L) Agka) jagal) 4 50 ) 4y ) sgand)
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
alall Gl g Mal) aglai 315 g
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMEN SUPERIEUR ET DE LA
LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université Fréres Mentouri Constantine 1 1 Aikind g 5ila 3 AY) dadla

, . . 3liall g dadal) a gl 48
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

il da slad) L ol gaall g 4y guad) plrassl) i

Département de Biochimie et Biologie Cellulaire et Moléculaire

Mémoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere : Sciences Alimentaires
Spécialité : Biochimie de la nutrition

Intitulé :

& DY

Etude de ’activité antioxydante et enzymatique des extraits de
la plante medicinale Pistacia lentiscus.

< -
Présenté et soutenu publiqguement
Le : 13/09/2020

Par
Mile) ASMAR Meriem &  Mile] ARIBI Amina

Jury d’évaluation :

Présidente du jury : M™ Guendouze A. Maitre de conférences « B».UFM-Constantine 1.
Encadreur : MM Moussaoui S. Maitre de conférences « B».UFM-Constantine 1.
Examinatrice : M™ Medoukali 1. Maitre de conférences « B».UFM-Constantine 1.

Année universitaire
2019 — 2020




TABLE DES MATIERES
LISTE DES ABREVIATIONS
LISTE DES TABLEAUX
LISTE DES FIGURES

INTRODUCTION ...ttt e e nnee s 01
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Etude botanique, phytochimige et biologique de Pistacia lentiscus........................ 03
[.1. Description DOtANIQUE. .. ..ccueeeeeiiieeiieeciieeeiee ettt e e et eeeaae e s e e b e e neeas 03

L0 FeUILLES. oo e e e et eeeerrreae e eaeeeeenen. 04

L. L. 20 FTUIES Lottt bbbt b bbb bt e bt 05
L. 1.3L FIBUIS et bbbttt bttt 05

L1 IMIASTIC ekttt bbb .06

1.2. Répartition géographique et exigences écologiques du Pistacia lentiscus ...................... 06

[.2.1. DANS 18 MONTE ...t 06

L2.2. ENAIQEIIE .o neee O T

.3. Etude phytochimique des différents produits de Pistacia lentiscus. .......................... 07
1.3.1. Composition chimigque des fEUITIES..........c.cooveiieiiiicece e 08
1.3.2. Composition ChimMigque deS FrUITS.......c.oiviiiiiiieiee e 08
1.3.3. Composition chimique de I’huile des fruits du Pistacia lentiscus...........cccccevcvervvrvennenn. 08
4. Etudes scientifiques des effets biologiques et pharmacologiques de P. Lentiscus............. 09
L.4.1. Activité antioXYdante. ..........cciiiiiiiiiii 09
[[4.2 Activité anti Inflammatoire...........oooiiiii i 10
1.4.3.  ACHVIEE  NEUIOPTOLECIIICE. ou .ttt ettt et et e e et et e e e et e eeeeneenneanns 10
1.4.4. Activité de cicatrisation des plaies............couiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 10
1.4.5. Activité antiatherogeniqUE. ........oouiutiniit ittt e 11
1.4.5. ACHVItE ANTICANCEIEUSE. .. wevuuttnt ettt ettt e et et ettt et e e e eaeaa 11
I1. Stress oxydatif, les antioxydants et les métabolites secondaires.............ccccvvneenne 12
ILT Stress oXydatif. . ... 12
L L ADATINIEION. ...ttt e e e e e e e 12
[1.1.2 LeS radicaux 1IDreS. . ....o.uiei i 12
II.1.3 Especes réactives dérivées de I’oxygene (ROS)......coviiiiiiiiiiiiiiiic e 13

T2 ANBIOXYAANTS. ...ttt ettt et et et et et e e 14
TL2. 1 DEAINIEION. ...ttt e 14

I1.2.2. Classes d’antioXydants ..........ooueinuiniinte e 14



IT .2.3 Mécanismes d’action des antioXydants...........coueeveiiiniiieeaiieeieniiieeeennanns. 15

I1. 3. Métabolites secondaires des plantes (polyphénols).............ccceviiiiiiiiiiiiii i, 16
L 0 O 1< 1213 ) 16
I1. 3.2. Classification des polyphénols............ooouiiiiiii e, 16
I1. 3.3. ROle des polyphénols ..........coiuiiniiti e 17
MATERIEL ET METHODES
I. Matériel et METNOAES .....ccuirnireiriicnniectiistnitsscessesessssessssesssssessssesssssassns et 20
I.1. Matériel végétal (DIOlOZIQUE). ... .ontiiiiieiiie ettt 21
[.2. Matériel Non DIOIOGIQUE. ... ..o ens 22
II. MeEthOdologie....ccuviineiiiniiiiniiiniiiieiiieiiiniiiieiiinteiesteeatcsnsssessosssssensosnsssnnsons 22
IL.1Extraction d’huile VEZtale. ... ..ottt e 22
I1.2. Extraction assistée par macération des polyphénols...............ccooviiiiiiiininnn.. 22
[1.2.1. Feuilles du pistachier..........ooiuiiiiii i e e e eae s 23
I1.2.2. Tourteaux des frUits. ... ..oueuein it 23
IL2.3. Huile VEEELAlC. ... .uinit it e e e 24
II1. Dosage des antioXydants .....c.coeeviieiiiieiiiiiiieiiiiiiiieiiieeeiieteistcinecessscssscsraccnns 25
[11.1. Dosage des polyphénols totauX. ........o.vuuineiniiniit it 25
II1.2. Dosage des flavonoides ..........oouiiriiniiitiii i e eeeaas 27
IV. Evaluation de I’activité anti oxydante des eXtraits ......ccccceveeiiiniiiinieiniiinnieinnenns 29
IV.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH.....................ciii, 29
IV.2. Test de ’activité ABTS. ... oo e 31
IV.3. Radical galvinoxyl (GOR)......ccouiiiiiiiii e, 33
IV.4. La réduction du complexe Cuivre-Neocuproine (CUPRAC méthode).................... 33
IV.5. Pouvoir 1€dUCTEUL. ...ttt 35
IV.6. ACtiVité Phénanthroline...............oouiiiiitiiiii e 36
IV.7. Activité¢ Silver nanoparticule (SNP).........cooiiiiiiiiii e, 37
V. Evaluation de P’activité enzymatique ........c.coveiiieiiiniiiiniiiniiineiiinrcinccsescenscnns 38
V.1. Activité anti cholineSterase. ............oouiiuiiiiiii e 38
V.2. Activité inhibitrice de 1’alpha amylase (anti diabétique).............c.cooiiiiiiiininin. 41

RESULTATS ET DISCUSSION
I. Extraction et quantification des antioXydantS....c.eeieeeeerniieriecrenrinreecssnsonseecnss 42
I.1. Extraction des composés phénoliqUES............c.oveiniiiiii e, 42

II. Analyse quantitative des composés phénoliques........ccccevveriiniiiniiineiiinicinnnenns 42



II.1. Quantification des polyphénols totaux (TPC)..........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiien.. 42

[1.2. Quantification des flavonoides totaux (TFC)...........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieee, 45
I11. Evaluation de I’activité antioXydante.........ccccevieiiiiiiiiniiiiiiiiniiieiiinrneniieecees 47
HI.1. Test DPPH radical Libre.............ooioiiiiiii e, 47
II1.2. Test par piégeage du radical ABTS+e... ..o, 50
[11.3. Radical galvinoxyl (GOR)......ccuiuiiiiiiii e 52
II1.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)................ 53
LS. Pouvoir T€AUCIEUL. ...ttt 55
II1.6. Test de I’activité phénanthroline.................cooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 57
I11.7. Test du silver nanoparticule (SNP).........ccooiiiiiiiiii e 59
IV. Evaluation des activités inhibitrices des enzymes.........cccccvviiiiiniiiiniiinicnnncnnns 62
IV.1. Activité anti-acétylcholinestérase ...............coeveviiriiiiriiiiiriiiiiieaieanenanenn. 62
IV.2. Activité alpha amylase......... ..o 64
CONCLUSION e 66

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
RESUME



el
dedicaces

Remercrernier f|




Remerciements

C'est avec une grande joie qu’ai débuté ce mémoire et un léger
pincement au cceur que nous en arrive aujourd hui a écrire ces
remerciements car ils sont la conclusion finale de toutes ces mois de
travail.

Nous remercions notre bon Dieu qui nous a donné le courage et
la volanté de poursuivre nos études, ainsi que nos parents, qui ont
sacrifié leur vie pour notre réussite.

