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Résumé

L’usage des plantes aromatiques est li¢ certainement aux vertus
thérapeutiques attribué¢es aux molécules bioactives synthétisée par les plantes
non seulement comme des agents chimiques contre les maladies mais aussi
comme des agents médicinaux tels que les antioxydants qui font a I’heure
actuelle I’objet de plusieurs études.

Nous nous sommes intéressés dans ce travail de faire un screening
phytochimique des différents extraits de Pistacialentiscus L afin d’évaluer
I’activité antioxydante et d’identifier les molécules bioactifs qui contenant dans

les huiles végétale de cette plante.en effet Les polyphénols et flavonoides

occupe une place importante dans la recherche pour leur propriété antioxydante

et ’efficacité puissante de ces substances a stopper les réactions radicalaires .

Compte tenu l'importance des différents méthodes d’extraction utilisée
pour donner le maximum de rendement des composés phénoliques et
flavonoides les plus communément employée est le mode d’extraction par les
solvants (aqueux ,alcoolique),extraction par CO2 supercritique ,extraction par
micro-onde et par ultrason .

D’autre part les résultats de cette étude montre que les composants des
principe actifs de 1’huile végétale de Pistacia Lentiscus contiennent des
molécules considérable qui sert comme antioxydants ou Les résultats obtenues
par doking moléculaire sous logiciel Moe sont comparés a celle d’autre études
qui montre 1’identification et la quantification des principes des huiles fixe de
cette plante ou on trouve une similarité des meilleurs scores d’énergie de alpha
et gamma tocophérols

Les mots clé :PistacialentiscusL , Principe actif , activité antioxydant .
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Abstract

The use of aromatic plants is certainly linked to the therapeutic virtues
attributed to bioactive molecules synthesized by plants not only as chemical
agents against diseases but also as medicinal agents such as antioxidants that
make up At present, the subject of several studies.

We are interested in this work to make a phytochemical screening of the
various extracts of PistaciaLentiscus L in order to evaluate the antioxidant
activity and to identify the bioactive molecules that contain in the vegetable oils
of this plant. polyphenols and flavonoids occupy an important place in the
research for their antioxidant properties and the potent efficacy of these
substances to stop radical reactions.

Taking into account the importance of the different extraction methods
used to give the maximum yield of the phenolic and flavonoid compounds most
commonly used 1is the method of extraction by solvents (aqueous
,alcoholic),extraction by supercritical CO2 ,extraction by microwave and
ultrasound .

On the other hand the results of this study show that the components of

the active ingredients of the vegetable oil of Pistacia Lentiscus contain

molecules considérable that serve as antioxidants or The results obtained by

molecular doking under Moe software are compared to that other studies that
show the identification and quantification of the principles of the fixed oils of
this plant where one finds a similarity of the best energy scores of alpha and
gamma tocopherols

Key word: PistaciaLentiscus L, Active ingredient , Antioxidant activity.
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Introduction

Introduction :

Etant donné Dintérét fulgurant qui suscite actuellement 1’emploi des plantes
médicinales pour combattre les maladies et de mettre a 1’abri la santé, la connaissance de ces
plantes aujourd’hui est essentielles pour les chercheurs ainsi elles constituent une base de la
pratique de la médecine traditionnelle systématique dans plusieurs pays partout dans le
monde. Depuis I’antiquité et méme a I’heure actuelle ; Les plantes aromatiques ont été une
source inépuisable des principes actifs a des visées thérapeutique et pharmacologiques.

I’'une des plantes prétendument utilisée En Algérie,Pistacia LentiscusL ou (arbre a
mastic) qui appartiennent a la famille des anacardiaceae cette arbuste est connu par sa large
utilisation en médecine traditionnelle depuis les enciens grecs , il est treés fréquent dans le
bassin méditerranéen il se trouve a 1’état sauvage dans les broussailles et les garrigues dans
tous type de sol, bien qu’il préfére les sols silicieux(More et White,2005),cette arbrisseau
vivace ramifié a petite feuilles elliptiques et coriaces a fleurs rougeatres en grappes et a fruits
rond rouge qui noircissent en murissant(Iserin,2001).

PistaciaLentiscus occupe une place appréciable dans la médecine traditionnelle et
pharmaceutique,elles attirent I’attention des chercheurs grace a ces potentiels antioxydants et
ces activités antimicrobienne ,anti-inflammatoire ,anti pyrétique, anti diabétique ,anti radical
et cytotoxique(Topcu et al,2007 ;Benhammou et al,2007 ;Benhammou et al,2008).

Pistacia Lentiscus est largement utilisé en médecine populaire pour traiter les maladies
variqueuses (hypertension,ulcére,eczéma,diarrhée et throat infection ainsi que pour parfumer
et conserver divers aliments (Amessis-Ouchemoukh et al 2014,Foddai et al 2015).

L’ huile végétale est constituée majoritairement de triglycérides d’acides gras,
accompagnés de substances lipidiques auxiliaires non glycéridiques, comme les
hydrocarbures saturés ou insaturés, des phytostérols, des alcools terpéniques, des alcools gras,
des vitamines (ex. vitamine E)(Guichard C., 1967 et Naudet M., 1992).

L’Huile comestible extraite des fruits contient une quantité considérables d’acide gras
insaturés,de  caroténoides et de tocophérols(Kivcak et Akay,2005 ;Mezni et
coll.,2012 ;Trabelsi et coll.,2012), qui est traditionnellement utilisée en Afrique du nord et au
Moyen-orient pour traiter le rhumatisme et diarrhée(Le Floc’h,1983).

Les produits de Pistacialentiscus ont aujourd’hui une grande industrie alimentaire
(Glampedaki et Dutschk,2014) en raison d’activités liées a leurs métabolites secondaires tel
que les flavonoides ,les phénols et les acides phénoliques.

Le déséquilibre entre la production des antioxydants et les radicaux libres résulte le

stress oxydant, qui induit une peroxydation des protéines, lipides et des acides nucléique, a

2



Introduction

son tour la peroxydation provoque donc des maladies telle que le diabéte sucré,
athérosclérose, maladies articulaires, cancer,etc.

Les antioxydants agissent comme un agent de défense majeur contre la toxicité
produit par les radicaux libre en protégeant la membrane cellulaire et les composés
cytosoliques.la défense par les antioxydant est fait par des composes enzymatique ou non
enzymatique d’origine endogéne ou exogene, synthétique ou  naturels comme les
antioxydants apporté par I’alimentation.

Notre travail a pour objectif principale de faire une évaluation de I’activité
antioxydant des différents composants phytochimiques contenant dans les huiles végétales de
pistacia Lentiscus L.

Notre mémoire est organiser on deux grandes parties qui s’intéresse a :
1 partie constitue une synthese bibliographique qui est dévisés en 5 grands chapitre :

Chapitre 01 : qui est consacré aux études des donnée essentielle de la plante pistacia
Lentiscus L (Origine , classification , nom vernaculaire, la répartition géographiques de la
plante mondiale et dans I’ Algérie.

Chapitre 02 : traite les différents principes actifs de PistaciaLentiscus L et les études
chimiques sur ses composants.

Chapitre 03 : se focalise sur les différentes activités biologiques de pistacia lentiscus
et leur utilisation traditionnelle, pharmacologique et industrielle.

Chapitre 04 :s’intéresse aux stress oxydatif et les radicaux libres et D’activité
antioxydante.

Chapitre05 : présente les différentes méthodes d’extraction des principes actifs

traditionnelle et innovante.

Pour le 2éme partie qui traite la partie expérimentale in silico , il est fondée sur la fiabilité de
doking moléculaire sous logiciels Moe en faisant appel aux test RMSD (root-mean score
derivation),afin de mieux comparer les travaux précédant de quantification et identification in
vitro des principes actifs a pouvoir anti -oxydant des huiles végétales de PistaciaLentiscus a

celle des résultats obtenue de doking moléculaire .



Chapitre O1 :
Donnés essentielles sur

Pistacia Lentiscus L



Chapitre 01 Donnés essentielles sur Pistacial.entiscus

1-Généralité sur les plantes médicinale :

Dans I’antiquité méditerranéenne, Les plantes médicinale étaient utilisées sur tous les
plans, donc ils ont constitués un outil thérapeutique (Zhonghua, 2014). Les grecs ont
participé d’une maniére absolue dans le développement de la médecine des plantes dans
I’ancien monde occidental (Malu et al., 1982)

Actuellement , grace a la chimie moderne qui a rendu possible la production de plus en
plus d’extraits contenant des alcaloides et d’autres composés , aux états unie environ 25% de
toutes les ordonnances médicales comportant des produits a base des plantes(Nabors, 2008)

Alors, les plantes sont les premicres source de phytoproduits chimique présent
communément appelé métabolite secondaire (Ljubuncic et al ., 2005), tel que les
flavonoides, les polyphénols, les acides phénolique. Les composés phénoliques sont un
groupe métabolite largement répartis dans la régne végétal et ont été signalé a posséder
plusieurs effets biologiques tel que 1’activité antioxydant(Dapkevicius ef al., 1998 ; Proestos
et al., 2005)

1.1-Les plantes aromatiques

Les plantes aromatiques sont caractérisées comme étant des espéces qui ayant une
odeur agréable et non toxique(a) en plus qu’ils sont susceptible de fournir des huiles
essentielles utilis¢ dans différentes domaines grace a leur propriétés thérapeutique et
organoleptiques notamment odorantes (parfumerie et cosmétiques, pharmaceutique et
gustative (additifs alimentaires)(b)donc appartiennent a la fois au domaine des plantes

médicinale((a)Anton et al., 2005 ;(b) Mecherara,2007)

I. Donnée essentielles sur la plante étudiée :

I.1- La plante PistaciaLentiscus L :

Parmi les plantes qui représentent une qualité thérapeutiques depuis ’antiquité et
méme dans I’heure actuelle est Le lentisque (PistaciaLentiscus L) appelé aussi pistachier
lentisque, arbre a mastic « Derou» ou « Tadist » (Iauk et al., 1996), est une arbuste
sempervirent qui appartient a la famille des Anacardiaceae répartie dans toute la région
méditerranéenne(Klibert et al., 2016) ;on la rencontre dans les garrigues et surtout les maquis
du bassin méditerranéen et les foréts(Quezel et santa,1963) ,

L’espece Pistacialentiscus Lpeut se développé sur tout type de sol ,dans I’Algérie

subhumide et semi-aride(Arab et al., 2014)
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I.1.1-Le Nom vernaculaire de PistaciaLentiscus :

Cet arbre posséde plusieurs noms qui différent d’une société a une autre ; Leurs Noms
vernaculaires en Arabe : Darou, dherou ,drou , sarisse o=~  Kabylie (Algérie) :
AmadaghTidekt, Tidekst, Francais : Lentisque et arbre au mastic ,Allemand : Mastixbaum
Anglais : Chios mastic tree Espagnol : Lentisco(Messaoudi,2017)

I.2-Classification de la plante Pistacial entiscus :

Selon la classification commune de Zohary (1952), cité par (AL-Saghir et Porter
2012), le genre Pistacia regroupe 10 autres especes : Pistaciamexicana ; Pistaciatexana ;
Pistaciasaportae ; Pistaciaweinmannifolia ; Pistaciaatlantica ; Pistaciachinensis ;
Pistaciakhinjuk ; Pistaciapalaestina ; Pistacia. terebinthus(le pistachier térébinthe) et enfin
Pistaciavera,

En Algérie, le genre Pistaciaest représenté par quatre espeéces, Pistacia
lentiscus, Pistaciaterebinthus, Pistaciaveraet Pistaciaatlantica(Ghalem et
Benhassaini,2007)

La classification de cette plante d’apres Linné(L.,1753)cité par ( Maameri ,2014)

Tableau.01. : Classification de Pistacia Lentiscus L

Régne Végétal
Embranchement spermaphytes
Sous
Angiosperme
embranchement
Classe Dicotylédone
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espéce Lentiscus
Nom latin Pistacialentiscus
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1.3-Morphologie florale de PistaciaLentiscus :

