ratio et une légere corrélation

négative en fonction de la concentration. |l a été observé gue I'effet de la concentration n’avait

aucune influence sur L’activité anti radicalaire par contre celui du ratio a une grande influence.

En utilisant lafonction de désirabilité (Figure 20), L’activité anti radicalaire pourra étre obtenue

avec une concentration de 0 % (extrait agqueux) et un ratio d'extraction de 1/13

29,



CHAPITRE |11 RESULTATSET DISCUSSION

DPPH
90,86104
+3,066716

e g i
= o .
88 0 _ :
= © o :
o 0 0 :
n o A - :
o E
o - a
| | | | | 11 | | | | | | | | | |
o o o o o o © N~ [e0] (o)) - O Y] T} Yo} -
N § ©®© ®©« 60 © ©o © o g S-S
AN ) o o o o o o
0 0,0781704
Conc Ratio Désirabilité

Figure 20 : Profileur de prévision pour le DPPH.
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|. Teneuredesflavonoides totaux des extraits de Pistacia lentiscus

|.1. Effet du solvant sur lateneur desflavonoides des différentsextraitsde P.lentiscus

Les analyses quantitatives du teneur des Flavonoides totaux de chaque extrait ont été

calculées a partir de I’équation suivant :

((AbS Echami||on+0,139) /0,002) / pOl ds MS)

ADS gehantition : €St I’absorbance de la solution du teneur en flavonoide en présence de I’extrait

MS: c’est la matiere séche

32516 338,21

350,00 -
300,00 -
250,00 -
200,00 -
150,00 -
100,00 -
50,00 -

0,00 . . 1
Met Eth Acet

251,23

m Met
— M Eth

— m Acet

lateneur en flavonoides (ug/g)

solvants

Figure 21 : Histogramme de teneur en Flavonoides des différents extraits de P.lentiscus

Le graphique représente la variation de la teneur en flavonoides des extraits de
P.lentiscus. en fonction des différents solvants. Les résultats obtenus révélent que les différents
extraits des feuilles de P. lentiscus. Présentaient une teneur en flavonoide dépassant 250 ug/gMs.
La teneur la plus importante a été enregistrée par I’extrait acetonique et éhanolique avec
338.21ug/gMs et 325.16ug/gMs, aors que la teneur la plus faible a été enregistrée par I’extrait
méthanolique avec 251.23ug/gMs

)
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|.2. Effet du ratio Solvant/Echantillon sur teneur du Flavonoides des différents extraits de

P.lentiscus

349,33

D 350,00
= 300,00
S 250,00
200,00
150,00 - TET
100,00
50,00
0,00 . ' :
0549 0,66 g 1g

ratios

o

264,20

lateneur en flavonoides

Figure 22 : Histogramme de lateneur des flavonoides en fonction des ratios pour le méthanol

Le graphique représente la variation de la teneur en Flavonoides des extraits de
P.lentiscus .en fonction des différents ratios. Les résultats obtenus révélent que les différents
ratios présentaient une teneur du Flavonoides dépassant 100 ug/g Ms. La teneur la plus
importante a été enregistrée par le ratio 1/20 avec 349.33ug/g, alors que la teneur la plus faible a
été enregistrée par leratio 1/10 avec 135.83ug/gMs.
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Figure 23 : Histogramme désigne le teneur du flavonoide en fonction des ratios pour I’éthanol
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Le graphique représente la variation de la teneur en Flavonoides des extraits de
P.lentiscus. En fonction des différents ratios. Les résultats obtenus révelent que les différents
ratios présentaient une teneur du Flavonoides dépassant 200 ug/g. Lateneur la plus importante
a été enregistrée par le ratio 1/20 avec 438.33 ug/gMs, aors que La teneur la plus faible a été
enregistrée par leratio 1/10 avec 224.33ug/gMs.
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Figure 24 : Histogramme désigne le teneur du flavonoide en fonction des ratios pour I’acétone

Le graphique représente la variation de la teneur en Flavonoides des extraits de
P.lentiscus. En fonction des différents ratios. Les résultats obtenus révelent que les différents
ratios présentaient une teneur du Flavonoides dépassant 250 ug/g. Lateneur la plus importante a
été enregistrée par le ratio 1/20 avec 420.33ug/gMs, alors que La teneur la plus faible a été
enregistrée par leratio 1/10 avec 262.83ug/gMs.