Nous tenons d remercier notre divectrice de mémoire Madame
Moussaoui Samira maitre de conférence (B) d Luniversité frérves
Mentouri Constantine 1, pour son précieux conseils, la divection, la
confiance et son aide durant toute la période de travail.

Nos Vifs remerciements vont également aux membres de jury
pour [intérét qu’ils ont porté d notre recherche en acceptant
d’examiner et évaluer notre travail et de Lenrichir par leur
propositions, la présidente de jury Madame Guendouz A, maitre de
conférence (B) da Luniversité fréres Mentouri Constantinel, et Madame
Medoukali] maitre de conférence (B) a (université fréres Mentouri
Constantinel.

Ce travail a été réalisé au Centre de Recherche en biotechnologie
(CRBT, Constantine). Nous tenons a remercie Dr. Azioune Ammar,
Directeur de CRBT qui nous a offert Loccasion de réaliser nos travaux
de mémoire au niveau de son établissement.

Nous remercions vivement Dr Bensouici Chawki responsable de
laboratoire de biochimie au centre de Recherche en Biotechnologie, de
nous avoir accueilli et aussi les facilités et les aides qu’il nous a
accordées durant la période de notre travail et pour son enthousiasme
et son art de simplicite.

Nos Vifs et sincéres remerciements s'adressent tout
particuliérement d tout le personnel du Centre de vecherche en
Biotechnologie (CRBt), Constantine, qui nous a procuré une bonne
formation.



A " ("
" ""Dédicaces .

>

"',

TERY s %
\ |
b;\ Caide &’ Allah tout puissant, qui m’a tracé

le chemin de ma vie, jai pu réaliser ce travail que je dédie :

la lumiére de mes jours, la source de mes
efforts, la flamme de mon ceeur, ma vie et mon
bonheur : S

Chomme de ma vie, mon exemple éternel,
mon soutien moral et source de joie et de
bonheur, celui qui s’est toujours sacrifié pour

;’ me voir réeussir, d toi le3zize

A mes chers freéves, pour leur amour, soutien et encouragements, qui
m'ont soutenue et sur tout m’ont supporté au moment difficile. Que Dieu
les protége t , et o, 4

/

Sans oublier mon petit bout de sucre

A tata , pour ses conseils précieux, son aide et support dans les
- moments difficiles ‘
la mémoire de ma chére grande mére
g . Que Dieu tout puissant A
_(accueille dans son vaste paradis.
M “\:. 1 ?’ ¢
B o

»

Meriem



A celui qui a sacrifié sa vie pour moi
mon chére papa Nouar , d celle quin'a
jamais cessé de m’encourager pour
aller toujours en avant lorsquelle était
en vie, Ma chére Maman Zouzane,
dieu (ui donnera une place dans son
paradie. Mon cher frére ; Sami et
Amar Mes adorables soeurs ;Hanan,
Karima, Naoual et Assya. Mon bindéme
meriouma et toute sa famille.

Je remercie mes fideles amis Fatima ;
Zahra ; Dheyae et les autre et qui ont
toujours été présents dans les moments
importants de ma vie. Je vous souhaite,
d tous bonne continuationet beaucoup
de réussite.

Laribi Amina




A controle
A extrait
A,ascorbique
ABTS

Ac

AChE
ACNH4
ADN

Ae

AGMI
AgNOs
AGPI

AGS
Al(NO3)2,9H20
Al*3

AR

BHA

BHT
CH3COOK
COOH
CRBt

Cu2*
CUPRAC
DHA
DMSO
DPPH
DTNB

E

EF

EH

Liste des abréviations

I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs
I’absorbance de la réaction contenant les réactifs et 1’extrait
acide ascorbique

2,2 -azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)
absorbance du controle

acétylthiocholinéstérase

Acétate d’ammonium

Acide désoxyribonucléique

absorbance de I’extrait

acides gras monoinsatures

nitrate d’argent

acides gras polyinsaturés

acides gras saturés

nitrate d’aluminium

ion aluminium

récepteur des androgenes

Butyl hydroxyanisole

Butyl hydroxytoluene

acetate de potassium

fonction carboxylique

centre de recherche en biotechnologies

ion de cuivre

complexe Cuivre-Neocuproine

I'acide docosahexaénoique

diméthylsulfooxyde

2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
5,5'-dithiobisnitrobenzoate

enzyme

extraits des feuillets

extraits d’huille



ET

FCR

Fe2+

FeCls

g

GOR

H20
ACNH4
H20:2
H3PMo012040
H3PW12040
HCI

HO2e

1Cs0
ICAM-1
IKI

K2S20s
KsFe(CN)s
LDL
LNCaP

LOST
MeOH
ml
MnO-
Mo8023
NA
Na2COs3
NADPH

Extrait des tourteaux

first call resolution

ions ferreux

chlorure de fer

gramme

Galvinoxyl radical

Molécule d’eau

peroxyde d'hydrogene

Acide désoxyribonucléique

acide phosphomolybdique

acide phosphotungstique

acide chlorhydrique

radical perhydroxyle

Concentration Inhibitrice a 50%
molécule d'adhésion intercellulaire-1
lodure de potasium

persulfate de potassium

ferricyanide de potassium

low density lipoprotein

lignee cellulaire de cancer de la prostate humaine sensible aux
androgeénes

laboratoire d’obtention de substances thérapeutiques
Méthanol

millilitre

manganese oxide

molybdéne

non absarbance

carbonate de sodium

Nicotinamide adénosine dinucléotide phosphate (sous sa forme
réduite)

neocuproine

oxygene

radical superoxyde



OH
PEA
PG
PKC
PT
RDC
RO-
RO2e
ROS
RP

S

SNP
SOD
TBHQ
TCA
TFC
TNF-alpha
TPC
w8023

HY
*OH

fonction alcoolique
palmytoyléthanolamide

gallate propylée

proteine kinase C

phénanthroline

laboratoire de biochimie

radical alkoxyle

radical peroxyle

especes reactives de I'oxygene
pouvoir réducteur

l'activité de 1'enzyme avec ’extrait
Silver nanoparticule

superoxyde dismutase
tétrabutylhydroquinone
tri-chloroaceticacide

Quantification des flavonoides totaux
facteur de nécrose tumorale a
Quantification des polyphénols totaux
oxydes de tungstene

microgramme

radicale hydroxyle



Tableaux

~N oo o1 b W

10
11

12
13

14

15

16
17
18
19

20

Liste des Tableaux

Titre des Tableaux
Taxonomie de Pistacia lentiscus
composition en acides gras de I’huile des fruits de
Pistacia lentiscus
Radicaux libres centrés sur I’oxygene
classification des antioxydants
Gamme d’étalon de I’acide gallique
Gamme d’étalon de la quercétine
Série des dilutions de %2 pour 4mg des extraits de feuilles,
tourteaux et huile
Série des dilutions de ¥ pour 0.5mg des extraits de
feuilles et tourteaux
Polyphénols totaux des extraits
Résultats du dosage des Flavonoides
Activité de pouvoir réducteur de DPPH des extraits
exprimée en ICsg
Clsodes extraits et standards obtenus par le test ABTS
Activité de pouvoir réducteur du radicale GOR des
extraits exprimée en 1Cso

Ao des extraits et standards obtenues avec le test
CUPRAC
Activité de pouvoir réducteur de Fe** des extraits

exprimée en Aos

Différentes valeurs des Aoso de I’activité Phenanthroline.
Activité SNP des extraits et standards exprimée en I1Csp
Comparaison de la puissance antioxydant des extraits
Clso des extraits et standards obtenus par le test de
I’activité anti-acétylcholinestérase

Activit¢ d’inhibition de 1’enzyme alpha amylase des

extraits exprimée en ICsy.