Cet arbrisseaux dioique , résineux et aromatique a croissance lente d’origine
méditerranéenne (Polese ,2010)qui peut atteindre de 1 a 3 m d’hauteur est abondant des sites
arides (De 1’ Asie ,I’Europe, I’ Afrique ,jusqu’au Canaries ) (Belakhdar ,2003)

I.3.1-les feuilles : Il est caractérisé par ses feuilles persistantes, paripennées avec 4 a 10
foliole coriaces, elliptique et luisantes et le pétiole nettement ailé¢ ( Hans,2007)

1.3.2-les fleurs : Ses fleurs, brunatre constituent des denses grappes spiciforme (Boullard
,2001), les fruits de cet dernier sont des baies globuleuses en grappes caractéristique sont
rouge puis brun a la maturité (Belfadel,2009)

1.3.3-Mastic :La Mastic s’écoule lorsqu’on incise le tronc de I’arbre, un suc résineux qui est
une fois distillé fournit une essence employée en parfumerie(Belfadel,2009)

1.3.4 -les galles :c’est une excroissance produite chez les végétaux ,chez Pistacialentiscusest
une gonflement anormal ( Larousse,2010) rassemblaient a de petit haricots plat de 2 a 3 cm
de longde couleur vert(Pietro., 1973) ; ils sont provoqué par une infection sous famille

d’insecte Pemphiginae et les Fordinea(Alvarez et al., 2009)

Figure.01.Morphologie florale de PistaciaLentiscus Fruits(A), Feuilles(B),
Galle(C),mastic(D).(More et White,2005)
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I.4.-LaRépartition géographique de Pistacia Lentiscus L:

Pistacia Lentiscus est une espece sauvage, thermophile largement distribuée dans les
écosysteme extréme de la région méditerranéenne , on la rencontre également en Europe, Asie
et en Afrique ,cette espece est adaptée au climat semi-aride de la méditerranée et aux sols
désertique et salin (Rauf et al ., 2017)
1.4.1-Répartition mondiale de Pistacia LentiscusL :

Elle occupe une aire de distribution tropicale ou subtropicale qui compte 4 région
phytogéographique = méditerranéene ,iranotouranienne ,sinojaponaise et mexicaine
(Seingue,1985)(Zohary,1952 ;Kokwano et Gillet,1980)
1.4.2-Répartition de pistacia LentiscusL en L’Algérie :

En Algérie, Le lentisque se trouve dans les zones forestieres sur le long du nord
Algérien (More et White,2005), il occupe I’étage thermo-méditerranéen,sa limite

méridionale se situe aux environs de Saida (Ait Said,2011)

Figure.02.L’aire de répartition géographique de Pistacia Lentiscus
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La chimie de la plante :

Les plantes produisent une gamme impressionnante de substances chimiques. La
plupart de ces produits sont basés sur le carbone et connus sous le nom de métabolites
primaires et secondaires (Sell, 2003).

Dans le monde végétal, les molécules naturellement synthétisées peuvent Etre
classifiées en deux grandes catégories. Premi¢rement, il y a les composés qui sont produits
dans toutes les cellules et qui jouent un rdle central dans le métabolisme et la reproduction de
ces cellules. Ces molécules comprennent les acides nucléiques, les acides aminés communs,
les acides gras et les sucres. Ils sont connus sous le nom de métabolites primaires.
Deuxi¢mement, il y a les molécules qui peuvent étre parfois caractéristiques de certaines
familles et/ou especes végétales et qui ne sont pas indispensables a la survie de la plante. Ces
molécules correspondent aux métabolites secondaires qui peuvent étre classés en trois grands
groupes: les polyphénols, les terpénes et les alcaloides (West, 2010).

I1.Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires par définition ne sont pas nécessaires et vitaux pour la
cellule ou I’organisme qui trouvent donc leur origine dans les produits du métabolisme
primaire (Ferrari ; 2002), ces molécules sont présente en trés grand nombre et d’une variété
structurale extraordinaire .elle ont de nombreuses application pharmaceutiques
(Badiage ,2011) . L’intérét porté sur ces composés ne cesse de croitre ces derni€res années.
Ils sont étudiés dans le but de trouver de nouvelles structures modéles pour le développement
de médicaments thérapeutiques ou protecteurs (Bossokpi, 2003) , ainsi de sa large utilisation
en médecine traditionnelle , les différentes parties de Pistacia Lentiscus en fait 1’objet de
plusieurs études photochimiques a fin d’identifier leurs principes actifs( Bensaci et
Mokhnache,2015).

I1.1-Les composées phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols constituent une famille de molécule
organique largement présente dans la régne végétale (Dave ;2003),ce sont des métabolites
secondaires le plus représenté avec plus de 8000 structure phénoliques (Bruneton, 2008 ;
Saponjac et al., 2016),1’élément fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau benzénique (aromatique)auquel est directement 1i¢ au moins un groupe hydroxyle ,libre
ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside(Bruneton,2008 ; Saponjac et

al., 2016).
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Ces phytonutriments sont responsables de la pigmentation(teinte des feuilles ,couleur
des fruits et des fleurs )(Serrano et al., 2010) ,et jouent également un réle dans la croissance,
la reproduction et la protection des plantes contre les agressions pathogenes (Drewnoski et al
2000 ; Zem et Fernandez,2005).

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes :Les non flavonoides
dont les principaux composés sont : les acides phénoliques ,les stilbénes ,les lignanes ,les
lignines et les coumarines, les tanins (Hoffmann et al., 2003),ct les flavonoides ,dont on
caractérise
principalement :flavones,flavonones,flavonols,isoflavonones,anthocyanines,proanthocyanidin

es( Pincemail ez al., 2007).

| Phenolic compounds I
Daferuloylmethane I Sulbenes | | Flavonomds | Phenohc acids Tannins |
o
||N e T || /_|.¥ ‘_|'
HO™ ™ =
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|
! !
=
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| [ 2
b
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Figure03.Classification des polyphénols alimentaires (Xiuzhen et al.,2007)

Les polyphénols sont capable de piéger des especes radicalaires et de chélater les
métaux de transition comme le fer et le cuivre qui permettent de catalyser les oxydations ils
sont cependant présents en faibles concentrations dans le plasma et sont principalement
retrouvés sous forme conjuguée et donc n’ont probablement des effets indirects in vivo , il
parait néanmoins que les polyphénols interagissent avec des cibles protéiques ( enzyme,
signalisation intracellulaire, récepteurs nucléaires). ce qui leur assure des effets anti-

thérogénique , anti-inflammatoire, anti-thrombotique, anti cancérigéne (Stevenson et al .,

2007).
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I1.2-Les acides phénoliques

sont des composées phénoliques non flavonoides divisés en deux groupes principaux, les
dérivés de 1’acide hydroxy benzoique et de I’acide hydroxycinamique avec une structure
basale C1-C6 et une structure combinée C3-C6 (Adom et al., 2002 ; Kim et al., 2006 ;
Chandrasekara et al., 2010).

I1.2.1-classification des acides phénoliques

I1.2.1.1- Les acides hydroxy benzoiques (C6-C1)

leur diversité structurale est due aux hydroxylations et/ou méthoxylations du noyau
aromatique en diverses positions (2, 3 et 4) donnant ainsi les acides 4-hydroxybenzoiques, 3-
hydroxybenzoiques, protocatéchique, vanillique, gallique, syringique et salicylique (Tomas-

Barberan et al., 2000).

‘ o Acide hydroxybenzoique R, R, R;
R lé\ Acide para-hydroxybenzoique H OH H
OH  Acide protocatéchique OH OH H
R Y Acide vanillique OCH, OH H
Acide 3,5-dihydroxy-4 methoxybenzoique OH OCH; OH

Figure.04.Structure de base de quelques acides hydroxy benzoiques (Djedaia ,2017)

I1.2.1.2-Les acides hydroxy cinnamiques (C6-C3)
Leur diversité est également due a la variabilité des hydroxylations du noyau aromatique.
Les acides hydroxy cinnamiques sont rarement présents sous forme libre et sont retrouvés

essentiellement sous formes conjuguées(Bruneton, 1999).

Acide hydroxycinnamique R, R,
ﬂ Acide para-coumarique H H
. N0 Acide caféique OH H
'iog\ Acide férulique OCH; H
= Acide sinapique OCH; OCH;

Figure.05.la Structure de base de quelques acides hydroxy cinamiques(Djedaia,2017)
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Les acides phénoliques sont considérés comme des substances phytochimiques avec
des effets prébiotiques de chélatation et anti-inflammatoire ,leur toxicité est faible
.Pharmacologiquement ,le mieux caractiris¢ est 1’acide caféique et I’acides férulique qui
empéchent la formation de cancer des poumons chez les souris (Psotova et al., 2003),1’acide
gallique inhibe la formation de cancer oesophagien chez les rats (Hale ,2003) I’acide
rosmarinique est foretement anti-inflammatoire ,les acides phénoliques sont connues aussi
pour leurs propriétés antibactérienne (Diadry et al., 1982), anti-fongique(Ravn et al., 1984)
et anti-oxydante(Hayase et al ., 1984).

I1.3-Les flavonoides (C6-C3-C6 )

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques,
ce sont des pigments quasiment universels des végétaux. ils interviennent aussi dans les
processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes
(Bruneton,2015),A 1’heure actuelle ,4000 flavonoides dans le régne végétal ont été
identifiés(Medic-Sarié et al., 2003), par définition ,les flavonoides sont des composés qui ont
en commun la structure en C6-C3-C6 du diphénylpropane(figure06).les trois carbones servant
de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et B forment généralement un

hétérocycle oxygéné C(De Rijke et al., 2006).

Figure.06.1a structure des flavonoides

Les flavonoides forment une sous classe des polyphénols ; ils représentent une source
importante d’antioxydants dans notre alimentation.
Les flavonoides sont diversifiés par 1’oxydation,alkylation et la glycolisation(Furusawa et
al.,2005).11s se répartissent en plusieurs classes de molécules ,dont les plus importantes sont
les

flavones,lesflavonols,lesflavonones,lesdihydroflavonols,lesisoflavones,lesisoflavanones. . .ect.
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Figure.07.Les différentes classes des flavonoides (BECHLEM,2018)

Les flavonoides protégent les plantes contre les radiation UV, elles sont également
impliquées dans les processus de défense de la plante contre les infections bactériennes et
virales .agissent comme des pigements ou des co-pigments responsables de la coloration des
fruits ,des fleurs et des feuilles .De ce fait ils jouent un role important dans les interactions
avec les insectes. Aussi ils agissent sur la régulation de 1’¢longation des tiges et interviennent
dans la maturité des fruits .sont a 1’origine des gouts amers et astringents afin de repousser les
animaux herbivores (Subramanian et al., 2007).

Elles possédent de nombreuses vertus thérapeutiques ,elles ont des propriétés anti-
inflammatoire ,anti-oxydante et hépatoprotectrice ; elles jouent un rdéle important dans le

systéme de défense , certaines sont particulierement actives dans le maintien d’une bonne

circulation sanguine (Iserin,2001).

I1.4-Les tanins

En plus des composés phénoliques unimoléculaires, les plantes renferment des
isomeres de nature phénolique comme les tanins, les lignines et les mélanines
(Maamri,2008),Ce sont des composés phénoliques capables de se lier aux protéines en
solution et de précipiter(Silanikove e al., 2001).

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés dans les
vacuoles (Aguilera-carbo et al ., 2008).les tanins ayant une masse moléculaire comprise
entre 500 et 3000 Da (Fogliani,2002).Sur le plan structural, on distingue les tanins

hydrolysables,esters d’acide phénolique,des tanins condensés plutot des polyméres de

polyhydroxyflavan-3-ols (Fogliani,2002).
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I1.4.1 Classification des tanins
I1.4.1.1-Les tanins hydrolysables

Ce sont des oligo ou des polyesters d’'un sucre et d’un nombre variable d’acide
phénol.Ils libérent alors une partie non phénolique (le plus souvent du glucose ou de ’acide
quinique) et une partie phénolique qui peut étre de I’acide gallique (Macheix et al., 2005).

Il se compose de deux sous groupes qui sont les tanins galliques et les tanins
« ellagique ». En fait , le terme « ellagique » concerne 1’unité de base. Les acides phénols en
question sont 1’acide gallique en cas des gallotannins(figure a) et 1’acide ellagique dans le cas

des tannins dénommés ellagitannins (figure b) (Dharmananda,2003 ;Bruneton,2009).