E
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|.3. Effet de la concentration du Solvant sur lateneur en Flavonoides des différents extraits
de P. Lentiscus.

318,33
350.00 290,34

300,00 247,83
250,00
200,00
150,00  TFT
100,00
50,00
0,00 ; : .
0% 50% 100%

lateneur en flavonoides (ug/g)

concentrations

Figure 25 : Histogramme de teneur du flavonoide des extraits de P. lentiscus en fonction
De concentration pour le méthanol
Le graphique représente la variation de la teneur en Flavonoides des extraits de
P.lentiscus .en fonction de différentes concentrations. Les résultats obtenus révelent que les
différentes concentrations présentaient une teneur du Flavonoides dépassant 200 ug/gMs. La
teneur la plus importante et a été enregistrée par la concentration 100% avec 318.33ug/gMs,
alors que Lateneur laplusfaible a été enregistré par laconcentration0% avec 247.83ug/gMs.
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Figure 26:Histogramme de lateneur en flavonoide des extraits de P. lentiscus en fonction

De concentration pour I”éthanol
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Le graphique représente la variation de la teneur des Flavonoides des extraits de P.
lentiscus. En fonction de différentes concentrations. Les résultats obtenus révelent que les
différentes concentrations présentaient une teneur du Flavonoides dépassant 200 ug/gMs. La
teneur la plus importante a é&té enregistrée par la concentration 50% avec 384.00 ug/gMs, alors
gue Le teneur du Flavonoides le plus faible a été enregistré par |e concentration 0% avec 236.07

ug/gMs.

S % 332,07
? 350’00 _ 295,41
*8* 300,00 - 249,75
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& 000 .
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Figure 27 : Histogramme de teneur du flavonoide des extraits de P. lentiscus en fonction
De concentration pour I’acétone
Le graphique représente la variation de la teneur en Flavonoides des extraits de
P.lentiscus .en fonction de différentes concentrations. Les résultats obtenus révélent que les
différentes concentrations présentaient une teneur du Flavonoides dépassant 200 ug/gMs. La
teneur la plus important a été enregistrée par la concentration 100% avec 332.07ug/gMs, aors

gue Lateneur laplusfaible a été enregistrée par la concentration 0% avec 249.75ug/gMs.
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I1. Optimisation de I’extraction des flavonoides pour I’acétone :

Il.1. Analyse statistique:

Les teneurs en flavonoides totaux des extraits (exprimés en ug EQ/g MS) des feuilles de
Pistacia lentiscus obtenues a partir des 10 expériences sont répertoriées dans le (tableau 07). Les
données expérimentales ont été utilisées pour calculer les coefficients de I'éguation polynomiale
du second degré, et le (tableau 06) résume les coefficients de régression obtenus. L’analyse de la
variance des teneurs en flavonoides totaux a montré une différence significative au seuil de
(0=0.05) (Tableau 05) ce qui prouve gue le modéle polynomial du second ordre représentait
adéquatement |es données expérimentales. Le coefficient de déterminations multiples (R?) pour
les réponses des teneurs en flavonoides totaux étant de 0,91. Cela signifie que le modele calculé

apu expliguer 91 % des résultats dans le cas des flavonoides totaux.

L'analyse de la variance a également montrée qu’il y avait un manque d’ajustement non
significatif du modéle, ce qui valide davantage le modéle. La teneur en flavonoides totaux
moyenne des 10 combinaisons choisies des variables indépendantes, vari de (235 ug EQ/g Ms) a
(502 ug EQ/g Ms) (Tableau 07).