Page

13
14
25
27
29

29

42
44
47

50
52

54

56

58
60
61
63

64



Figure

a B~ W N

10

11
12
13
14
15
16
17
18

19
20

21
22
23
24

Liste des figures

Titre des figures
Arbuste de Pistacia lentiscus
Feuilles de Pistacia Lentiscus
Fruits de pistacia lentiscus a différents stades de maturité
Fleurs de Pistacia Lentiscus
« Larmes » de résine qui s’écoulent du tronc de Pistacia
lentiscus
Aire de répartition du genre Pistacia
Aire de répartition du Pistacia lentiscus en Algérie
Espéces bien connues du genre Pistacia, parties utilisées
et roles biologiques
Mécanisme anti-inflammatoire du genre Pistacia
Stress oxydant: déséquilibre entre les radicaux libres et
les antioxydants
carte géographique de la Daira de Tamalous (Skikda)
Extraction d’huile végétale a ’aide d’une presse a huile.
Principales étapes d’extraction des polyphénols
décantation des deux phases
Courbe d'¢talonnage de 1’acide gallique
Courbe d’étalonnage de la quercétine
Mécanisme d’action du DPPH
Oxydation de I’ABTS par le persulfate de potassium et
génération de I’ ABTS+-.
Réduction du complexe chromogene de Cu+2-Nc
Réaction de la capacité de piégeage du peroxyde
d'’hydrogéne par les antioxydants
Réduction d’Ag+ par les polyphénols
Mécanisme chimique de la méthode d’Ellman
microplaque représente les instructions respectant

Courbe d'étalonnage de 1’acide gallique

Page

o o1 01 b

~

10

11
12

20
21
23
24
26
28
29
31

33
35

37
39
20
41



25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35
36

37

38

39

40

41

Profil de la microplaque du dosage des polyphénols

totaux

Courbe d’étalonnage de la quercétine

Profil de la microplaque de dosage des flavonoides totaux

Profil de la microplaque du dosage de I’activité anti

radicalaire DPPH

Histogramme représentant pourcentage d’inhibition du

radical DPPH par les extraits et standard.

Profil de la microplaque de dosage de I’activité

antiradicalaire (ABTYS).

Histogramme représentant le pourcentage d’inhibition du

radical ABTS par les extraits et standards.

Histogramme représentant le pourcentage d’inhibition du
radicale GOR par les extraits et standards

profile de microplaque de dosage de I’activité

antiradicalaire (CUPRAC).

Histogramme représentant la capacit¢ d’inhibition du

CUPRAC par les extraits et standards

profil micoplaque du test pouvoir reducteur

Histogramme représentant le pouvoir réducteur Fe** des

extraits et standards

Profil de la microplaque de dosage de I’activité

phenanthroline.

Histogramme d’absorbance en fonction des

concentrations des standards et les extraits du test

Phenanthroline

Profil de la microplaque de dosage de 1’activité SNP

Histogramme représentant le pouvoir réducteur des ions

Ag" des extraits et standards

Profil de la microplaque du dosage de D’activité anti-

acetylcholinestérase

41

43

43

45

47

49

50

51

53

53

55
55

57

57

59

60

62



42

43

histogramme du pourcentage d’inhibition en fonction des
concentrations des extraits et standard pour I’activité anti-
acetylcholinestérase

profil microplaque de dosage de D’activité anti alpha-

amylase

62

64






Introduction

Il y’a environ 500 000 plantes sur terre, 100 000 d’entre elles, environ, possédent des
propriétés médicinales qui peuvent contribuer par leur principe actif a agir directement sur
I'organisme (Haciniet Djelloul., 2017).

Dans les dernieres décennies, I'étude des plantes médicinales et leur utilisation
traditionnelle dans différentes régions du monde connaissent un regain d’intérét. Cette
utilisation demeure le recours principal pour une grande majorité des populations pour
résoudre leurs problémes de santé, non seulement du fait qu’elles constituent un élément
important du patrimoine culturel, mais aussi pour les raisons de moyens financiers limités
(El Yahiaoui et al., 2015).

En Afrique, selon les estimations de I’OMS (2002), plus de 80% de la population utilise
les plantes médicinales pour assurer leurs soins de santé. Ceci est lié a la toxicité des produits
chimiques, au coit élevé des médicaments chimiques, a 1’éloignement et/ou 1’insuffisance des
centres de santé surtout en milieu rural, qui limitent une prise en charge véritable des
problémes de santé publique (Zitouni A., en 2017).

La découverte des espéces chimiques radicalaires présentes normalement dans I'organisme
a bouleversé notre compréhension des mecanismes biologiques. Ces radicaux libres sont
produits par divers mécanismes physiologiques, car ils sont utiles pour l'organisme a dose
raisonnable; mais la production peut devenir excessive ou résulter de phénomeénes toxiques
exogenes, et l'organisme va devoir se protéger de ces excés par différents systémes
antioxydants (Favier., 2003). Récemment, il a été montré qu'il existe une association étroite
entre l'altération des systemes antioxydants de défense et le développement de plus de 200
pathologies différentes (Zitouni A., en 2017).

Les composés phénoliques sont des substances biologiques qui prennent une importance
croissante, grace a leurs effets bénéfiques sur la santé. Récemment, de nombreuses études ont
montré que ces composés sont des antioxydants naturels qui proteégent contre les réactions des
radicaux libres (Duenas et al., 2009). Ces derniers sont en mesure de donner des protons aux
radicaux libres, et sont encore capables d'empécher la formation des especes réactives de
I'oxygeéne. lls présentent également un large éventail d'activités biologiques, qui peuvent étre
attribuées a leurs propriétés antioxydantes (Osamuyimen et al., 2011). Ainsi, leurs principes
actifs sont utilises comme matiére premiere pour les modifications en phytothérapie (Jones et
al., 2006).

Notre présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation d’une plante médicinale, dans

notre pays trés riche en flore. 1l s’intéresse principalement a la recherche des antioxydants
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naturels en étudiant la phytochimie et les propriétés antioxydantes d’une plante médicinale :
cette plante est Pistacia lentiscus de la famille des anacardiacées, communément connue
comme le lentisque, et est un arbuste mediterranéen largement utilisé en médecine
traditionnelle pour traiter plusieurs pathologies telles que les troubles gastrointestinaux, les
infections de I'eczéma et des érythemes, et les inflammations de la gorge. En outre, d'autres
propriétés sont actuellement attribuées aux les différentes parties de P. lentiscus (feuillets,
tourteaux et huiles gras), tels que la capacité antioxydante, anti-Alzaheimer, et les effets
antidiabétiques.

Dans la premiére partie de notre memoire, nous avons présenté en revue des données de
littérature : le premier chapitre a abordé une description des espéces étudiées, les caractéres
botaniques, la systématique, les propriétés thérapeutiques et 1I’intérét biologique. Le deuxieme
chapitre a porté sur I’étude de stress oxydative, les antioxydants, leur classification et leur
mécanisme d’action aussi une définition des composés phénoliques, leurs classifications et
leurs effets biologiques.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous présentons une étude expérimentale par des
techniques in vitro passant par la mesure des composés phénoliques, 1’évaluation du pouvoir
antioxydant par sept différentes techniques, et enfin la mesure de la capacité d’inhiber
I’enzyme acétylcholinestérase (effet anti-Alzheimer), et I’enzyme alpha-amylase (effet
antidiabétique)

Dans la troisieme partie, nous avons rapporté les différents résultats obtenus, leurs
interprétations et une discussion relative aux résultats obtenus.

Une conclusion générale résumera 1’ensemble des résultats issus de cette étude, et
présentera les perspectives de recherche concernant toutes les étapes a réaliser dans 1’avenir

proche, afin de confirmer I’intérét de cette étude.
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Etude bibliographique

I. Etude botanique, phytochimige et biologique de Pistacia lentiscus

Cette partie constitue une revue bibliographique sur la plante médicinale Pistacia lentiscus, ainsi
que ses molécules bioactives, suivi par les aspects botaniques, biologiques et pharmacologiques de
I’espece Pistacia lentiscus.

I.1. Description botanique

Le nom Pistacia lentiscus donné a cette plante lui vient du mot latin ” pistakia” constitué une
altération du mot "foustak”, nom arabe de I’espéce principale, et Lentiscus, vient du mot latin
"lentiscus” nom de I’arbre au mastic (Garnier et al., 1961).

Pistacia lentiscus est un arbuste qui appartient a la famille des Anacardiacées. Il est tres
largement représenté dans le pourtour méditerranéen. C’est une espéce trés connue et employée par
la population locale pour ses nombreuses vertus thérapeutiques notamment antiulcéreuses, anti
inflammatoires et antibactériennes (Aiche-Iratni., 2016).

La classification taxonomique de P. lentiscus est résumée au tableau ci-dessous (Tableau 1).

Tableaul : Taxonomie de Pistacia lentiscus (Linné., 1753).

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Sapindales

Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia

Espéece Pistacia lentiscus L.

Le lentisque (Pistacia lentiscus) est un arbrisseau du genre Pistacia appartenant a la famille
cosmopolite des Anacardiaceae qui comprend environ 70 genres et plus de 600 espéces (Bozorgi et
al., 2013). En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, Pistacia lentiscus, Pistacia
terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Ghalem et Benhassaini., 2007).