(
0]
HO

0
HO
OH ‘ OH
HO O
HO 0

OH

OH 0

L’acide gallique (a) L’acide ellagique (b)

Figure.08. la Structure de deux unités de bases des tanins

I1.4.1.2-les tanins condensés

Appelés aussi pro anthocyanidines, les tanins condensés sont des polyphénols de
masse moléculaire ¢élevée. Ils résultent de la polymérisation auto oxydative ou
enzymatique(Wollgast et al ., 2000) ; ce sont des polymeres flaviniques constitués d’unité

flavan-3-ols. Egalement appelée « catéchine ou épicatéchine »

Figure.09.la structure de catéchine (Oyenihi et al ., 2014)
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Les tanins sont doté d’un certains pouvoir astringent ,par lequel on explique leurs
propriétés vasculo protectrice, cicatrisantes et anti-diarrhéiques. Les proanthocyanidines
dimeres de 1’aubépine seraient de bons sédatifs cardiaques (Hennebelle et al .,
2004),concernant le pouvoir antioxydant des tanins , cette propriété est trés remarquable due a
leurs noyaux phénols et la présence des groupes di ou trihydroxyles sur le cycle B et les
groupes méta 5,7 dihydroxyles sur le cycle A. les tanins catéchique du thé vert :gallate
d’épicatéchine,gallate d’épigallocatéchine et 1’épicatéchine sont des puissants extracteurs des

radicaux libres (Rahman et al., 2006).
I1.5-les stilbénoides

Cette dénomination souligne la parenté biogénétique avec les flavonoides. les
stilbénoides regroupent les composés qui possédent deux noyaux benzéniques séparés par un
pont éthane ou éthéne (bibenzyls et stilbénes)(Bruneton2008).
les stilbeénes se différencient par le nombre et les positions des fonctions hydroxyles sur les
cycles phénoliques ,la conjugaison avec des sucres et des groupements fonctionnels divers
(méthyles,méthoxyles) et la formation d’oligomeéres résultant de la condensation oxydative

des monomeres (Perez-j.,2010).

HO‘/

I OH

Figure.10.1a Structure chimique des Stilbéne (Chong et al., 2009)

I1.6-Les Quinones

Les quinones sont des noyaux aromatiques avec deux substitutions cétones.ces
composés, étant colorés, sont responsables de la réaction de brunissement dans les fruits et les
végétaux coupé ou lésés. En plus de fournir une source de radicaux libres stables ,les quinones
sont connus pour se complexer de manicre irréversible avec les nucléophiles des acides
aminés dans les protéines (Arif et al., 2009).

I1.7-Les lignanes
I1 s’agit de composés naturels, décrits la premicres fois par Howorth en 1936 comme

un ensemble de deux molécules ayant un squelette phénylpropane , liées par leur carbone 8 et
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8’ .Les lignanes sont en fait issus de I’union de deux unités monolignols .les monolignols sont
des dérivés de D’alcool cinnamique et ont en commun un squelette 1-phénylpropane
(Guillouty ,2016).

I1.8-Les anthocyanosides

Ce sont les pigments les plus répandus chez les plantes vasculaires (Castafieda-
Ovando et al., 2009) ;donc ce sont les substances a teinture importante dans les plantes,elles
se concentrent dans les fruits et les feuilles et donnent aux fleurs les différentes couleurs
spectrales florales et méme la couleurs violettes foncée(Portes,2008), leur structure de base
est caractérisée par un noyau « flavylium »généralement glycolysé en position C3 ;les génines
sont alors dits anthocyanidols et les hétérosides appelés anthocyanosides(Souquet et al.,

2000).

Anthocyanidols R R R;
Pelargonidol H H H
Cyanidol OH H H
Péonidol OCH; H H
Delphinidol OH OH H
Malvidol OCH; OCH; H
Gal: galactose; Gle: glucose; Anthocyanes - -- Gl Gltns
Ara: arabinose; Xvi: xvlose Ara ; Xyl

Figure.11. la Structures des anthocyanidols et anthocyanes (Djedaia ,2017)

I1.9-Les alcaloides

Ce sont des produits azotés basiques et dont le gout est amer ,d’origine naturelle dont
I’atome d’azote est inclus dans un systéme hétérocyclique( Krief,2003) qui présentent un
intérét par leurs propriétés pharmacologiques et leurs applications en médecine .ils
provoquent chez ’homme diverses réponses physiologiques et psychologiques,a forte dose
trés toxique .leur synthése a lieu au niveau du réticulium endoplasmique,puis se concentrent
dans la vacuole.les alcaloides issus du métabolisme des acides aminés sont des alcaloides

vrais(Mohemmedi,2013).

Tableau.02.les principales classes des polyphénols et leurs origines
(BOUBEKRI.,2014)
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Squelette

carbond Classe Exemple Origine (exemple)
C6 Phénols simple Catéchol
C6-C3 Acides hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoiques Epices, fraise
C6-C3 Acides hydroxycinnamique  Acide caféique, acide Pomme de terre,
férulique pomme
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
C6-C2-C6  Silénes Resvératrol Vigne

C6-C3-C6  Flavonoides

= Flavonols Kamphérol, quercétine Fruits, légumes,
fleurs
e Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine  Fleurs, fruits rouges
e Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
« Flavanones Naringénine Citrus
» [Isoflavonols Daidzéine Soja
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n  Lignines Bois, noyau de fruits
(C15)n Tanins Raisin rouge, kaki

I1.10-Les composés terpéniques

Les terpénes sont des hydrocarbures formés par I’agglomération de plusieurs isoprénes
(figure.12. : unité isopeéne),ces terpeénes possedent généralement des propriétés biologiques

importantes telles que des propriétés fongicides ou insecticides (Bruneton.,1999).

CHs

~CH-

m{”

Hzl:: =

Isoprene

Figure.12.Unité de base des composés terpéniques(Isoprene)

Les terpénes peuvent étre classés selon leur nombre de motifs isoprénes ainsi que leur
arrangement,les constituants les plus simple de la série des terpénes sont les mono
terpénes (Bruneton,1999), En fonction du nombre n (entier) d'unités, on peut distinguer pour;
n = 2 : les monoterpenes(C10), n = 3: les sesquiterpenes (C15), n = 4: les diterpénes(C20), n
= 5: les sesterpenes(C25), n = 6: les triterpenes (C30) (Soldermann, 2002).

I1.11-Les huiles essentielles
L’huile essentielle est un extrait végétal provenant des plantes dites aromatiques qui
contiennent donc dans leurs feuilles , fruits ,graines, écorces, ou racines, un grand nombre de

molécules aromatiques, qui constituent le ou les principes essentielles des plantes.les huiles
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essentielles sont des substances de consistance huileuse, plus au moins fluides, voire
rétinoides trés odorantes, volatiles ,souvent colorées ,elles sont plus l1égeres que 1’eau (densité
de I’ordre de :0.750 a 0.990) (Bardeau,2009).

Les principaux constituants des huiles essentielles sont des terpénes (aliphatiques,
acyclique ,aromatiques...), des substances grasses (intimement associées aux fonction
biologiques des organismes vivants)et plusieurs corps oxygénés aux propriétés chimique
diverses (alcools, aldéhydes, cétones, phénols, esters, acides organiques, coumarines...).

La composition chimique et le rendement en huiles essentielles varient suivant plusieurs
conditions : I’environnement, le génotype, origine géographique,la période de récolte, le
séchage, 1’état sanitaire, la flore adventice....(Mohammedi,2006 ;Bardeau,2009).
I1.12-Les huiles végétales

Une huile végétale est un mélange a consistance liquide ou semi-liquide a température
ambiante de substance majoritairement hydrophobes,solubles dans les solvants organiques
apolaires ou peu polaires,non volatiles :on parle alors d” « huile fixe ou grasse »(Karleskind.,
1992 et Fao,1993), Les huiles végétales s'extraient naturellement par compression de la
matiere qui les contient, préalablement concassée. La compression est exercée a froid ou a
chaud.
I1.12.1 -La composition chimique des huiles végétales

Une huile végétale est constituée majoritairement de triglycérides d’acides gras,
accompagnés de substances lipidiques auxiliaires non glycéridiques, comme les
hydrocarbures saturés ou insaturés, des phytostérols, des alcools terpéniques, des alcools gras,
des vitamines (ex. vitamine E). A coté des ces lipides, dits simples, on retrouve aussi dans les
huiles une quantit¢ de lipides complexes, comme les phospholipides et les
glycolipides:(Guichard., 1967 ; Naudet., 1992).
I1.13-Etude chimique de I’espéece PL

A cause de sa large utilisation en médecine traditionnelle , les différentes parties de PL en fait
I’objet de plusieurs études phytochimiques a fin d’identifier leurs principes actifs .
I1.13.1-Les Feuilles :

Selon( Romani et al., 2002) qui a révélé que la composition chimique des feuilles de
PL est caractérisée par la présence de glycosides de flavonoles comme la
quercétine,myricetine,liteoline ainsi que 1’isoflavone genisteine.elle contiennent 6a 7% du
gallotannins de faible poids moléculaire a savoir 1’acide gallique et les dérivés d’acide

quinique 5-0,3,5-O-di-et 3,4,5-O-trigalloyl .
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d’autre part le test phytochimique d’(Arab et al ., 2014) concernant les feuilles a révélé une
trés forte teneurs en leucoanthocyanes,en tanins totaux, en saponosides ,sénosides,et en
alcaloides , une trés forte teneur en tanins galliques et flavonoides et une teneur moyenne en
glucosides , les autres substances ne sont pas présent ainsi il a eu un meilleur rendement en
composés phénoliques des feuilles qui est presque 1’équivalent du double du rendement de
fruits les valeurs obtenues sont respectivement 116,49% et 61,34%.

le screening phytochimique des feuilles et des petits rameaux du lentisque a mis en
¢vidence la présence de plusieurs composés chimique il s’agit des substances phénoliques
dont les tanins chatéchiques et galliques , des flavonoides (anthocyanes,flavones et
leucoanthocyanes), des stérols et triterpénes , des saponosides et en fin les composés
réducteurs(oses ,holosides et mucilage)(Bammou et al., 2015).
D’aprés (Barbouchi et al., 2018),les alcaloides sont présent dans les fruits et absent dans les
feuilles et les tiges.
I1.13.2-Les fruits

les graines du lentisque renferment 5,4mg/ml d’anthocyanines composés
principalement par cyanidine-3-O-glucoside(70%),delphinidines-3-O-glucose(20%) et
cyanidine-3-O-arabinoside(10%)(L.ongo et al., 2007).
les études phytochimiques montrent que les fruits de PLprésentent une trés forte teneur en
anthocyanes,tanninstotaux,tanninsgalliques,flavonoides ,glucosides,etamidon,avec ~ une
présence modérée des mucilage et une absence total des saponoside,dessénosides,des
quinones libres,descoumarines,desirridoides et des alcaloides(Arab et al., 2014).
I1.13.3-La Résine
La résine présente cinq constituants majeurs solubles dans 1’éthanol :a-pinene(40%),B-
pinéne(1,5%),B-myrcene(9%),Jlomineéne(1,0%), et B-caryophylléne(5%)(Koutsoudakie et al.,
2005).
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II1.1-Les activités biologiques de ’espéce Pistacia Lentiscus L

De nombreuses études pharmacologiques ont rapporté que les molécules contenues dans les
différentes parties aérienne de cette plante ont de multiples activités biologiques a savoir :
Anti-oxydantes,Anti-microbienne,Anti-fongique,Anti-inflammatoire, Anti-
ncéreuse(Chaabani,2019).

ITI.1.1-L’activité antioxydant

L’activité antioxydant est définie comme étant toute substance qui peut retarder ou
empécher I’oxydation des substances biologiques .les principaux antioxydant sont I’acide
ascorbique(vit C),le tocophérol(vitE) ainsi que les composés phénoliques ,en effet,la plupart
des antioxydants ont des groupes hydroxyles phénoliques dans leurs structures ,et leurs
propriétésantioxydants sont attribuées en partie a la capacité de ces composés naturels pour
¢liminer les radicaux libres comme superoxyde(O2) (Rice-Evans et al., 1995)(
Bartosz.,2003).