Tableau 06 : Analyse de la variance et défaut d’ajustement

Source DDL SC CM Rapport F Prob. > F
Moddle 5 52841,855 10568,4 7,8060 0,0344*
Résidus 4 5415,501 1353,9

Défaut d'ajustement 3 4909,3023 1636,43 3,2328 0,3831
Erreur pure 1 506,1983 506,20

Total 9 58257,355

a6
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Figure 28 : Graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues

Tableau 07 : lesrésultats obtenus et prévuspour le TFT

Configuration [Concentration] LeRatio TFT TFT_Prévue
- - 0 0,05 345,00 377,72
-+ 0 0,1 235,00 238,56
+ - 100 0,05 443,00 442,54
+ + 100 0,1 277,00 247,37
-0 0 0,075 321,21 284,93
+ 0 100 0,075 311,67 321,75
0 - 50 0,05 502,00 469,74
0 + 50 0,1 276,50 302,57
0 50 0,075 375,76 362,95
0 50 0,075 343,94 362,95

L’équation de régression obtenu apres elimination des facteurs non significatifs pour le TFT
était|; YTF=36580-83,58
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Tableau 08 : Estimations des coefficients

Termes Estimation Erreur Std Rapport F Prob. >t
Constante 365,80 21,99 16,64 <,0001***
[Con](0,100) 21,74 15,02 1,45 0,2213
Ratio (0, 05, 0,1) -83,58 15,02 -5,56 0,0051**
[Con]*Ratio -14,00 18,40 -0,76 0,4891
[Con]* [Con] -55,32 24,09 -2,30 0,0833
Ratio*Ratio 17,49 24,09 0,73 0,5080

I'l.2. Analyse des surfaces deréponse :

Figure 29: Diagramme de surface de réponse d’Effet de la concentration et le ratio sur
I'extraction des flavonoides
Le rendement des TFT augmente avec la diminution de ratio. Il a été observé que I'effet de la
concentration n’avait aucune influence sur la teneur en flavonoides par contre celui du ratio a
une grande influence. En utilisant la fonction de désirabilité (Figure 30), la teneur maximale

TFT pourra étre obtenue avec une concentration de 66 % et un ratio d'extraction de 1/20

550 -
500 —
450 —
400 —
350 —
300 —
250
200 —

TFT

472,65
+73,12253

p——

T 1 T
own ©
SO S
o o

@ o 2 :
= 10 =) :
0 i
@ © o :
& © o H
a M~ 7o) :
o AN H
< :
© |
T T T T T T T T T T T T T T
o o (=) o o ~ (o) D ~— o (Yo} [Te] [Ye) —
g F © ® S o o o N S~
o o o o o
66,15359 0,05
Conc Ratio Désirabilité

Figure 30 : Profileur de prévision pour le TFT.
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L’ optimisation par plans d’expérience est moins couteuse et consomme moins du temps
par rapport aux méthodes classiques car plusieurs parametres sont testés simultanément avec un
nombre d’expériences minimale d’une maniere a trouver les interactions entre les variable
(Montgomery, 2001). lls offrent une grande quantité d’information a partir d’un nombre réduit
d’essais (Bas et Boyaci, 2007).

A l'aide des équations prédictives de RSM L'activité anti radicale et la teneur du
flavonoide totae a été déterminée apres extraction des flavonoides dans des conditions
optimales. Les valeurs expérimentales et predites ont été comparées afin de déterminer lavalidité
du modéle. Les conditions d'extraction optimales ont été estimées par analyse de régression et
tracés de surface de réponse tridimensionnelle (3D) des variables indépendantes et de chaque