Cette espece couramment appelée «Dhro» en arabe est un arbuste ramifié de trois metres de
hauteur, avec une odeur aromatique forte (Bammou et al., 2015). Il est largement repartie dans les

écosystémes du bassin méditerranéen ou elle pousse a 1’état sauvage (Figure 1) (Remila et al., 2015).
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Figure 1 : Arbuste de Pistacia lentiscus (Abdeldjelil., 2016).
1.1.1. Feuilles
Sont persistantes, composées, et possédent un nombre pair de folioles (4 a 10) d'un vert sombre,
elliptiques, obtuses, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont le pétiole est bordé d'une aile verte
(Figure 2). On trouve des pieds males et femelles distincts (espece dioique) qui fleurissent en grappes
denses au mois de Mai (Mekious., 1997).

Figure 2 : Feuilles de Pistacia Lentiscus

(https://webapps.fundp.ac.be/umdb/biodiveg/index.php?go=photo/4998)



https://webapps.fundp.ac.be/umdb/biodiveg/index.php?go=photo/4998
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1.1.2. Fruits

Les fruits de I’arbre de lentisque sont des drupes de petite taille d'environ cing millimeétres,
globuleux qui renferment un seul noyau a une seule graine contenant une pulpe de bon goiit et d’une
odeur embaumée (Ait Youssef., 2006). Les fruits présentent plusieurs couleurs aux différents stades
de maturité, en effet ils sont de couleur verte, au début, puis se transforment en rouge a mi- maturité

et a la maturité ils sont noiratres (Figure 3) (Djedaia., 2017).

Figure 3 : Fruits de pistacia lentiscus a différents stades de maturité
(https://www.fond-ecran-image.com/galerie-membre/photo-arbre-pistachier-lentisque.html).

1.1.3. Fleurs

Unisexuees d’environ trois mm de large apparaissent au printemps (Mars a Mai). Elles sont trés
aromatiques et se présentent sous forme de racemes (grappe) de petite taille. Les fleurs femelles sont,

vert jaunatre, alors qu’elles sont de couleur rouge foncé pour les fleurs méles (Figure 4) (More et
White., 2005).

Figure 4 : Fleurs de Pistacia Lentiscus
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Pistachier_t%C3%A9r%C3%A9binthe).



https://www.fond-ecran-image.com/galerie-membre/photo-arbre-pistachier-lentisque.html
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pistachier_t%C3%A9r%C3%A9binthe
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1.1.4. Mastic
L’incision du tronc de cet arbuste fait écouler un suc résineux nommé mastic qui, une fois

distillé, fournit une essence employée en parfumerie (Figure 5) (Belfadel., 2009).

Figure 5 : « Larmes » de résine qui s’écoulent du tronc de Pistacia lentiscus (Paraschos et al., 2012).

1.2. Répartition géographique et exigences écologiques du Pistacia lentiscus
1.2.1. Dans le monde
Pistacia lentiscus est distribué a travers I'Afrique, 1'Europe du Sud, I'Asie et I’Amérique du Nord

(Figure 6) (Abdur et al., 2017).

Figure 6 : Aire de répartition du genre Pistacia (Belfadel., 2009).
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Elle est largement distribuée dans les écosystemes extrémes du bassin mediterranéen, (Trabelsi
et al., 2012) et est caractérisée par la rareté des éléments nutritifs et de I'eau, avec une exposition
prolongée au rayonnement solaire et aux hautes températures (Baratto et al., 2003).

Le pistachier est un arbrisseau qui préfére les sols siliceux et secs, il se développe aussi sur des
sols calcaires. Ce genre parait s’étre étendu a 1’origine aux regions forestiéres subtropicales de la
zone méditerranéenne (Seigue A., 1985).

Dans les zones humides, cette espéce est plus abondante dans les plaines que sur les hauteurs,
contrairement aux zones semi-arides ou elle pousse plutét sur les hauteurs. Le lentisque assure la
protection du sol contre I'érosion et crée les conditions favorables pour 1’humification de la matiere
organique et 1’enrichissement de ses propriétés biologiques (Correia et Diaz Barradas., 2000).

1.2.2. En Algérie

En Algérie P. lentiscus est généralement dispersée sur tout le littoral (Charef et al., 2008), on le
retrouve sur tous types de sols, subhumide et semi-aride (Smail-Saadoun., 2005), plus précisément
dans le bassin du Soummam en association avec le pin d'Alépe, le chéne vert et le chéne liege
(Belhadj., 2001).

Sa limite méridionale se situe aux environs de Saida, sa présence au sud de 1’ Atlas saharien n’est
pas signalée (Figure 7) (Ait Said., 2011).

': Mer Méditerranéen -T‘ A

Figure 7 : Aire de répartition du Pistacia lentiscus en Algérie (Quezel et Santa., 1963).

1.3. Etude phytochimique des différents produits de Pistacia lentiscus

En raison de sa large utilisation en medecine traditionnelle, les différentes parties de Pistacia
lentiscus font I’objet de plusieurs études phytochimiques afin d’identifier leurs principes actifs.

Les différentes parties de Pistacia lentiscus contiennent une variété de constituants chimiques
importants sur le plan médical, tels que : I’huile essentielle, la résine, les anthocyanes, les flavonols

glycosides, I’acide gallique et autre composés (Ansari et al., 2012).
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1.3.1. Composition chimique des feuilles

La composition chimique des feuilles de Pistacia lentiscus est caractérisée par la présence des
glycosides de flavanols comme la myricetine et la quercitine, I’acide gallique, les dérivé galloyls et
les anthocyanines (Romani et al., 2002; Vaya et Mahmood., 2006). Elles contiennent aussi des
stérols, et des saponosides (Bammou et al., 2015).

Lors d’une étude menée en 2014 ; Arab et al. ont prouvé que les feuilles ont une trés forte
teneur en leucoanthocyanes, en saponosides, en sénosides, en alcaloides et en tannins totaux avec
une forte teneur en tannins galliques et flavonoides et une teneur moyenne en glucosides.

Les jeunes feuilles de cette plante sont plus riches en azote et en tanins, mais moins riches en
hydrates de carbone que les feuilles matures (Dogan et al., 2003).

1.3.2. Composition chimique des fruits

Les études phytochimiques montrent que les fruits du Pistacia lentiscus présentent une tres forte
teneur en anthocyanes, leucoanthocyanes, tannins totaux, tannins galliques, flavonoides, glucosides
et amidon (Arab et al., 2014), et une teneur de 4,5 mg/ml d’anthocyanins (Luigia et al., 2007).

La teneur en matieres grasses brutes des fruits de Pistacia lentiscus L. varie de 32,8% pour les
fruits noirs (mdrs) a 11,70% pour les fruits rouges. Ainsi, le fruit noir peut étre considéré comme une

graine oléagineuse ayant des teneurs élevés en matiére grasse (Charef et al., 2008).

1.3.3. Composition chimique de I’huile des fruits du Pistacia lentiscus

L’huile de lentisque est constituée majoritairement par des acides gras insaturés (mono et
polyinsaturés) et acides gras saturés, accompagnés de substances lipidiques auxiliaires dites
constituants mineurs, tels que les tocophérols, les phytostérols et des composés phénoliques (Dhifi et
al., 2013).

Dans toutes les étapes de maturation seulement quatre stérols ont été identifiés et quantifiés f3-
sitostérol a été le principal, suivi par le campestérol. Le cholestérol et stigmastérol ont été détectés en
quantités infimes (Maameri —Habibatni., 2014).

La classe la plus importante des acides gras dans I’huile du Pistacia lentiscus est représentée par
les acides gras monoinsaturés (AGMI), suivie par les AG saturée (AGS) et polyinsaturés (AGPI)
(Bougherara., 2015) (Tableau 2).
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Tableau 02 : composition en acides gras de I’huile des fruits de Pistacia lentiscus.

Acides gras

(%) d’acides gras
Selon (Charef et al., 2008)

(%) d’acides gras
Selon (Mezni et al., 2012)

Acide palmitique 16.3 25
Oléique 55.3 56
Linoléique 17.6 15

I.4. Etudes scientifiques des effets biologiques et pharmacologiques de P. Lentiscus

Les activités biologiques et pharmacologiques des produits issus de Pistacia lentiscus ont été

décrites a travers plusieurs études scientifiques (Figure 8).

Gall Alpha-Pinene
Bk Beta-myrcene
Ledves Carvacrol
BiEts Cz'imphene
Friiie Limonene
Pasii Beta-caryophyllene
Nits Verbenf)ne
Essential oil Liifeim
Beta-carotene

P.vera
P.atlantica
P.terebinthus
P. khinjuk
P. Lentiscus
P.chinensis

Gamma-tocopherol
Pistagremic acid

Pistacia Genus

Antioxidative
Anti-inflammatory
Wound healing
Antimicrobial
Hypoglycemic
Neuroprotective
Antidiarrheal
Analgesic
Antipyretic
Hypoglycemic
Cardioproetective
Digestive
Anticancer
Antimicrobial

Figure 8 : Espéces bien connues du genre Pistacia, parties utilisées et roles biologiques

1.4.1. Activité antioxydante

(Abdur et al., 2017).