Grace a leur diversité stucturale , les composés phénoliques sont impliqués dans cette
activité via plusieurs mécanismes en agissant a différents niveaux de réaction radicalaires par
la chélation des métaux ,I’effet scavenger,’inhibition des enzymes génératrices des radicaux
libres et I’induction de la synthése des enzymes antioxydantes(Cotelle et al ., 1995 ;Bors et al
. 1997 ; Gramza et Korczak,2005 ; Siddhuraju,2006).

II1.1.2-L’activité anti-inflammatoire

Les propriétés anti-inflammatoires des composées phénolique peuvent étre dues a
leurs capacités d’inhiber des enzymes impliquées dans les processus inflammatoire (Skerget
etal ., 2005).

II1.1.3-L’activité anti-allergique

Les flavonoides sont également connues pour leurs effets anti-allergiques .la
quercétine exerce un puissant effet inhibiteur de la libération d’histamine a partie des
astrocytes (Ghedira,2005),ils agissent aussi par inhibition des enzymes qui favorisent la
libération d’histamine a partie des mastocytes et des basophile :1’AMPc phosphodiestérase et
la Cat++ATPase
ITI.1.4-L’activité anti-cancéreuse

Les flavonoides et autre phénols peuvent jouer un rdle préventif dans le
développement du cancer (Kahkoen et al., 1999).1ls interviennent dans 1’étape d’initiation
comme piégeurs des mutagenes électrophiles ou en stimulant la réparation de ’ADN muté.

Durant les étapes de promotion et de progression, ils agissent comme des agents suppresseurs
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de tumeurs par différents mécanismes comme 1’induction de 1’apoptose et I’inhibition de la
prolifération cellulaire (Scalbert et al., 2002).
ITI.1.5-L’activité anti-enzymatique

Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques in vitro .Ils agissent par la
formation des liaisons covalentes et non covalentes (inhibition compétitive,non
compétitive)(Chaher ,2006).

II1.2-Les utilisation de Pistacial.entiscus L
I11.2.1-L’utilisation thérapeutique traditionnelle de PistaciaLentiscus L

PL constitue une source importante de substances actives ,en effet,plusieurs parties de
cette plante(les fruits,les écorces et les feuilles ) sont utilisées en medecine traditionnelle
depuis la civilisation grecque.elles est utilisée ,soit par voie interne,en transcutanée soit en
diffusion(Dogan et al., 2003 ; Ljubuncie ez al., 2005 ; Delille,2007).

PLest connue depuis longtemps par les humains , des fouilles archéologiques
indiquent que les populations du Mésolithique et Néolithique connaissaient déja cette
plante(De Lanfranchi et al., 1999).Selon les pharmacopée traditionnelles de ces région
,pratiquement toutes les parties de la plante peuvent étre utilisées a des fins médicinales
(Boulebda et al., 2009).

Le lentisque pistachier est utilis¢, traditionnellement, sous forme :
> poudre, oudécoction ,d’écorce et des feuilles pour quérir les troubles gastro-
intestinaux,traitement de 1’eczéma , la diarrhée et les infections de la gorge,et comme un
puissant antiulcéreux(Kivcaket Akay,2005).
> huile extraite de fruits ,servant de liniment en cas de douleurs dorsale ,conseillé pour
les diabétiques ,pour le traitement des douleurs d’estomac et en cas de circoncision
(Hmimsa,2004),en plus elle utilisée comme un remede d’application locale externe sous
forme d’onguent pour soigner les brulures(Bensegueni et al., 2007).
> la résine a des vertus calmantes et emménagogues.Cette résineest trés appréciée en
chine ou on la tient ,en outre pour astringente,carminative,diurétique,toniqueméme et
recommandée en cas de gonorrhée ou de spermatorrée(Boullard,2001 ;Balfadel,2009).
> la résine a été employée comme cosmétique ou les femmes grecques fixaient des cils
postiches sur leurs paupicres avec cette résine .Elle aurait également fait partie des substances

utilisées pour I’embaumement (Happer,1999).
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> résine est utilisée comme masticatoire parfumé pour protéger les gencives et rafraichir
I’haleine (Rivera Nunez D. &Obon de Castro G, 1991).

> Les fruits peuvent étre consommés crus mais on les emploie plutét sous forme de
préparation alimentaire, dans les pays arabes, ilsservent ,par exemple a confectionner une
confiserie appelée masticha ainsi qu’une liqueur connue sous le nom de mastiche .En Espagne
du sud les baies étaient utilisées a 1’état frais pour blanchie les dents (Rivera Nunez D.
&Obon de Castro G, 1991).

> Depuis I’antiquité,la plante a été bien connu pour la résine qui est riche en tanins et est
donc également utilisé dans la préparation des pastille pour ces propriétés toniques de plus il
est utilis¢ comme hémostatique naturel contre les maladies buccodentaires

(Gastaldo, 1987)

> La résine de PL a été traditionnellement considérée comme un agent anticancéraux,en
particulier contre les tumeurs du sein,dufoie,de 1’estomac,de la rate et de
I’utérus(Assimipoulou et Papageorgiou,2005).Ces croyances traditionnelles sont en accord
avec de récentes ¢tudes montrant que le mastic de chios induit 1’apoptose(Balan et al.,
2005)et dispose 1’action anti-prolifératrice contre les cellules cancéreuses du colon (Balan et
al ., 2007).

I11.2.2-L’utilisation thérapeutiques et pharmaceutiques dePistaciaLentiscus

> Testée scientifiquement ,I’huile a montré une activité cicatrisante réelle sur les
brulures expérimentales chez le model lapin ,en diminuant la phase inflammatoire en
favorisant la contraction des plaies et en réduisant la période d’épithélialisation (Djerrou et
al.,2010) .

> PL est utilisée aussi bien en médecine traditionnelle humaine que vétérinaire, sa
consommation par les mouton est les chévres diminuer le risque des infections par les larves
contagieuse (Rogosica et al., 2006 ;Lizcano et al., 2010).

> Au Maroc,les feuilles et 1’écorce de I’arbre,en décoction ou en poudre sont utilisées
dans le traitement des maladies du ventre et de 1’intestin,L.’huile extraite des fruits est utilisée
contre les douleurs dorsales(Bellakhdar,1997).

> Les fruits murs du lentisque sont trés efficaces pour le traitement des maladies de
I’estomac et les infections respiratoires (Arab et al., 2014).

I11.2.3-Utilisations industrielles de Pistacia Lentiscus

. De nombreux produits sont formulés a partir d’ingrédients issues de PL ,tels que : la

résine ,L’huileessentielle,L.’huile végétale ou des extraits enrichis.
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. La société super Smart commercialise un supplément naturel a base de mastic(PL) ; Ce
supplément nutritionnel semble protéger la muqueuse gastrique, posseéde des effets
antimicrobiens et antifongiques et présente un intérét contre la dyspepsie et les ulceres
gastroduodénaux .1a boite de 60 gélules est vendue a 32euros .

. Mastic gum est un autre produit a base de la résine de PL, commercialisé par la société
Jarrow formulas pour protéger I’estomac et prévenir les problémes gastriques .

= L’huile végétale des fruits de lentisque obtenues par pression mécaniqueest également
commercialisée par le laboratoire Nature Orient.

- Le pistachier lentisque est méme utilis¢é dans plusieurs parfums comme Lilaia
(Bvlgari),infusion d’Iris (Parada),french mastic(Queen B).

. L’huile essentielle de PL est commercialisée par de nombreuses sociétés comme
Vitalba, Huiles & Sens, Florame, etc. Cette huile est connue pour ces propriétés
anticedémateuse, antalgique cutanée, parasiticide, insectifuge, décongestionnante veineuse et
lymphatique, décongestionnante prostatique et décongestionnante des sinus et des

bronches(Chaabani,2019).

Figure.13.Les produits commercialisée a base de
PistaciaLentiscus(A)Supplément alimentaire (B)Huile essentielle (C)Huile
végétale (D) Parfums (Chaabani.2019)
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Tableau. 03. Les Activités biologiques de Pistacia Lentiscus

Activité biologique Partie utilisé Métabolite/extraits Référances
Acide digallique Bhouri et al., 2010
Fruits
Extrait hydro alcoolique | Remila et al .,2015
Huille essentielle Barra et al., 2007
Fractions aqueuses de
, Atmani et al., 2009
Activité antioxydante Feuilles chloroforme et I"hexane
Benhammaou ez al.,
Extraits éthanoliques
2008
Extraits phénoliques Atmani et al.,2010
) Sakagami et al.,
Extait aqueux de résine
2009
Mastic
. Assimopoulou et al.,
triterpéne
2005
) Ben khadir et al.,
Huile végétale
2016
fruits
Extaits hydro alcoolique Remila et al., 2015
Activité anti- Huile végétale Al said et al., 2009
inflammatoire
Extraits
feuilles aqueux,chloroforme,ethyl Ismail et al., 2013
acétate et méthanol
Huile végeétale Mezni el al., 2015
Fruits
Extrait phénolique Mezni et al., 2015
Anti microbienne et
anti virale anti-
fonsi Huiles essentielle Djenane et al., 2011
ongique
Feuilles
. Chrysaavgi et al.,
Extrait méthanolique
2008
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Ether alcochol

Kordali et al., 2003

Extait éthanolique

Benhammaou ez al.,

2008

Sakagami et al .,

Résine Extait aqueux de mastic
2009
. Ben douissa et al.,
Huile essentielle
2005
Anti mutagéneses Feuilles Extait aqueux Hayder et al ., 2005
Extrait enrichi en
Hayder et al ., 2005
flavonoides
Feuilles Extrait hydro alcoolique Remiila ez al ., 2015
Anti-cancéreuse
Résine Extait éthanolique Balan et al., 2007
Huile végétale Djerrou et al., 2011
Fruits Extrait éthanolique,fraction
) Mehenni et al., 2016
Anti-diabétique aqueuses et organique
Extrait éthanolique,fraction
feuilles ) Mehenni et al., 2016
aqueuses et organique
Extrait éthanoique, fraction
) Mehenni et al., 2016
aqueuse et organique
Hépatoprotective Feuilles --- Janakat et al ., 2002
Ljubuncic et al
Extrait aqueux
2005
. ] . Bachrouch et al.,
Insecticide Feuilles Huile essentielle
2010
. . . . Djeridane et al.,
Anti-hémolytique feuilles Extraits phénolique 2007
Anti-ulcéreux Fruits Huile végétale Naouar et al., 2016
_ Benamar et al.,
Anti-cholinestérasique Feuilles Extrait aqueux

2010
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IV.1-Stress oxydant

Dans les conditions physiologiques, la production d’espéces réactives de I’oxygeéne ou
ERO est utile mais peut étre néfaste pour 1’organisme lors d’une production excessive en
absence de mécanisme de défense .c’est ce que 1’on appelle le stress oxydant.
Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre la production d’espéces réactives de
I’oxygene (ERO) et les capacités cellulaires antioxydants (Midgal et serres,2011).
Il peut se produire en raison de la suproduction d’oxydants, la diminution de la défense
antioxydantou une combinaison de ces deux facteurs (Ece et al., 2007).
IV.2-Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce (atome ou molécule) caractérisée par une instabilité
et /ou un pouvoir oxydant fort, il se différencie par la présence d’une électron non apparié¢ sur
la couche ¢électronique la plus externe cette configuration instable crée de I’énergie qui est
libérée par les réactions avec les molécules adjacentes, telles que les protéines, les lipides les
glucides et les acides nucléiques(Rahman,2007).
IV.2.1-Les fonctions des radicaux libres

Les radicaux libres participent @ de nombreuses fonctions physiologiques telles que le
fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction des signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogénes,...etc. mais par leur trés grande réactivité, ces
entités radicalaires et moléculaires sont produites d’une maniére accrue et sont fortement
impliquédans la dégradation oxydative au niveau des macromolécules biologiques .ces 1ésions
oxydatives sont impliquées dans plusieurs pathologies(athérosclérose,diabéte sucré,
maladiesneurondégénératives, maladies articulaires, cancer)ainsi que les processus de

vieillissement (Delatre et al., 2005).

|

[ o

Stress oxwvdant

Figure.14.le déséquilibre entre la production des radicaux libres et les antioxydants
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IV.3-Les especes réactives de ’oxygene(ERQ)

L’oxygéne, ou dioxygene est une molécule indispensable a la vie des organismes
aérobies qu’ils utilisent pour produire de 1’énergie sous forme d’adénosine tri
phosphate(ATP)par I’intermédiaire des chaines mitochondriales de transport d’électrons.