variable dépendante

L'extraction solide-liquide ou lixiviation peut étre définie comme un phénomeéne de
transport de masse dans lequel les solides contenus dans une matrice solide migrent dans un
solvant mis en contact avec la matrice (Ignat et al, 2011). Les phénoménes de transport de
masse peuvent étre améliorés par des changements dans les gradients de concentration, les
coefficients de diffusion ou la couche limite (Corrales et al, 2009). L'efficacité de I'extraction
est connue pour étre fonction des conditions du processus. Plusieurs facteurs affectent la
concentration des composants désirés dans l'extrait: température, le solvant utilisé et sa
concentration, le rapport liquide-solide, taille des particules...etc. Par exemple, dans notre essai,
le taux des flavonoides le plus élevé a été obtenu avec I’acétone comme solvant avec une
concentration de 66% et un rapport solide-liquide de 0,05 (1/20). Alors que la teneur optimale
des composés responsable pour I’activité antioxydante, a été obtenu avec I’eau comme solvant
avec un rapport solide-liquide de 0,078 (1/13).Nos résultats sont en accord avec ceux reportés
par Koleva et Simeonov (2014), qui stipulaient que le maximum de la teneur en flavonoides a
été obtenu avec I’éthanol a 50% comparé au méthanol, or nous avons trouvés que le maximum
de la teneur en flavonoides a éé obtenu avec les solvants acétone et éthanol a 50% avec
338,21235ug EQ/g Ms et 325,16 ug EQ/g Ms respectivement.

Le ratio liquide-solide est une variable importante. Les flavonoides ne peuvent pas étre
compléetement extraits si ce rapport est trop éevé, aors que les colts du processus
augmenteraient si leratio est trop faible (Liu et al, 2015).

E
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Discussion :

Les extraits de notre plante présent une activité antioxydante Considérable par rapport a
d’autres études. Si on compare nos résultats avec ceux de la bibliographie, on constate que la
teneur en flavonoides est inferieur a celle trouvée par I’étude effectuée par Remila et al.
(2015)qui rapportaient une teneur élevé en polyphénols (429.58 + 3.26 mgCatE/gE) et en
flavonoides (139.38 + 3.11 mgCatE/gE) dans les extraits de feuilles du P. lentiscus L.

Ebrahimzadeh et al., (2008) montrent que la teneur en phénols et flavonoides la plus
élevée a été enregistrée avec I’extrait hydro alcoolique de P. lentiscus L .avec97.26 + 0.003 mg
EQ AG/ g et 8.21 £+0.008 mg Eq Q/ g respectivement, suivie par I’extrait aqueux de la méme
plante (87.79 £ 0173 mg EQ AG/ g).

Berboucha, (2008) qui montre gque les extraits aqueux du chloroforme et d'hexane des
feuilles de Pistacia lentiscus L., sont les plus riches en flavonoides, suivis par les extraits

éthanolique et agueux d'acétate d'éthyle de la méme plante.

Le succes dans la procédure d’extraction dépend, non seulement de la méthode (Pool et
al, 1990), mais aussi d’autres parameétres tels le solvant, la température, le temps et la partie
utilisée de la plante (Hernandez et al, 2009). Dans la littérature, différents solvants ont été
utilises pour I’extraction des métabolites secondaires, parmi eux I’éthanol avait un pouvoir élevée

d’extraction des flavonoides (L onni et al, 2012).

Les résultats obtenus dans notre essai montraient des teneurs trés faibles en flavonoides
dans les jeunes feuilles du Pistacia lentiscus, ceci est en accord avec les résultats obtenus par
Gardeli et al. (2008) et Cherbal et al.(2012), qui rapportaient que les feuilles de Pistacia
lentiscus, étaient riches en tannins et pauvres en flavonoides. En revanche des teneurs plus élevés
de 12.93 a147.68 mg/lg Ms ont été rapportés par Atmani et al. (2009) et Piluzza et
Bullitta(2011) .

Bampouli et al., (2015) ont montré aussi que le contenu total des composés
phénoliques pour les feuilles fraiches de Pistacia lentiscus L ., variait de 147,99 + 0,01 a 314,88
+ 0,01 mg Eq AG/g d'extrait sec, tandis que pour ceux séchées lavaleur variait de 125,33 + 0,01
a269,70 = 0,01 mg Eq AG /g d'extrait sec, ce résultat est relativement tres éleve.

an ]



CHAPITRE |11 RESULTATSET DISCUSSION

Arab et al, (2014) ont montré que les feuilles de P. lentiscus. Ont un meilleur
rendement en composes phénoliques qui est presque I’équivalent du double du rendement en
composées phénoliques des fruits, ou les valeurs obtenues sont respectivement 116,49% et
61,34%.