L'abondance phénolique est directement liée a un effet antioxydant élevé. Les polyphénols du

fruit de P. lentiscus ont des activités antioxydantes et antimutagenes. L’acide gallique présent dans

I'extrait induit I'expression de génes antioxydants et de réparation de I'ADN, ce qui explique I'effet

antioxydant des polyphénols (Abdur et al., 2017).

De méme, I'huile essentielle collectée au stade de la floraison contient une fraction

d'’hydrocarbures monoterpéniques élevée (45-68,35%), a montré une activité de piégeage des

radicaux libres la plus élevée avec une capacité antioxydante. La résine naturelle et les triterpénes
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bioactifs de I'huile essentielle ont également montré une propriété antioxydante, ils sont donc utilisés
dans les aliments fonctionnels en raison de cette propriété (Nahida et al., 2012).

1.4.2 Activité anti inflammatoire

Il a été montre que I'huile essentielle de Pistacia lentiscus retarde la migration des leucocytes

vers les tissus endommagés et présente une activité anti-inflammatoire chez le rat.

L'administration quotidienne de 100 mg / kg de poudre de gomme de P. lentiscus pourrait
éventuellement diminuer la production de toutes les cytokines inflammatoires (facteur de nécrose
tumorale a (TNF-alpha), molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1), IL-6, IL-8,....) chez le rat
(Abdur et al., 2017).

Aussi la gomme de mastic du lentiscus (0,1 a 10 mg / ml) pourrait inhiber l'activité de la

protéine kinase C (PKC), ce qui réduisait la production de superoxyde. (Figure 9).

P

Reduce the serum level of TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, I1-8, CRP \
Attenuation of cell adhesion molecules ICAM-1 and VCAM-1
Lower leukocyte migration to the lesion endothelium
Inhibit protein kinase C (PKC) activity
Lower superoxide, lipooxygenase, phosphodiesterase-1 production
Inhibit COX-2 enzyme
Reduce edema by manipulating aqauporins

Essential oil
Ethyl gallate

k ‘\J Pistacia sp. Anti-inflammation | j

Figure 9 : Mécanisme anti-inflammatoire du genre Pistacia (Abdur et al., 2017).
1.4.3. Activité neuroprotectrice

Le traitement par voie orale avec I'huile essentielle de P. lentiscus augmente le niveau de
palmytoyléthanolamide (PEA) et d'oléoyléthanolamide, qui induit la biosynthése de I'acide
docosahexaénoique (DHA), ce dernier est doté d’un pouvoir neuroprotecteur (Abdur et al., 2017).
1.4.4. Activité de cicatrisation des plaies

L’huile grasse des fruits et sa fraction insaponifiable est utile dans le traitement des plaies
(Nahida et al., 2012).

L'huile de P. lentiscus a une dose de 1 ml appliquée pendant quatre jours a favorisé la
contraction de la plaie et réduit la période d'épithélisation dans le modéle de brllure chez le lapin
(Abdur et al., 2017).

10
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1.4.5. Activité antiathérogénique

Lors d’une étude réalisée par Abdur et al., en 2017 ; les auteurs ont prouvé que la résine de P.
lentiscus var. chia a été évaluée chez des sujets humains pour d'éventuels avantages cardiaques.
L'ingestion de la poudre de résine a 5 g / jour pendant 18 mois a entrainé une amélioration des
parametres sériques et une baisse du taux de cholestérol total et de LDL.

1.4.5. Activité anticancéreuse

L’extrait éthanolique a 50% de la gomme de mastic du Pistacia lentiscus inhibe la prolifération
et induit la mort des cellules cancéreuses du cdlon humain in vitro. La gomme de mastic exerce une
apoptose dépendante de la concentration en induisant directement ou indirectement un arrét cellulaire
a la phase G1 suivi par des dommages a I'ADN. In vitro, la CMG provoque une cascade
d'événements cellulaires entrainant finalement I'interruption de I'adhésion a la matrice et déclenche
une mort cellulaire irréversible.

L’extrait d'hexane de la gomme de mastic est également utilisé dans le traitement des tumeurs
colorectales, il inhibe la prolifération des cellules LNCaP (lignée cellulaire de cancer de la prostate
humaine sensible aux androgénes) par les androgenes via I'AR (récepteur des androgenes) qui était
utilisé pour traiter le cancer de la prostate. La gomme inhibe a la fois le niveau transcriptionnel et la
fonction de I'AR dans les cellules LNCaP (Nahida et al., 2012).

11
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I1. Stress oxydatif, les antioxydants et les métabolites secondaires

Cette partie constitue revue bibliographique sur le stress oxydatif, les antioxydants et les
métabolites secondaires, suivi par des définitions, classifications, mode d’action et des propriétés
biologiques.
11.1 Stress oxydatif
11.1.1 Définition

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la génération des espéces réactives de I'oxygene
(ROS) et le potentiel antioxydant de 1I’organisme (Figure10) (Kandouli C., 2018), conduisant & une
perturbation de la signalisation redox et du contrdle et / ou des dommages moléculaires (Montezano
etal., 2015).

FREE RADICALS \
OXIDATIVE
\ STRESS

13AITHOM

MULTIPLE
PATHOLOGIES

Figure 10 : Stress oxydant: déséquilibre entre les radicaux libres et les antioxydants (Ighodaro et
Akinloye., 2017)

11.1.2 Les radicaux libres

Les radicaux libres, se référent a un atome ou une molécule trés réactive, qui contient un nombre
impair d'électrons dans sa derniére couche électronique. C’est la présence de cet électron
«cCélibataire» qui confére une grande réactivité a ces espéces, généralement nommeées «especes

réactives de I’oxygene» (Tableau 5) (Delattre et al., 2005).

12
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Tableau 3 : Radicaux libres centrés sur I’oxygene (Francgois N.M., 2010).

Oz radical superoxyde
HO2e radical perhydroxyle
*OH radical hydroxyle
ROz radical peroxyle
RO- radical alkoxyle

La production excessive de radicaux libres associée au développement de nombreuses maladies
peut induire et/ou entretenir un déséquilibre entre la formation des composés oxydants et le niveau
des molécules ou enzymes ayant une fonction antioxydante dans la cellule, ceci entraine la
dégradation des molécules assurant la structure et les fonctions cellulaires. Un état dit de stress
oxydant est alors généré (Rasilainen et al., 2002).

I1.1.3 Espéces réactives dérivées de I’oxygéne (ROS)

Le métabolisme de I'oxygene dans l'organisme se passe, dans des situations normales, par sa
réduction quasi-totale en eau, utilisant quatre électrons dans la chaine respiratoire. L'oxygene (O2)
que nous respirons est métabolisé dans notre corps comme suit : environ 85 a 90% sont utilisés par
les mitochondries, a travers la chaine respiratoire, et les 10 a 15% restants sont utilisés par divers
enzymes oxydases et oxygeénases et aussi par réactions chimiques d’oxydation directe.

Oz +4é + 4H" ——> 2 H20 + énergie

L'anion superoxyde (O2e-) est un radical chargé négativement provenant de la réduction
monovalente de I'oxygéne moléculaire qui capte un électron. La dismutation de cet O.¢- entraine la
formation d'oxygéne fondamental et de peroxyde d'hydrogéne (H202). L' H202 n'est pas un radical
libre au sens propre mais il est extrémement réactif et posséde un fort pouvoir oxydant. De plus, sa
capacité a traverser les membranes biologiques fait qu’il peut se retrouver a une grande distance de
son lieu de production. Selon la réaction de Fenton, H.O> se décompose, en présence d'ions ferreux
(Fe?"), en un ion OH- et un radical hydroxyle («OH) (Delattre et al., 2005)

Réaction de Fenton: Fe** + H,0, ——> Fe®* + «OH + OH-

Cette réaction s'interrompt rapidement par épuisement du fer ferreux, excepté en présence d'anion

superoxyde (Oz+-) qui régénére Fe* en Fe?* selon la réaction d'Haber-Weiss.

Réaction de Haber —Weiss: Fed* + O, — Fe?* + Oy

13

——
| —



Etude bibliographique

Ainsi, la présence simultanée de peroxyde d'hydrogene (H20Oz), d'anion superoxyde (Oze-) et de
fer permet la production de radical hydroxyle (*OH).