Lors du métabolisme normal, la réduction tétravalente de I’oxygene en eau se fait en
plusieurs étapes successives qui donnent naissance a des intermédiaires potentiellement
réduits, appelés les especes réactives de 1’oxygéne ERO. Cette production augmente en
rapport avec 1’¢élévation de la consommation d’oxygene.

Les ERO sont une famille d’entités chimiques(novelli,1997)trés réactives et qu’ils
sont considérées comme des sous produits du métabolisme normal de 1I’oxygéne et impliquées
dans de nombreuses pathologies (Midgal et Serres,2011).

IV.4-Les principaux ERO
IV.4.1-L’anion superoxyde (O2e-)

L’anion superoxyde est une ERO primaire, il est considéré comme le type le moins
réactif des ERO et le radical le plus fréquemment produit dans 1’organisme humain
(Scheibmeir et al., 2005).il peut se former par la réaction de 1’oxygéne avec un électron
provient d’une fuite au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale.

Osxte- Oxydase ——» O2e-
Le O2e- est hautement réactif avec certains métaux de transition comme le cuivre, le fer et le
manganese (Abreu et al., 2010).
1V .4.2-Radical hydroxyle(OHe)

Les radicaux hydroxyles sont les ERO les plus nocifs(Erel,2004) et les plus réactifs
(Gutteridge et Mitchell,1999).est une espéce qui ne posseéde pas de cibles privilégiées
(Midgal et Serres,2011) qui réagit avec des substrats sur son lieu de production .

Le OHe est form¢ dans la chaine respiratoire mitochondriale a partir du H202 qui
réagir soit avec O2e- dans la réaction d’Haber-weiss,soit avec un ion ferreux au cours de la

réaction de fenton ou sous ’effet de radiation ionisantes (rayon X ou gamma).

Le OHe peut oxyder un substrat selon trois modes d’action : arrachement d’un électron
arrachement d’un atome d’hydrogene sur un substrat organique ou addition sur double liaison.
1V.4.1.3-Le monoxyde d’azote (NOe)

Le monoxyde d’azote c’est un agent vasodilatateur (Moncada et al.,

1993 ;cosentino,2002).il est produit de manicre endogéne par différents types cellulaires
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(phagocytes et cellules endothéliales vasculaire)et par I’action d’enzyme NO-synthase a partir
d’arginine et d’oxygene :

L- Arginine +O2 —— L- citrulline+NO-

Le NO- est caractérise par une diffusivité élevée, une réactivité limitée et une demi-vie qui
n’excede pas quelques secondes (Balan et al., 2005).

1V.4.4-Peroxyde d’hydrogéne(H202)

Le peroxyde d’hydrogéne ce n’est pas un radical libre mais une molécule, car tous ses
¢lectrons périphérique sont apparié¢s (Belkheiri,2010), c’est pourquoi il présente une grande
probabilité de réagir a proximité immédiate de son lieu de production.

H202 c’est un oxydant obtenu a partir ’anion superoxyde par dismutation spontanée ou par
I’enzyme superoxyde dismutase(Deby et Goutier,1990).
202e- +2H* » H202+02
SOD

IV .4.5-L’acide hypochloreux (HOCI)

L’acide hypochloreux est un agent chlorant et un oxydant fort ,il est produit au cours
de I’inflammation par les myeloperoxydases (MPO)leucocytaires et a partir de peroxyde
d’hydrogene et d’ion chlorure.

H202 +C1+H* — 3 HOCI+H20
HOCI est considéré comme 100 a1000 fois plus toxique que le radical superoxyde et de
peroxyde d’hydrogéne.
1V.4.6-L’oxygéne singulet (*O2)

L’oxygene singulet c’est une molécule tres instable qui se forme durant la phagocytose
au cours de I’attaque de 1’eau oxygénée par la (MPO) par réaction du peroxyde d’hydrogene
avec I’acide hypochloreux :

H202 +HOClI 3 H20+H"+CI+'O;
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Figure.15.les principales ERO(Debydupont et al., 2002)

IV.5-Dommage induits par les espéces réactives de I’oxygene (ERO)
IV.5.1-Oxydation des protéines

Les ERO peuvent oxydent les protéines et les acides aminés par le radical hydroxyle
qui permettant la formation de produits carbonylés ou hydroxylés. Cette oxydation conduit a
la formation de ponts disulfures, ou couper les liaisons peptidiques et de former ainsi des
fragments protéiues.les protéines oxydées perdent leur capacité a se fixer correctement sur un
récepteur ou a fixer spécifiquement un ligand, altérant la signalisation cellulaire
(Favier,2003).

Les acides aminés soufré ainsi que les basiques et les aromatiques sont les plus
sensibles a ces oxydations.
IV.5.2-Oxydation des lipides

La peroxydation des lipides est une réaction en chaine des lipides par les ERO. Lors
cette réaction les radicaux libres peuvent arracher un atome d’hydrogéne aux chaines latérales
d’acides gras lipides pour former des radicaux alkyles .ceux-ci vont ensuite réagir avec
I’oxygeéne moléculaire pour former des radicaux peroxyles.

Un unique événement oxydatif peut altérer de nombreuses molécules lipidiques et
induire une accumulation d’hydroperoxydes dans les membranes ce qui réduira leur fluidité
de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la

transduction des signaux (Favier,2003),ce qui peut mener a une lyse cellulaire.
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IV.5.3-Oxydation de ’ADN

Les ERO et plus spécifiquement les radicaux O:-- et OH- provoquent des 1ésions de
1I’ADN nucléaire ou mitochondrial .les altérations les plus communes sont I’hydroxylation des
bases puriques et pyrimidiques et du squelette désoxyribose provoquant le clivage et des
mutations génétiques (Valko et al., 2006).

Une des altérations fréquentes de I’ADN est observée au niveau de 1’oxydation de la
guanine par le radical hydroxyle formant la 8-hydroxy-guanine (8-OHG)(Valko et al., 2006).

Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont réparées entrainent a long terme des
altérations géniques : cassures chromosomiques, mutation, délétions, et amplifications a
I’origine d’une dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéique (Koechlin-

Ramonatxo,2006)

ERO
L ADN Earnies Protéines
ﬂ l’ e Oxvdati d
O=xwvdation des acides Peroxwvdation lipidigue i e -
= groupements sulfhwvdriles
nucléigue
‘ Production d aldéhyde
|
= = = Perturbation de l'intégrité Altération des protéines
Alrération des génes h B Z ;
meml:')ra_nz-:ure et altération svstémes enzymatique
\fon e activés/inactives
Dommage cellulaire

Figure.16.les principaux dommage cellulaires induits par les ERO (Montail et al., 2004)

IV.6-Les antioxydants

Les antioxydants sont définit comme tout substances qui, une fois présentée a une
concentration faible en comparaison avec celle d’un substrat oxydé¢ (Medina-Navarro ef al.,
2010) et qui inhibent ou 1’oxydation d’un substrat (Wainsten,2009).

Un antioxydant idéal devrait étre aisément absorbé, susceptible d’¢éliminer le radicaux
libres, et chélater les métaux redox a des niveaux physiologiquement appropriés (Rahman,

2007).
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IV.6.1-Les différents types d’antioxydants

Les antioxydants peuvent empécher ou retarder les processus d’oxydation causés par
les radicaux libres et les ERO (Heo et al., 2007).

Ce sont groupe hétérogene de systémes antioxydants qui peuvent classée en :
IV.6.1.1-Systémes antioxydants endogéne

IV.6.1.1.1-Les antioxydants enzymatiques

1V.6.1.1.1.1-Superoxyde dismutase (SOD)

Lasuperoxydedismutase (EC.1.15.1.1) est des antioxydants enzymatiques
intercellulaires les plus efficaces (Rahman,2007).

La (SOD) catalyser la dismutation spontanée de I’anion superoxyde(O2e-) qu’elle
transforme en peroxyde d’hydrogene (H202)et en oxygene moléculaire selon la réaction :

02+ 02¢+2H —» H202+02
Chez les hommes, les SOD sont classée selon la nature du métal de site actif en trois types :
a) La Cu/ Zn-SOD cytosolique : présent dans le cytosol et utilise le cuivre et le zinc
comme cofacteurs.
b) La Mn-SOD mitochondrial : présente dans les mitochondries et utilise le manganeése
comme cofacteurs. Il est activée par les cytokines pro-inflammatoires (IL-1,IL-4,IL-6,TNF-a).
¢) La Cu/ Zn SOD extracellulaire : retrouvée au niveau extracellulaire et utilisele
cuivre et le zinc comme cofacteur.
Ces trois types différents catalysant la méme réaction .chez I’homme, les plus hauts niveaux
de la superoxydedismutase se trouvent dans le foie, la glande surrénale, les reins et la rate
(Scheibmeir et al., 2005).
1V.6.1.1.1.2-La Glutathion peroxydase (GPx)

La Glutathion peroxydase (EC.1.11.10.19) est un enzyme dépendante de sélénium
(AKkkbas et al., 2005) ce protéine est constituée de 4 sous unités contenant chacune un atome
de sélénium (dans le site actif). il est présente dans le cytosol, le réticulum endoplasmique et
dans la membrane interne des mitochondries.

Il catalyse la réduction des hydroperoxydes et des peroxydes lipidiques en utilisant la
glutathion réduit (GSH) comme donneur d’hydrogéne.
2 GSH(réduit)ytH20 ———— »  GSSH(oxydé)+2 H20
GPx
En présence de substrat de type ROOH, la réaction se traduit de la maniere suivante

avec la formation d’une molécule d’eau et d’une molécule d’alcool.
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2GSH +ROOH > GSSH(oxydé)+ROH+H20
GPx
La régénération du GSH est catalysée par le glutathion réductase(GR) (Serdar et al.,
2006) associer au NADPH via le métabolismes des glucides.
GSSH+NADPH > 2GSH+NADP-
1V.6.1.1.1.3-La catalase (CAT)

La catalase (EC.1.11.1.6) est un enzyme intracellulaire qui localisée essentiellement
dans les peroxysomes (Valko et al., 2006). 11 est composé de quatre sous-unités protéique,
chacun contenant un groupement héminique avec le Fe?+ lie au site actif,

Elle catalyse la dismutation de peroxyde d’hydrogéne (H202)(généralement produit par
SOD)
2 H202 ———  2H20+02
I1V.6.1.1.2-Les antioxydants Non enzymatiques
1V.6.1.1.2.1-Le glutathion (GSH)

c’est un antioxydant multifactoriel intracellulaire (Rahman,2007),c’est un tripeptide
constitue d’acide glutamique-cystéine-glycine, qui présent dans le cytosol, les noyaux et les
mitochondries. Avec son groupement sulfhydrile, il est le thiol majoritaire au niveau
intracellulaire et est présent soit sous forme réduite (GSH) soit sous forme oxydée (GS-SH).
GSH +OHs —  GS+«+H20
2GS — " GSSG
IV.6.1.2-Systémes antioxydants exogenes
IV.6.1.2.1-Vitamine E

ou l’acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique, est un composé
analogue de I’a-tocophérol. il est présente dans les huiles végétales, les céréales les amandes,
les 1égumes verts le beurre, la margarine, les poissons gras.et se trouve dans les membranes
celulaires et les lipoprotéines circulantes (Fusco,2007).