Les résultats obtenus par Ferradji (2011) montrent que I’extrait éthanolique des feuilles
présente un effet antioxydant remarquable vis a vis du radicae DPPH. En effet, les extraits
éthanolique et aqueux des feuilles présentent des IC50 de (4,23 + 0,14 et 51,66 + 3,91 pg/ml
respectivement) et BHT 1C5054, 29 £+ 1,99 pg/ml.

Maintes publications ont rapporté que I’activité antioxydante est fortement corrélée avec
la teneur en flavonoides (Fang et al, 2009 ; Xia et al, 2010 ; Ignat et al., 2011 ; Piluzza et
Bullitta, 2011 ; Beghlal et al.,2016).Cependant, I’extrait éthanolique du Pistacia lentiscus, dans
notre essal, exhibait une forte activité antioxydante, malgré sa faible teneur en flavonoides. Nos
résultats sont en parfaite accord avec ceux rapportaient par Beghlal et al. (2016), qui, affirmaient
gue les extraits éhanolique du Pistacia lentiscus montraient une forte activité antioxydante
comparée aux huiles essentielles de la méme plante. Dans leurs travaux, I’activité antioxydante
du Pistacia lentiscus a été attribuée, majoritairement, aux tannins, saponines et coumarines. Ceci
est expliqueé par le fait que la présence de substances phénoliques specifiques dans I’extrait est
influencée par le génotype, la qualité du sol, le climat et les conditions de stress du milieu
(Castro-L 6pez et al, 2016).

a1






CONCLUSION GENERALE

Conclusion générale

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques.

L’objectif primordial assigné a ce travail est la contribution a I’étude de I’activité
antioxydante et lateneur en flavonoides P. lentiscus. Dans lawilaya de khenchela.

Cette étude est basée sur deux axes, dont le premier concerne les tests
phytochimiques quantitatifs (teneur en flavonoides et activité antioxydante des extraits de P.
lentiscus.)La deuxiéme porte sur I’évaluation de I’effet des différents facteurs étudiés
(solvant, concentration et le ratio) sur les teneurs en flavonoides et I’ activité antioxydante.

Les résultats obtenus nous a mené a conclure que les feuille de P. lentiscus de cette
région exhibaient des teneurs moyenne a faible en flavonoides. En revanche ils montraient
une forte activité antioxydante.

Les résultats révélent aussi que I’extrait Acétonique des feuilles de P. lentiscus.
Présentait la teneur en flavonoides les plus élevées (338.21 ug/g), alors que I’activité

antioxydante la plus élevé a été enregistré par I’extrait méthanolique 92.65%,.
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Résumé:

Pistacia lentiscus L. connue en Algérie sous le nom de Darou, communément appelé arbre
de mastique est une plante médicinale originaire du bassin méditerranéen. présente étude a
éte réalisée dans le but de caractériser les tests phytochimiques quantitatifs et I’évaluation de
I’effet des différents facteurs étudiés (solvant, concentration et le ratio) sur les teneurs en
flavonoides et I’activité antioxydante. Les résultats obtenus nous a mené a conclure que les
feuille de P. lentiscus de larégion de khenchela exhibaient des teneurs moyenne afaible en
flavonoides. En revanche ils montraient une forte activité antioxydante.

Mots clés: Activités antioxydantes, Feuille, Flavonoides, DPPH, Optimisation, Surface de
réponse

Abstract: Contribution to the Study of the Biological Activity of Raw Pistachio
Extracts (Pistacia L entiscus)

Pistacia lentiscus. known in Algeria under the name of Darou, commonly called mastic tree
isamedicina plant native to the Mediterranean basin. This study was conducted in order to
characterize quantitative photochemical tests and the evaluation of the effect of different
factors studied (solvent, concentration and ratio) on flavonoid levels and antioxidant activity.
The results obtained led us to conclude that P. lentiscus leaves from the khenchela region
exhibited low to medium flavonoid contents. On the other hand they showed a strong
antioxidant activity.

Keywords: Antioxidant Activities, Leaf, Flavonoid, DPPH, Optimization, Surface reponse.
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