L'*OH avec une demi-vie de I’ordre de la nanoseconde, est la plus instable et la plus réactive de
toutes les especes dérivées de 1’oxygene. La diffusion limitée de ce radical lui permet de réagir avec
de nombreuses espéces moléculaires se trouvant a proximité (protéines, lipides, ADN...) entrainant
ainsi de multiples dommages cellulaires. L'«OH apparait comme 1’espéce radicalaire ayant un role
majeur dans la cytotoxicité des ROS (Gutteridge & Halliwell., 1992).

11.2 Antioxydants
11.2.1. Définition

La production des radicaux libres est régulée par notre organisme qui développe des moyens
de défense antioxydant pour la protection contre les effets potentiellement destructeurs des radicaux
libres. Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration relativement
faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher
I’oxydation de ces substrats (Rahal et al., 2014). Un antioxydant ideal devrait étre aisément absorbé
et éteindre des radicaux libres, et chélate les métaux aux niveaux physiologique appropriés. Quelques
antioxydants peuvent agir I'un sur l'autre avec d'autres antioxydants régénérant leurs propriétés
originales (Quisti et al., 2010).

I1.2.2. Classes d’antioxydants
Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d’actions, leurs localisations cellulaires et

leurs origines (Tableau 4).
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Tableau 4 :

classification des antioxydants

Antioxydant

Références

Antioxydant -buthylhydroxyanisole (BHA). | (Wang et al., 2003)
Synthétique -butylhydroxytoluene(BHT)

-le gallate propylée (PG)

-tétrabutylhydroquinone

(TBHQ)
Antioxydant -tocophérol : a, B, 6 et y. (Silva et al., 2006)

d’origine végétale

-caroténoide : la lutéine, 3
carotenes, xanthophylles
-polyphénol

(Sebei et al., 2007)

Antioxydants

Enzymatiques

Enzymes primaires

SOD, Catalase, Glutathion
Peroxydase

Enzymes secondaires
Glutathion réductase,
déshydrogénase glucose-6-

phosphate

(Ratnam et al., 2006)

I1 .2.3 Mécanismes d’action des antioxydants

L’oxydation est I’un des processus les plus producteurs des radicaux libres dans les aliments et les

tissus vivants. Ces radicaux causent des dégradations majeures dans les macromolécules et 1’acide

nucléique (Bubonja-Sonje et al., 2011). Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou

plusieurs électrons non appariés, ce qui le rend extrémement réactif, I’ensemble des radicaux libres et

de leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de 1’oxygene (Favier., 2003).
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Ces antioxydants exécutent leurs activités par de nombreux mécanismes, d’'une maniere générale
un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-méme plus vite que
celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’¢lectrons souvent
aromatiques cas de dérivés du phénol (Berset et Cuvelier., 1996).

De plus, leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par
résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqués par 1’oxygéne moléculaire
prévenant ainsi ’initiation de la formation des radicaux libres, diminuant la concentration d’oxygene

contenu dans 1’huiles et décomposant les peroxydes (Dais et Boskou., 2009).

I1. 3. Métabolites secondaires des plantes (polyphénols)

11. 3.1. Définition
Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, constituent environ

8 000 composés, les plus connus sont : les flavonoides, acides phénoliques et les tanins (Edeas.,

2007).

Les polyphénols caractérisés par la présence d’au moins un cycle aromatique auquel est

directement lié un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelleet al., 2004).

En effet les composés phénoliques sont présents dans les différentes parties de la plante : les racines,

les tiges, les fleurs et les feuilles (Edeas., 2007).

11. 3.2. Classification des polyphénols
Les polyphénols possedent plusieurs groupement phénoliques, avec ou non d’autres fonctions

(Alcoolique (OH), carboxylique (COOH),...). Ils sont probablement les composés naturels les plus

répandus dans la nature et de ce fait sont des éléments faisant partie de I’alimentation animale. Ces

composés présentent une grande diversité de structures, divisées en non flavonoides et flavonoides. ).

(Francois N.M., 2010)

% La premiére classe est représentée par les acides phénoliques, qui comprennent les acides
benzoiques (acide galligue).

% La seconde classe est constituée d’un noyau phénolique porteur d’une chaine latérale
insaturée en C3 (acide caféique).

% La derniére classe est basée sur un squelette en C6-C3-C6 (catéchine), elle comprend
plusieurs groupes qui se distinguent par le degré d’oxydation de 1’hétérocycle central en
C3. (Francois N.M., 2010) ; Par exemple on a les flavonoides.

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans le
regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie

responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On les trouve dissous dans
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la vacuole des cellules a I'etat d'héterosides ou comme constituants de plastes particuliers, les
chromoplastes. Le terme flavonoide regroupe une tres large gamme de composes naturels
polyphénoliques (Stdckigt J et al., 2002).

Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes (au-dela de la chlorophylle, des
caroténoides et des bétalaines), méme si leur présence est parfois masquée par leur présence sous
forme "leuco”, ce qui explique leur intérét commercial dans I'industrie alimentaire (Gabor M et al
1988). On distingue différentes structures des flavonoides parmi lesquels se trouvent : les flavones,
les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les flavanes, les flavan -3-oles, les flavylium.
(Frangois N.M., 2010)

I1. 3.3. Rdle des polyphénols

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre certaines
maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs propriétés
antioxydantes (Fleuriet A et al., 2005). Specifiquement, on attribue aux flavonoides des propriétés
variées:  antitumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire,  analgésique, antiallergique,
antispasmodique, antibactérienne, hépatoprotectrice, estrogénique et/ ou anti-estrogénique. lls sont
également connus pour moduler I’activité de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Les
flavonoides favorisent la relaxation vasculaire et empéchent I'agglutinement des plaquettes
sanguines. lls limitent I'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les plaques
d'athérome. lls sont aussi anxiolytiques et protegent nos artéres contre l'athérosclérose et réduit la
thrombose (caillots dans les artéres) (Francois N.M., 2010).
Des exemples des certains mécanisme d’activités biologiques :

¢ Activités des polyphénols sur le métabolisme glucidique

Différentes études ont montré que le diabéte sucré est associé a une augmentation de la
production des radicaux libres d’une part, et d’une diminution du potentiel antioxydant d’une autre
part (Kandouli C., 2018), Les polyphénols pourraient moduler le métabolisme glucidique et
présenter des activités antidiabétiques en faisant intervenir différents mécanismes (Solayman et al.,
2016) par exemple : inhibition de la dégradation et de 1’absorption intestinale des sucres : inhibition
in vitro l’activité enzymatique de 1’a-glucosidase et de 1’a-amylase (deux enzymes clés de la
digestion des carbohydrates) (Tadera et al., 2006). Il a été prouvé aussi que la quercetine glucoside
et des acides phénoliques inhiberaient la captation et le transport du glucose au niveau intestinal
(Johnston et al., 2005).
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¢+ Activités des polyphénols sur les radicaux libres (stress oxydatif)

Ces composés peuvent empécher les dommages oxydatifs par différents mécanismes d’action :
soit par capture des radicaux hydroxyles (Bakchiche B et al., 2014) ; soit par chélation des métaux
(e fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans I’initiation des réactions radicalaires (Yang
et al., 2012) ; soit I’inhibition des enzymes responsables de la génération des radicaux libres (Van
Acker et al.1996)

Les flavonoides ont une activité antioxydante. En effet, ils peuvent agir de différentes fagcons
dans les processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des espéces réactives de
I’oxygene, par chélation de métaux de transition et par inhibition de certaines enzymes responsables
de la production des ROS comme la cyclooxygénase et la lipooxygénase (Bartosikova et al., 2003).

% Activités des polyphénols sur la maladie d’Alzheimer

Les polyphénols puissent agir en protégeant les neurones vulnérables, en stimulant le
fonctionnement neuronal et le flux sanguin ainsi qu’en favorisant la neurogénese (Lenoir L., 2011).

L’apport alimentaire régulier d'aliments riches en flavonoides et / ou de boissons a été associee a
une reduction de 50% du risque de démence, une préservation des performances cognitives avec

I'dge, un retard dans I'apparition de la maladie d'Alzheimer (Vauzour D., et al 2010).

s Activités des polyphénols sur les inflammations

Les différentes études menées sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces contextes
pathologiques ont montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de 1’inflammation et agissaient sur
de nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de signalisation de I’inflammation (Lenoir L.,
2011).

Certains flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la production des prostaglandines, des
molécules pro inflammatoires tres actives. Cet effet serait d0 a la réduction du metabolisme de
I’acide arachidonique par I’inhibition de la lipooxygénase, de la cyclooxygénase et de la
phospholipase A2 (Manthey et al., 2000).