Grace a leur solubilité¢ adéquate dans le solutions lipophiles et hydrophiles (Cheng et
al., 2007).il est considérée comme le principal antioxydant attaché a la membrane utilisé par

la cellule pour inhiber 1 peroxydation lipidique(Pyror,2000 ;Valko et al., 2006).
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Ry=R,=Me a-tocophérol
Ri=Me, R, =H p-tocophérol
Ri=H,R,=Me ytocophérol
Ry=R,=H d-tocophérol

Figure.17.1a structure de vitamine E

IV.6.1.2.2-Vitamine C

Ou P’acide L-ascorbique de formule CeéHsOs est un antioxydant hydrosoluble qui
présents dans les fluides intra et extra cellulaires (compartiments hydrophiles) les apports en
vitamine C se font principalement par les fruits frais (kiwi,argumes) et par certains légumes
comme les tomates,poivrons,brocolis(Marc et al., 2004).

L’effet antioxydant de I’acide ascorbique pourrait inhiber les processus d’oxydation et
les radicaux libres qui jouent un rdle dans D’initiation et la promotion du processus

néoplasique.

. o H o
OH

HO OH

Figure.18.La structure de vitamine C

1V.6.1.2.3-Caroténoides

Les caroténoides sont des antioxydants liposoluble (Fusco ef al., 2007).il jouent le role
des pigments colorés.ils sont apportés par I’alimentation, mais retrouve aussi dans le foie et
les huiles de foie de poisson, le lait entier et les ceufs.

Le caroténoides le plus connu est le B carotene CH,qui est un puissant antioxydant
capable d’étancher rapidement 1’oxygene singulet(Fusco et al., 2007).

L’activité antioxydant des caroténoides résulte de la capacité de la double liaison
conjuguée a délocaliser les électrons non appariés (Rahman,2007).elle interagissent avec les
radicaux libres (ROO¢*Re¢) par trois mécanismes ,soit par I’abstraction d’hydrogene, transfert
d’¢lectron et addition du radical.

10x+p-carottne ——— > 3 O tf-caroténe
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Figure.19la structure des caroténoides

1V.6.1.2.4-Les polyphénols

Vu leur propriétés redox les plus élevées, les polyphénols agissent comme des agents
réducteurs, donneurs d’hydrogene en piégeant les radicaux et en chélatant les ions (Valko et
al., 2006)

Le role des polyphénols comme antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét
pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires, cardiovasculaire et

neurodégénératives.
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Figure.20.mécanisme d’action des composés polyphénols (Leopoldini ez al., 2011)
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IV.7-Les méthodes d’évaluation de pouvoir antioxydants

Tableau.04.Les Méthodes d’évaluation de pouvoir antioxydants

La méthode

Définition

DPPH-
(2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle
(a,adiphényl-p-

Ce test est utilisé pour déterminer 1’activité anti-radicalaire et
antioxydant des composés phénoliques purifies ainsi que les extraits
végétaux .ce test est bas¢ sur une réaction de transfert d’électrons,
tandis que [D’abstraction d’atome d’hydrogéne est un processus
réactionnel marginal, par ce qu’elle se produit lentement dans des

solvants forts, tels que le méthanol et 1’éthanol.(Foti et al., 2004).

plcrylbydrazyle) DPPH +H — ADPPH-H +A
Il s’effectue a température ambiante, mesurable par
spectrophotométrie a 515 nm-528nm.
consiste a mesurer a 470 nm,la décoloration du f-caroténe résultant
de son oxydation par les produit de décomposition de I’acide
Test de

blanchissement de 3-

carotene par I’acide

linoléique.la dispersion de I’acide linoléique et du B-caroténe dans
la phase aqueuse est assuré par Tween.

I’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits végétaux

linoléique
induit un retard de la cinétique de la décoloration de § —caroténe
(koleva et al., 2001) .
ORAC Elle consiste amesurer l'effet inhibiteur des antioxydants sur un
(Capacite radical libre (radical peroxyl) couplé a une protéine fluorescente, la

d’ absorbance du
radical de

1’ oxygene)

B-PE (B Phycoérythrine).

FTC
(Ferric thio cyanate

method)

Cette méthode est basée sur 1’oxydation de 1’acide linoléique qui
génere la formation deperoxyde qui oxyde Fe2+en Fes+. Ces derniers
ions  forment un  complexe  avec le  thiocyanate

mesur¢ a une absorbance maximale de 500 nm (Gdilgin, 2007).

41




Chapitre 04 le stress oxydant et I’activité antioxydant

Consiste a mesurer la capacité d’un échantillon a réduire le

FRAP
complexe ferrique tripyridyltriazine au tripyridyltriazine a un faible

(Ferric ion Reducing o o
o pH.ce complexe de tripyridyltriazine ferreux a un couleur bleu
Antioxidant .
intense mesuré¢ par un specrophotométre a 593 nm (Cheurfa et

Parameter).
Allem,2016).
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Chapitre 05 les méthodes d’extraction

Depuis I’Antiquité ,L’homme utilise des colorants, des parfums des ardmes et des
extrait des produits végétaux par différente techniques d’extraction ;par définition 1’extraction
est I'une des étapes nécessaires utilisée pour extraire sélectivement un ou plusieurs composées
d’un mélange initiale sur la base des propriétés chimiques ou physiques ,qui résulte donc
d’extraire le maximum des principes actifs de toutes les parties de la plantes soit on utilisant
des méthode traditionnelle d’extraction ,soit par des solvant organique qui accélére et
augmente le rendement d’extraction.

V.1-Méthodes d’extraction des principes actifs traditionnelle

Les trois modes de préparation ont été testés par 1’équipe de recherche (Konkon et al., 20006)
afin d’identifier les groupes de constituants chimiques présentant un intérét pharmacologique. Ils ont
trouvé que la méthode d'extraction utilisée en médecine traditionnelle (décoction) est du point de vue
qualitatif aussi efficace que les autres méthodes d'extraction étudiées (macération et infusion).
V.1.1-L’infusion

L’une des mode de préparation les plus courants ,I’infusion est préparée en versant de
I’eau bouillante sur une quantité spécifique de matiere végétale ,en laissant reposer la mixture
pendant 10-15 minutes(Sofowora,2012),Ce type de procédé est utilisé quand les principes actifs
de la plante sont hydrosolubles et peuvent facilement €tre obtenus a partir du tissu de la plante.
V.1.2-La décoction

Les plantes sont versées dans ’eau froide et portées a ébullition un temps plus ou
moins long, deux ou trois minutes pour les feuilles,les tiges, et les fruits ;cinq minutes ou plus
pour les écorces et les racines(Pierre et Lis,2007),on 'utilise quand les substances actives sont
hydrosolubles mais pas facilement accessibles.

V.1.3-Macération

Le liquide de macération peut étre de 1’eau, de I’alcool ou de vinaigre. Dans les cas de
la macération a 1’eau ,les plantes doivent étre versées dans le liquide froid ou tiede pendant
quelques heures(10 ou 12 heures),les macération a I’eau ne doivent pas dépasser une douzaine
heures par risque d’oxydation et de fermentation du liquide Pour 1’alcool, le vinaigre, huiles,
cette macération peut se prolonger plusieurs jours sans inconvénients (Pierre et Lis, 2007).
V.2-Méthodes d’extraction innovantes
V.2.1-Extraction par CO2 supercritique

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone a
I’¢état supercritique. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone permet 1’extraction dans le

domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux.dans cette technique
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un courant de CO2 a forte pression fait éclater les poches a essence, et entraine les H.E qui
seront ensuite, récupérées (Scimeca,2007).

La technique est également apte pour l’automatisation, une extraction sélective
(fractionnée) peut étre obtenue en utilisant différent gradient de pression ou de température
(Fadi,2011).

L’extraction par CO2 supercritique supercritique est un exemple de technique
simple,rapide efficace et pratiquement sans solvant ni prétraitement (Reverchon et De
Marco0,2006 ;Gomes et al., 2007).

Les objectifs de cette nouvelle technologie sont I’élimination de 1’utilisation de solvant
organique pour obtenir un produit pur et propre tout en diminution la durée d’extraction et la
consommation d’énergie( Herzi,2013).de plus la température d’extraction sont basses dans le
cas de dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles (Martini et
al., 1999) .

Mais cette méthode présente quelques difficultés, car SC-CO2 montre une grande
affinit¢ non seulement pour des composants d’huile essentielles mais également pour
beaucoup d’autre classes de composés de basse polarité contenue dans la mati¢re végétale,
telle que les cires, les acides gras les tannins et les résines.

Un autre inconvénient li¢ a ’utilisation de I’extraction SC-CO2 est le cout élevé d’achat et

d’entretien exigé pour cet équipement (Fadi,2011).

Extraction par CO, supercritique

.

Stockage CO. liquide Compresseur

Chauffage
du CO,

Extracteur -’

Condensateur Séparateur

B CO, a I'élat supercritique

B CO, a l'élat supercritique + extrait .'. 3

Tl " L ]
B CO, a l'élat gazeux e
B COo, a rélat liguide Exbrait

Figure.21.schéma d’extraction par CO2 supercritique

V.2.2-Extraction par hydrodistillation
L’hydrodistillation consiste a immerge la mati¢re premi¢re dans un bain d’eau,

I’ensemble est porté a ¢bullition .elle est généralement conduite a pression atmosphérique .la
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distillation peut s’effectuer avec ou sans cohobage des eaux aromatiques obtenues lors de
décantation(Lucchesi,2005).

Les imperfections principales de cette opération résident dans sa lenteur (li¢ a
difficult¢ de diffusion), la quantité d’énergie importante qu’elle nécessite sa nature non

quantitative et I’impossibilité¢ de son automatisation.

refrigerant
principal

| refrigerant
secondaire

colonne
de distillation

cohobage

agitation _\ =
| LY | ' chauffe

ballon

Figure.22. schéma d’extraction par hydrodistillation

V.2.3-Extraction assistés par micro-onde (MAE)

Cette technique d’extraction a été développée au cours des dernieéres décennies a des
fins analytique (Wang et al., 2006).

L’extraction assistée par micro-onde est un processus par lequel 1’énergie micro-onde
accélere I’extraction. Ce traitement accélére la rupture des cellules en provoquant une
augmentation rapide de la température et de | pression interne dans les parois des cellules
végétales (Jawad et al., 2012 ; Inoue et al., 2010).ceci permet une meilleure pénétration du
solvantd’extraction a travers la matrice (Yeoh et al ., 2008 ; Kratchanova et al., 2007)ct
facilite I’extraction des composés entre autre phénoliques (Mandal et al., 2007).

Le réacteur contenant seulement le matériel végétalest chouffé¢ par les microondes a
I’intérieur de four,les vapeurs sont ensuite entrainées dans le col de cygne avant d’étre
condensées dans le réfrigérant puis recueillies dans un essencier .les graines sont en
permanence humides, ce qui ne laisse aucune chance a la réalisation d’eventuelles réactions

secondaires, néfastes a la qualité du produit obtenu (Lucchesi,2006).
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Figure.23. Montage d’extraction assistée par micro-onde

V.2.4- Distillation :

La plupart des composés odorants contenus dans les végétaux sont entrainables a la
vapeur d’eau. Le flux de vapeur d’eau et des composés organiques volatils sont entrainés par
distillation azéotropique, et, aprés condensation par refroidissement dans un réfrigérant, se
séparent par différenciation de densité .I’huile essentielle, a la plupart du temps plus légere
que l’eau, surnage et peut étre récupérée dans des séparateurs, dont le fameux (vase
florentin)(xavier et chemat,2012).

Deux méthodes sont décrites ci-dessous :
V.2.4.1- La méthode de Moritz :

Il s’agit d’une hydrodistillation simple qui consiste & immerge directement le matériel
végétal a traiter dans un alambic rempli d’eau. L’ensemble est ensuite porté a 1’ébullition.les
vapeurs hétérogénessont condensées sur une surface froide et I’huile se sépare par différence
de densité.

Les systémes congu pour I’opération est appelé Clevenger .son intert majeur réside
dans I’utilisation du systéme de cohobation permettant une distillation en continu sans

modifier | quantité en eau du ballon.
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Figure.24. Montage de Clevenger

V.2.4.2- La méthode de Parnas-Wagner

L’entrainement a la vapeur d’eau est I’une des méthodes officielles pour I’obtention

des huiles essentielles. Dans la distillation a vapeur saturée, la matiere végétale est placée sur

une grille perforée au-dessus de 1’alambic et n’est pas en contact avec I’eau. Les principes

volatils sont entrainés par les vapeurs d’eau puis refroidis et enfin séparés de la phase par

décantation (Fabrocini, 2007 ;Moro et Buronzo,2008). L’absence de contacte direct entre

I’eau et la maticre végétale , puis entre I’eau et les molécules aromatique évite certains

phénoméne d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I’huile (Meyer-

warnod,1984).