% Activités des polyphénols sur les maladies cardiovasculaires

Les polyphénols inhibent aussi 1’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomene de
thrombose, qui induit I’occlusion des artéres. Ainsi en prévenant I’arthérosclérose et les risques de
thrombose, ces composés limitent les risques d’infarctus du myocarde (Akroum S., 2010).

s+ Activités des polyphénols sur les maladies cancérogénes

Les composes phénoliques peuvent interagir avec la cascade inflammatoire via leur action

antioxydante. Cette interaction est principalement liée a leur capacité a éliminer les radicaux libres,

prévenant ainsi les dommages cellulaires et rend la cellule moins susceptible a l'oxydation en
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réduisant la formation de molécules pro-inflammatoires, et ainsi le développement du cancer
(Pauwels., 2011).
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Matériel et méthodes

L’ensemble de ce travail a été effectué au laboratoire de biochimie (RDC), laboratoire
d’obtention de substances thérapeutiques (LOST) a [1’université Fréres Mentouri
(Constantinel) et laboratoire de biochimie du centre de recherche en biotechnologies (CRBt)
au cours des deux mois Janvier et Février.

Notre travail a pour objectif 1’étude des deux activités antioxydante et enzymatique des
extraits des feuilles, fruits et huile végétale de la plante étudié Pistacia lentiscus.

Les différentes étapes de ce travail sont résumeées au diagramme suivant :

Choix de la plante médicinale : Choix de la région :

« Pistacia lentiscus »» Skikda (Tamalous)

Choix des parties végétales : feuilles et fruits.

Récolte, séchage, broyage

v Extraction d’huile des fruits huile v Etude de Pactivité
3 froid. antioxydante.
v Extraction des polyphénols des v' Etude des activités
feuilles, tourteaux et huile. enzymatiques_

v" Dosage des polyphénols.
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Pistacia lentiscus est la plante qui a fait I’objet de la présente étude, le choix a été justifié
par le fait que cette espéce soit parmi les plantes utilisées dans la médecine traditionnelle pour
traiter de nombreuses maladies, aussi par le fait qu’il s’agit d’une espéce trés abondante
localement et relativement peu étudiée en Algérie.

I.1. Matériel végétal (biologique)

Les feuilles et les fruits du Pistacia lentiscus ont été récoltés au mois de Décembre 2019

de la Daira de Tamalaous, Wilaya de Skikda (Figure 11).
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Figure 11 : Carte géographique de la Daira de Tamalous (Skikda). (Google maps)

Les feuilles : e séchage a été réalisé en deux étapes, d’abord un pré-séchage a 1’air libre afin
d’éliminer I’excés d’eau, puis un séchage a 1’étuve a 60°C pendant 2 jours. Une fois la plante
séchée, les feuilles sont broyées a 1’aide d’un moulin a café ensuite tamisées afin d’obtenir
une poudre fine. Enfin, cette derniere est conservée dans des bocaux en verre, fermés,
étiquetés et stockés a 1’abri de la lumiére jusqu’a son utilisation.

Les fruits : Le choix des fruits a été porté sur des arbustes dont le stade de pigmentation des
fruits était semi-noire ou noire tout en évitant le stade vert ou rouge. Ce dernier stade de
maturité dite précoce, pourrait influer le rendement de production d’huile ainsi que sa
conservation.

Les fruits ont été lavés & 1’eau courante pour éviter d’éventuelles contaminations (en éliminant

les fruits moisis qui flottent sur I’eau), ensuite ils ont été égouttes et sechées dans un endroit

aéré a 1’abri de la lumiére.
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1.2. Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé pour réaliser cette étude est composé de verrerie,
d'équipements et d'appareils. Il comprend aussi un ensemble de réactifs et produits chimiques.
I1. Méthodologie
I1.1Extraction d’huile végétale

Les fruits séchés de Pistacia lentiscus ont subi une extraction a froid a I’aide d’une presse
a huile (Figure 12) au sein du laboratoire d’obtention de substances thérapeutiques (LOST) a
I’université Freres Mentouri (Constantine 1), afin d’obtenir une huile végétale pure et des

tourteaux comme déchets.

Figure 12 : Extraction d’huile végétale a I’aide d’une presse a huile.

L’huile obtenue a été stockée dans des bouteilles en verre bien remplies (95% de leur
capacité), hermétiquement fermées et gardées a 1’abri de la lumiére jusqu'a ’utilisation. Les
tourteaux sont ensuite broyés a 1’aide d’un broyeur électrique, tamisés afin d’obtenir une
poudre fine et conservés dans des bocaux en verre a I’abri de la lumiére jusqu’a son
utilisation.

11.2. Extraction assistée par macération des polyphénols

Des méthodes d’extraction classiques ont été utilisées durant plusieurs années telles que
la macération dont 1’objectif est de libérer les composés phénoliques et les flavonoides de la
structure vacuolaire ou ils sont trouvés, en rompant le tissu végétal par un processus de
diffusion (Wang & Weller., 2008).

La macération consiste a mettre en contact un solide et un liquide et de séparer grace au
liquide un ou plusieurs composeés solubles «les solutés» (Boizot et Charpentier., 2006).

La préparation des extraits a été faite au laboratoire de biochimie de 1’'université Fréres

Mentouri Constantinel.
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11.2.1. Feuilles du pistachier

L’extraction a été réalisée selon le protocole décrit par (Diallo et al., 2004).

50g de la poudre des feuilles ont été mises a macérer dans 250 ml du solvant (méthanol)
sous agitation magnétique pendant 24 h a I’abri de lumiére pour extraire les principes actifs,
ensuite filtré sous vide. Le filtrat est réecupére alors que le précipité subi une deuxiéme et
troisieme maceération dans les mémes conditions pour extraire le maximum des principes
actifs (polyphénols).

Les trois filtras sont regroupés et évaporées a 1’aide du rotavapor a une température de
40°C. L’extrait obtenu est récupéré sous forme d’une pate dans une boite de pétri en verre, qui
sera placée sous la hotte a I’air libre et a I’abri de lumicre pour bien s’assurer que les résidus
du solvant vont s’évaporer.

11.2.2. Tourteaux des fruits

> Délipidation

Le but de cette étape est d’éliminer le maximum des lipides contenus dans les tourteaux
pour une meilleure extraction des polyphénols.

50g de la poudre des tourteaux a été mise dans 50 ml d’hexane pour un premier lavage,
avec une agitation vigoureuse pendant 5min. Le mélange est laissé décanter pendant 10
minutes a 1’abri de la lumiere, le surnageant est alors débarrassé.

Le culot récupéré subit un deuxiéme voire un troisieme lavage passant par les mémes
étapes. Ensuite le mélange hexane-tourteaux subit une centrifugation de 3000 tours pendant 5
min et le culot est récupérée.

» Extraction

La méthode d’extraction des polyphénols des tourteaux est celle décrite par (Diallo et al.,

2004). Les étapes d’extraction sont résumées a la figure 13.
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Tourteaux délipidés

[Poudre des tourteaux (50g) + méthanol 250
ml 24h] X 3

Filtration sous vide

A

| Evaporation par rotavapeur a 40c° |

‘ Extrait récupéré |

Figure 13 : Principales étapes d’extraction des polyphénols.

11.2.3. Huile végétale

L’extraction des composés phénoliques est réalisée suivant le protocole de Tsamidou et

al,. (1992).

50g d’huile sont dissout dans 50 ml d’hexane, le mélange est introduit dans une ampoule
a décanter ou 30 ml du mélange méthanol-eau (80/20) sont ajoutés. Le tout est agité
vigoureusement durant 5 min puis laissé décanter (Figure 14), la phase polaire (phase
méthanolique) contenant les composés phénoliques est récupérée et subit un lavage avec 50
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ml d’hexane, puis évaporé a I’aide d’un rotavapor, a une température 40C° jusqu’a I’obtention

d’un poids d’extrait constant.

Figure 14 : Décantation des deux phases.

I11. Dosage des antioxydants

Toutes ces étapes du travail ont été réalisées au niveau du laboratoire de biochimie au
centre de recherche en biotechnologies de Constantine (CRBt). Toutes ces méthodes ont été
effectuées sur une microplaque et leur lecture spectrophotométrique était faite a 1’aide d’un
lecteur de microplaque.