Vapeur d'eau chargée
d'huile essentielle

Plantes aromatgues

Vapeur d'eau

Eau

Chaleur =————e

f

-‘I JI r‘l.a r\ln AlnL_-lr \\J." ﬂ!-\_

Eau chaude

Eau froide

Eau florale +
huile essentielle

Huile essentielle

[

Essencier

Eau florale

Figure.25.montage d’extraction par entrainement a la vapeur
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V.2.5-Extraction par solvant organique

La technique d‘extraction par solvant consiste a placer dans un extracteur un solvant
volatil et la matiere végétal a traiter. grace a des lavages successifs, le solvant va se chargée
en molécule aromatique, avant d’étre envoy¢ au concentrateur pour étre distillé a pression
atmosphérique .le produit ainsi obtenu est appelé « concrete ».cette concréte pourra étre par la
uite brassée avec de I’alcool absolu, filtrées et glacée pour en extraire les cires végétales .les
rendements sont généralement plus importants par rapport a la distillation (Fadi ,2011).

Les solvants les plus utilisés a I’heure actuelles sont I’hexane,le
cyclohexane,l’ethanol,le méthanol ,le dichlorométhane et I’acétone (kim et al., 2002).

L’extraction est réalisée avec un appareil de Soxlet ou un appareil Lickens substance.

Appareil de Soxlhet

Lickens-Nickerson

Figure.26. les appareils d’extraction par solvant

V.2.6-Hydrodiffusion

Cette technique est consisté a faire passer, du haut vers le bas et a pression réduit, la
vapeur d’eau au travers de la matrice végétale.

Le principe de cette technique réside dan 1’utilisation de la pesanteur pour dégager et
condenser le mélange (vapeur d’eau- huile essentielles)dispers¢ dans la matiére
végétale(Meyer et Warnod,1984).comme pourl’entrainement a la vapeur d’eau |,
I’hydrodiffusion présente 1’avantage de ne pas mettre en contact la maticre végétale et
I’eau.de plus I’hydrodiffusionpermet une économie d’énergie due a la réduction de la durée de

la distillation et donc la réduction de la consommation de vapeur (Lucchesi,2005).
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régulation de " | condenseurs

la vapeur

Figure.27.schéma d’hydrodiffusion

V.2.7-L’extraction par ultrason (UAE)

L’extraction par ultrason est une méthode simple et peu couteuse .ses avantages les
plus significatifs sont liés a I’augmentation du rendement d’extraction et une accélération de
la cinétique par rapport a une extraction classique. Elle permet de travailler a des températures
relativement basses et d’éviter la thermodestruction des composés.

L’extraction par ultrason permet d’utiliser une large gamme de solvant afin d’obtenir
différent composés naturels.cepenant 1’effet d’extraction par ultrason sur le rendement et la

cinetique d’extraction est li¢ a la nature de la matrice végétale (Kiriamiti,2003).
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Figure.28. Représentation schématique du phénomeéne cavitation
acoustique(Draye et al.,2009)
V.2.8- L’extraction par I’eau sub-critique
Un fluide supercritique est définir commeétant une substance prise dans des conditions
opératoire de température(Tc) et de pression (Pc) critique.
L’eau a I’état sub-critique peut permettre d’effectuer des extractions trés sélectives de

composés polaires a des températures relativement faibles et moyennement polaires ou non
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polaires a des températures ¢levées. L’extraction compléte de substances naturelles a été
démontrée avec un temps d’extraction de quelques minutes avec 1’eau sub-critique (Eikani et
al., 2007 ;Gamiz-Garcia ,2000)afin d’¢éliminer le solvant et récupérer I’extrait apres
extraction nous avons procédé a sa lyophilisation .1’appareil utilisé pour cette étape est appelé
lyophilisateur Christ Alpha 1-2LD.

Les propriétés des fluides sub-critiques sont intermédiaires entre celles des liquides et
des gaz .les fluides sub-critiques présente une viscosité faible et une diffusivité élevée comme
les gaz mais une masse volumique se rapprochant de celle d’un liquide.

V.2.9-L’extraction liquide- liquide

L’extraction liquide- liquide est une méthode de purification basée sur la solubilité
différentielled’'une méme substance dans deux solvants non miscible. Dans le cas ou ’'un des
solvants est constitué par I’eau, le second doit étre un liquide de faible constante dié¢lectrique
solvant organique inerte de préférence, comme le tétrachlorure décarbone , le benzene , le
cyclohexane ou le chloroforme.

Le but est d’isoler le produit d’intérét en le faisant passer une phase organique ou
aqueuse .on utilise pour cela une piéce de verrerie particulier : I’ampoule a décanter.

Deux opérations distinctes doivent étre effectuées pour réaliser une extraction liquide-liquide :
- le mélange intime des deux phases par agitation.

- La séparation des deux phases par décantation

La durée d’agitation est régit par la cinétique de transfert de soluté vers la phase organique

pour atteindre une concentration d’équilibre. Tandis que la durée de décantation est

¥

1 Penser a
? 5 i it laisser sortir la 35)
e R pression par le

robinet

conditionnée par le temps de séparation des deux phases non miscibles.

Agitation
manuelle
Phases

org. \.

a. |

Figure.29.montage d’une extraction liquide-liquide
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V.2.10-L’extraction Solide-liquide :

Désigne la solubilisation d’un ou plusieurs solutés d’une matrice solide a I’aide d’un
solvantliquide, elle utilisée soit pour éliminer des substances indésirables comme les toxins ou les
contaminants, soit pour extraire des comoposésd’intérét(Chemat et al., 2012)

V.2.10.1-Principe de I’extraction solide-liquide :

L’extraction solide-liquide est une opération physique de transfert de matiére entre une phase
solide, qui contient la substance a extraire et une phase liquide ;le solvant d’extraction (Leybros et al.,
1990)

Suite au contact entre le solvant et le solide hétérogene, les substances ayant une affinité pour
le solvant sont solubilisées et passent de la phase solide vers la phase liquide .au cours de 1’extraction
,leurs concentration diminuent dans la phase solide et augmentent dans la phase liquide .le transfert de
matiere se réalise par diffusion moléculaire .I’extraction est un processus non stationnaire qui s’arréte
au moment ou s’établit un équilibre entre les deux phases .cependant si le solvant est continuellement

renouvelé ,la diffusion se poursuit jusqu’a épuisement de la phase solide (Dibert et al., 1989).
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Partie 02 : in Silico

Parmi les outils treés sollicit¢ dans la recherche de nouvelles molécules a visée
thérapeutique et pharmaceutique, qu’on ne peut actuellement se passer, est la bio-informatique,
elle traite le flot des données produites et optimise ses avancées.

Le docking moléculaire est I'une des méthodes empiriques qui permet de prédire
I’affinité et 1’orientation entre deux molécules pour avoir le complexe le plus stable; Le
docking peut se décomposer en deux étapes, la partie de la recherche des conformation
possibles du ligand et la partie d’évaluation de ces conformation ou fonction de score. Cette
derniére doit permettre d’attribuer le meilleur score et de mettre en évidence les régions et les
résidus a explorer pour optimiser I’affinité d’un ligand avec cette cible, Ainsi, il est également
utilisé pour optimiser la sélectivité d’une molécule entre deux ou plusieurs protéines.
L’objectif :

L’objectifs de notre travail d’évaluer I’activité antioxydant des composants des huiles
végétales par le docking moléculaire entre deux molécules ; pour éclairer quelles sont les

composés actifs des huiles végétale de Pistacia Lentiscus L.

I.Matériel
I-1- Micro-ordinateur

Nous avons utilisés un microordinateur de fabricant Acer, Mode¢le aspire 5732z ; ayant un
mémoire installé RAM 2@, un processeur Pentium® Dual-core CPU T4400@2,20GHzt ou les

programmes utilisées dans cette étude sont installé sous les systeme d’exploitation Windows

2010, 32 bits .

1.1-Le package « MOE »

Pour tout le travail in silico réalisé dans la présente étude, le package( Molecular operating
environment) version 2014.0901 a été utilis¢, installé sur un PC portable (processeur Intel
Dual-core 2,20GHzt, 2 Go de RAM, plateforme : Windows 7).

Est un package de Modélisation Moléculaire trés complet et trés puissant qui comprend les
programmes et applications, et les solutions les plus sophistiqués et les plus performants dans
le monde de la bio-informatique, la chimio-informatique et la conception des médicaments

assistée par ordinateur.
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Figure.31. Plateforme Moe sous Windows

I-2-2-«PDB» (protein Data Bank):

La banque de données sur les protéines (PDB) a été créée comme la premiere ressource de
données numériques en libre acces dans le domaine de la biologie et de la médecine. Elle est
aujourd’hui une ressource mondiale de premier plan pour les données expérimentales

essentielles a la découverte scientifique avec 168095 entrés en Aout 2020.

Grace a un portail d'information sur Internet et a des archives de données téléchargeables, la
PDB donne acces a des données de structure en 3D pour les grandes molécules biologiques
(protéines, ADN et ARN). Ce sont les molécules de la vie, que 'on trouve dans tous les

organismes de la plancte.

La connaissance de la structure 3D d'une macromolécule biologique est essentielle pour
comprendre son role dans la santé et les maladies humaines et animales, sa fonction dans les
plantes et la production alimentaire et énergétique, et son importance pour d'autres sujets liés a

la prospérité et a la durabilité mondiales.

Le RCSB PDB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics PDB) gére le centre de
données américain pour les archives mondiales PDB, et met les données PDB gratuitement a la

disposition de tous les consommateurs de données sans limitation d'utilisation.
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Figure. 32. Page d’accueil de PDB (Protein Data Bank)

I-2-3-«Pubchem»

Pubchem est une banque de données américain de molécules chimique gérée par le
centre national de I’information biotechnologique (NCBI), il contient des petites molécules
mais aussi des grandes molécules telle que les nucléotides, carbohydrates, lipides peptides et
des macromolécules chimiquement modifiés.

Pubchem répertorie plusieurs millions de composés en mettant en ligne, pour chaque
substance une grande quantité¢ de données de divers ordres : chimique, biochimique production,
toxicologie, environnemental. ..

Leur consultation est gratuite et peut se faire directement depuis le site internet

«https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/»

Mational Library of Me
Matiod

Try aspirin

Figure.33.Page d’accueil de PubChem
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II- Méthode :

II-1-Le choix des protéines :

L’un des facteurs limitants majeurs des techniques de docking est la flexibilité de la protéine
cible, notamment les réarrangements conformationnels au niveau du site actif induits par la
liaison du ligand (induced fif), qui conduit souvent, au cours du docking, a la génération de faux
négatifs (molécules actives biologiquement, prédites a tort avec une faible ou non-activité in
silico). La génération de faux négatifs correspond a une perte d’information pertinente au cours
du criblage. La génération de faux positifs, inévitable au cours d’un criblage, est moins
handicapante, car elle ne correspond qu’a une perte de temps dans le cadre d’un protocole
multi-étapes.

Pour cela nous avons choisi une cible qui ne présente pas de réarrangement du dite actif
(structure rigide). Le choix du code de la structure utilisée présente les caractéres suivants :

- Une bonne résolution (généralement inférieure a 2A).
-Présence d’un ligand co-crystalisé.
I1-2- Préparation des cibles :

Un fichier de structure PDB typique n'est pas adapté pour une utilisation immédiate en
modélisation moléculaire. Un fichier PDB typique comporte uniquement des atomes lourds, et
peut inclure un ligand co-cristallisé, des molécules d'eau, des ions métalliques, et des cofacteurs.
Certaines structures sont multimériques, ce qui peut nécessiter leur réduction a une seule unité,
et elles peuvent éventuellement manquer d'informations sur les connectivités, qui doivent étre

attribuées, ainsi que 1'ordre des liaisons et les charges formelles

Tableau.06. donné cristalographique de 1’antioxydant enzyme

Code Nom de
Classification | Résolution Ligand
PDB I’enzyme
H BEZ : BENZOIC ACID
uman
|HD2 Antioxydant L5 A peroxiredoxin C7 H6 02
enzyme ' S WPYMKLBDIGXBTP-

UHFFFAOYSA-N
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I1-5- préparation du ligand

Figure.34. Antioxydant enzyme code d’accés 1HD2

Les molécules sont obtenues d’apres Iarticle (Mezni et al .,2019 ;Dhifi et al.,2013 ;Aydi et

al.,2020)est téléchargé a partir de site Pubchem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Dans

notre étude nous avons focalisée sur les composés majeurs des huiles végétales de pistacia

lentiscus.

Tableau.07. les structures des composées et leurs code téléchargée sur Pubchem

Code de Code de
Composées Masse g/mol Composées | Masse g/mol
pubchem pubchem
CID: 14985 Alpha 430.7 g/mol | CID: 92729 Gamma 416.7 g/mol
tocopherol tocopherol

Test de fiabilite du MOE

Pour tester la capacité de MOE a prédire correctement les modes de liaison pour la Human

peroxiredoxin 5, un cross-docking a été réalis¢ en amarrant le ligand cocristallis¢ et en calculant

le RMSD de la meilleure pose du ligand avec son mode de liaison cristallographique
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Reésultats et discussion
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1-La fiabilité de programme Moe

Plusieurs techniques sont utilisées pour évaluer les performances des différents algorithmes de
docking. La prédiction du mode d’interaction consiste a déterminer le positionnement correct
du ligand par rapport a son récepteur. La capacité d’un programme a réussir ce travail est
habituellement jugée au moyen de la déviation quadratique moyenne ou RMSD
(root-mean-square deviation) du modele congu par le logiciel vis- a-vis de la structure du ligand
de référence (ligand cocristallisé). Le limite admis est une différence maximum de 2 angstromes,
au-dela de laquelle la prédiction est considérée comme non adéquate (Vieth et al., 1998).

Le tableau montre que la valeur d’RMSD est conforme qui démontre que tout programme de

docking n’est performant que lorsque le RMSD est inférieur ou égale a 2 A.

Tableau.08.valeurs de RMSD avec leur score

Protéine Code PDB ligand Score RMSD(A)
1HD2 BEZ -4.7144 0.3976

Human

peroxiredoxin 5

3-L’analyse visuelle

L’analyse visuelle est une étape importante pour confirmer les résultats du calcule de RMSD.
elle permet de déterminer si un ligand simulé se superpose avec le ligand co-cristallisé.

La visualisation des résultats du docking moléculaire réalisée avec la Human peroxiredoxin 5
montre que le modele du ligand simulé par MOE est correctement placé dans le site actif de la

protéine il présente une conformation spatiale parfaitement superposable (fig. 36.)

Figure.36. : Superposition de la géométrie des ligands obtenu par cristallographie (coloré
en vert) et celle calculée par docking moléculaire avec MOE (coloré en violette).
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Remarque

A la lumiére des résultats obtenus avec le calcule de RMSD et I’analyse visuelle, nous pouvons
conclure que le programme MOE est hautement performant qu’on peut 'utiliser sans trop risque

d’erreurs, pour générer par simulation in silico de complexe.

Les interactions électrostatiques :

Certains acides aminés peuvent tre chargés positivement ou négativement ce qui donne lieu a
des phénomenes électrostatiques qui favorisent la formation d’un complexe protéique
spécifique .

A pH physiologique les résidus chargés positivement (couleur bleu) sont les acides aminé
basique a I’extrémité N-terminal de la chaine polypeptidique, les résidus chargé négativement
(couleur rouge) sont les acides aminés acides a I’extrémité C-terminal et les résidus neutre

(couleur blanc) sont les acides aminés neutres.

Figure .37. Représentation graphique en mode surface des interactions électrostatiques
du site actif (A) et du ligand (B) avec BEZ.

La figure 37 montre que le récepteur de la Human PEREXIREDOXINE 5 et leur ligand
(BEZ) présentaient une forte interaction électrostatique (site actif basique et ligand acide).
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Les acides aminés en interaction avec le ligand

La figure.38.montre les acides aminés en interaction avec le ligand et les différents types
d’interactions. Dans ce cas nous remarquons une dominance des interactions hydrogene (3
liaisons) formées entre le ligand et la protéine.

Les interactions comprises entre 2.5 A et 3.1 A sont considérées comme fortes et celles
comprises entre 3.1 A et 3.55 A sont supposées moyennes. Les interactions supérieures a 3.55

A sont faibles.
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Figure.38. Diagramme d’interaction du complexe (human Peroxiredoxin 5)

-Les interactions d hydrophobicité
Afin de rendre plus finement les interactions protéine-Ligands, d’autres critéres fondés sur
I’énergétique peuvent étre pris en compte :
I’effet hydrophobe : plusieurs acides aminés hydrophobes (formant un "patch" hydrophobe,
couleur verte) et aussi certaines acides aminés hydrophiles (formant un "patch" hydrophiles,
couleur violette selon la figure.38 qui montrent le positionnement parfait du ligand dans le site

actif (les régions lipophiles ainsi que les régions hydrophiles sont en attractions).

(A) (B)
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Figure 39 : Représentation graphique en mode surface des interactions hydrophobes du site

actif (A) et du ligand (B) avec BEZ.

4-les résultats de docking moléculaire d’alpha et gamma tocophérol de I’huile

végétale de pistacia lentiscus avec la human Peroxiredoxin 5 (1HD2)

Tableau .09.les résultats de bilan énergitique d’alpha et gamma tocophérol avec I’antioxydant

enzyme
Les composants Code S
Alpha tocopherol CID: 14985 -5.3156
Gamma tocophérol CID: 92729 -5.1149
(B)

Figure 40: Représentation graphique en mode surface des interactions électrostatiques du site
actif (A) et du ligand (B) avec alpha tocopherol

64




Partie 02 IN SILICO Matériels et Méthodes

(B)

Figure 41 : Représentation graphique en mode surface des interactions hydrophobes du site
actif (A) et du ligand (B) avec alpha tocopherol.

Figure 40: Montre que le récepteur de la PEREXIREDOXINE 5 et le ligand (Alpha
tocopherole ) dans le "patch Hydrophobe et "patch Hydrophile" ; ont observent la plupart des
régions de récepteur sont de couleur violette c'est-a-dire possede des atomes hydrophiles et
certains région de couleur vert c'est-a-dire possede des atomes lipophile par contre la plupart
des régions de ligand sont de couleur verte c'est-a-dire posseéde des atomes lipophile
(hydrophobe)

Discussion

Ces résultats montrent que alpha et gamma tocophérols présente un meilleur bilan énergétique
que le ligand BEZ, nous avons reléve le meilleur score pour alpha et gamma tocophérols c’est-
a-dire correspond aux meilleures interactions entre le ligand et le site actif de I’enzyme afin de

trouver sa conformation énergétique la plus stable donc une meilleur intéraction

D’apres I’étude de (Djedaie, 2016) qui montre la richesse de fruit de pistacia lentiscus en
protéines (10,95%), en cellulose (22,70%), et en minéraux principalement Na (92pug.g-' Ms) et
Mn(30,5 pg.g-' Ms) de mem et et éclairé que les fruits de PL présente une forte teneur en
polyphénols (154,34mg EAG)en flavonoides (75,2mg Ecat. g-! Ms)en tanins(51,5mgEcat g-!
Ms)et en vitamines E(6,6%).
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Selon (Mezni et al. , 2019) qui évaluer la quantité de tocophérols ,caroténoides et triglycérides
dans I’huile végétales extraite de PL par HPLC, leur résultats représente la présence de deux
isomeres de a et y tocophérols par ordre de concentration 119 mg et 23 mg dans chaque Kg de
I’huile végétale ;cela refléte I’'importante activité antioxydante et la qualité nutritionnel de cette

produit naturel .

Testé scientifiquement par Dhifi ef al. (2013) qui s’intéresse a 1’é¢tude de 1’huile végétale
extraite des graines mires de PL, montre que ces derniers contiennent 8111,137 mg de
tocophérol/Kg de I’huile ; ainsi a-tocophérol qui a le plus haut activité antioxydante représente

97% des tocophérols entier de I’huile de lentisque.

D’autre part Daoued et al., (2016) ont montré que les tocophérols des huiles fixes de pL joue
un role dans la protection des acides gras polyinsaturés par la péroxydation ; il est révélé que le
meileur tocophérols est le y tocophérol suivi par I’a tocophérol (111,07 et 38,37 mg/100g de
I’huile) respectivement ce qui montre que I’a et le y tocophérol considéré comme meilleurs

tocophérols des huiles végétale de PL.

(Bouyahya et al., 2017), montre que I’huile végétale avait une activité antioxydante plus élevé
(IC50=37,38ug/ml) que ’acide ascorbique (IC50=27,2038ug/ml), donc 1’huile fixe de PL est
une source antioxydant naturel.

Les tocophérols sont présents dans les huiles végétales en quantité non négligeable, sous leur
différentes formes isomériques a, P, v, 6, les formes a, y étant les plus fréquentes (a-tocopherol

26-27mg/100g le I’huile de colza (Dolde et al., 1999))

En effet, la forme o tocophérol présente I’activité vitaminique la plus importante tendis que
I’isomere y tocophérol et plus efficace comme antioxydant, I’isomeére y économise I’oxygene
de la respiration cellulaire, protege les substances oxydable.de plus il intervient dans le
métabolismes des graisse en empéchant la dégradation des acides gras (Dreyer David et al.,

1967 ; Meier et al., 1962).

Conclusion finale de comparaison expérimentales et in silico

ces résultats testé scientifiquement par expérimentation sont en accord avec notre étude qui
est effectué¢ par le docking moléculaire qui donne des résultats de score d’énergie considérable

de a et y tocophérols d’ordre (-5.3156 , -5.1149 ) respectivement ; cela confirme que 1’huile
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végétale de PL présente une bonne source de vitamine E qui participe dans la stabilisation de
I’oxydation .

Finalement la synergie entre 1’approche théorique (in silico) et expérimentales est essentielle

pour I’évaluation optimale des connaissances en biologie .
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Conclusion

Actuellement les substances bioactifs des plantes aromatiques connaissent un
intérét croissant dans le domaine thérapeutique et pharmaceutique.

Afin de wvaloriser et exploiter le patrimoine végétal, La plante
PistaciaLentiscus L a été choisie pour cette étude sur la base de leurs richesses en
métabolite secondaire a visée thérapeutique et dans le cadre de découvrir des
nouveaux antioxydants naturels de PistacialentiscusL.

Depuis I’antiquité, les parties aérienne de PistacialentiscusLsont largement
utilisée en médecine traditionnelle dans le traitement de divers maladies tel que :
I’eczéma , les infections buccales , diarrhées , lithiases rénales , jaunisse , maux de
téte , I'ulcére , maux d’estomac ,I’asthme et les problémes respiratoires .

Les études phytochimiques des extraits des feuilles, fruits,résine de pistachier
lentisque met en évidence la présence des composées phénoliques , des flavonoides,
des tanins qui sont largement connue par leurs effets antioxydant ,anti-inflammatoire
,anti cancéreuse ,anti virale ,anti hypertensive ,et antimicrobienne

le doking moléculaire fait partie des programmes de modélisation des
interactions moléculaires . Les scores d’énergie de ce doking est comparé aux études
qui consiste a 1’identification et quantification des composants a pouvoir antioxydant
des huiles végétale ou nous avons trouvés une meilleure score d’énergie d’alpha et
gamma d’ordre (-5.1066; -5.2438),ce qui montre un potentiel antioxydant
considérable de ces composants

On peut conclure que les efforts de collaboration future entre différentes
équipe bio informaticiens et biochimistes seront essentiels dans les stratégies de
découvertes de nouvelle cible aux médicaments antioxydants.

En fin, on peut conclure que les principes actifs et ces composants de
PistaciaLconfirme un potentiel antioxydant naturels considérable sachant que les
antioxydants sembleraient de maniere significative a la prévention des maladies, la

neutralisation des radicaux libres, le développement des nouveaux médicaments .
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