111.1. Dosage des polyphénols totaux

a) Principe

Le réactif FCR, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d'acide phosphomolybdique (H3PM012040) qui est réduit, lors de I'oxydation des phénols,
en mélange d'oxydes de tungstene (W8023) et de molybdene (M08023). La coloration
bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols totaux et posséde une absorption
maximale aux environs de 750 -765 nm (Muller et al., 2010).

b) Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé en suivant la méthode décrite par Muller et
al., (2010).

> Préparation des extraits de la plante

4mg de chaque extrait (feuilles-tourteaux-huile) sont dissous dans 1ml du solvant

(méthanol pour les extraits des feuilles et tourteaux, et le DMSO pour I’huile).
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» Procédure

Dans une microplaque a 96 puits : 20 ul de chaque extrait est déposé + 100 ul de FCR
dilué (1/10) +75ul de carbonate de sodium (Na2COs3) (7.5%). Le mélange est incubé a
I’obscurité pendant 2 heures a température ambiante puis 1’absorbance est mesurée a 765 nm.
Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé
(méthanol).

» Préparation de la gamme d’étalon d’acide gallique

Pour la préparation d’étalon, Une gamme des concentrations est préparée dans le méthanol
par la dilution de la solution mére S1, cette derniere est préparée a partir de la dissolution de
0,5 mg d’acide gallique dans 5 ml du méthanol (MeOH), pour obtenir une concentration égale
a 200 pg/ml (Tableau 7).

Tableau 5 : Gamme d’étalon de I’acide gallique.

Concentrations de la solution étalon (I’acide | Dilutions de la solution S1

gallique)
25ug/ml 25ul de S1+ 175ul de MeOH
50ug /ml 50ul de S1+ 150ul de MeOH
75ug/ml 75ul de S1+ 125ul de MeOH
100pg/ml 100ul de S1+ 100ulde MeOH
125pg /ml 125pl de S1+ 75ul de MeOH
150pg /ml 150ul de S1+ 50ul de MeOH
175 pg /M1 175ul de S1+ 25ul de MeOH
200pg /ml 200ul de S1

Dans une microplaque : un volume de 20 ul de chaque dilution est déposés +100 ul du
FCR (1/10) + 75ul de Na2COz3 (7.5%). Suivi par une incubation de la plaque pendant 2 heures.
Enfin, la lecture est faite a 765nm.

La teneur en composés phénoliques de ’extrait a été déterminée a partir de la courbe

d’étalonnage d’acide gallique (Figure 15).
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Figure 15 : Courbe d'étalonnage de 1’acide gallique.
111.2. Dosage des flavonoides
a) Principe

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre
’AlI*3 et les flavonoides. La méthode de Topcu et al., (2007) est utilisée avec quelques

modifications.

b) Mode opératoire

» Préparation des extraits de la plante

1mg d’extrait (feuilles-tourteaux-huile) est dissous dans 1ml du solvant (méthanol pour
les extraits des feuilles et tourteaux, et le DMSO pour I’huile).

> Procédure

Dans une microplaque a 96 puits : un volume de 50 ul d’extrait est déposé dans chaque
puits + 130 pl de méthanol (MeOH) + 10 ul d’acétate de potassium (CH3COOK) + 10 ul de
nitrate d’aluminium (AlI(NOz)2, 9H,0). L’incubation de la plaque dure 40 min a 1’abri de la

lumiere et a température ambiante, la lecture est faite a 415nm.

Un blanc échantillon est préparé en remplacant les réactifs par le méthanol (50l extrait +
150p! méthanol).
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> Préparation de la gamme d’étalon de la quercétine

Dans un eppendorf, 1 mg de la quercétine a été dissous dans 5 ml de méthanol pour obtenir
une solution mére (S1) d’une concentration égale a 0,2 mg/ml. A partir de cette solution, des
dilutions ont été préparées comme indiqué au Tableau 6.

Tableau 6 : Gamme d’étalon de la quercétine.

Concentrations de la  solution étalon | Dilutions de la solution (S1)

(Quercétine)
25ug/ml 25ul de S1+ 175ul de MeOH
50pg /ml 50ul de S1+ 150ul de MeOH
75ng/ml 75ul de S1+ 125ul de MeOH
100pg/ml 100ul de S1+ 100plde MeOH
125pg /ml 125ul de S1+ 75ul de MeOH
150pg /ml 150ul de S1+ 50ul de MeOH
175 pg /ml 175ul de S1+ 25ul de MeOH
200pg /ml 200ul de S1

Aprés la préparation des dillutions : 50 ul de chaque dilution sont transférés dans une
microplaque 96 puits + 130 pl (MeOH) +10 pl d’acétate de potassium (CH3COOK) + 10
de nitrate d’aluminium (AI(NOz3)2, 9H20). Apres une durée de 40 mn la lecture est réalisee a

415 nm. Enfin, une courbe d’étalonnage de la quercétine a été réalisée (Figure 16).
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.
V. Evaluation de P’activité anti oxydante des extraits

L’évaluation de I’activité antioxydante d’un produit peut se réaliser selon plusieurs

méthodes. Au cours de cette étude nous avons effectué les tests suivants :
IV.1. Capacité de piégeage du radical libre DPPH
a) Principe

La DPPH est un radical stable en solution et apparait de couleur pourpre absorbant a 515
nm dans le méthanol. Ce test est base sur le principe selon lequel la DPPH accepte un atome
d'hydrogene (H) de la molécule piégeuse (antioxydant), entrainant une réduction de la DPPH
en DPPH2 (Figure 17), la couleur pourpre passe au jaune avec une diminution concomitante
de l'absorbance a 515 nm. Le changement de couleur est contr6lé par spectrophotométrie et
utilisé pour la détermination des paramétres des propriétés antioxydantes (Krishnanand et
al., 2012).
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Figure 17 : Mécanisme d’action du DPPH.

b) Mode opératoire

Le test de DPPH a été réalisé suivant la méthode décrite par Blois., (1958).

» Préparation des échantillons

0.5mg des deux extraits (feuilles et tourteaux) ont été dissous dans 1 ml de méthanol, et

4mg d’extrait d’huile ont été dissous dans 1ml de DMSO, ensuite une gamme des

concentrations est préparée en réalisant des dilutions au 1/2 de la solution mére (Tableau 7 et

8).

Tableau 7 : Série des dilutions de ¥z pour 4mg des extraits de feuilles, tourteaux et huile.
4mg/mi 1 Yo 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Concentrations | 800 400 200 100 50 25 12.5

pg/ml

Tableau 8 : Série des dilutions de %2 pour 0.5mg des extraits de feuilles et tourteaux.

0.5 mg/mli 1 Y 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Concentrations | 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1,5625
pg/ml

( )|
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» Préparation du DPPH

Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, le radical DPPH est
dissous dans le méthanol et gardé a -20 C° a I’abri de la lumiére. L’absorbance est 0.5 nm
(517 nm) au spectrophotometre.

> Procédure

Dans une microplaque a 96 puits, 40pl des différentes concentrations des échantillons sont
ajoutés a 160 ul d’une solution méthanolique de DPPH (0,004 %). Parallelement, un contrdle
négatif est préparé par le mélange de 40 pl du méthanol et 160 pl de la solution méthanique
de DPPH, aprés une période d’incubation de 30 min a température ambiante, I’absorbance a
été lue a 517 nm. L’a-Tocophérol, BHA et le BHT sont utilisés comme standards

antioxydants.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH a été calculé selon I'équation suivante :

[ %inhibition (DPPH)= [(A Contrbéle — A Extrait) / A Contr6le] x 100 ]

A contrdle : I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs / A extrait : I’absorbance de la réaction
contenant les réactifs et I’extrait.

IV.2. Test de I’activité ABTS

a) Principe
Une molécule incolore ABTS réduite, est oxydée en un ABTSe+ de couleur bleu-vert
caractéristique. Quand I’ABTSe+ est mélangé avec toute substance qui peut étre oxydée, il est
a nouveau réduit a sa forme ABTS incolore d'origine, en revanche la substance ayant réagi est
oxydée (Figure 18).
Dans certaines études, divers oxydants ont été utilisés pour oxyder les molécules ABTS

telles que le persulfate de potassium, MnO2, H2O2 (Ozcan., 2004).
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Figure 18 : Oxydation de I’ABTS par le persulfate de potassium et génération de I’ABTS+-.
b) Mode opératoire
L’activité¢ ABTS est déterminée par la méthode de Re et al., (1999).
» Préparation des échantillons
Les mémes concentrations et dilutions que le test précédent.
> Préparation de la solution d’ABTS
Le radical cation ABTS+ est produit en faisant réagir I’ABTS [19,2 mg (7 mM) de I’ABTS
+ 5 ml H20] avec du persulfate de potassium (K2S20g) [3,3 mg (2.45 mM)+ 5 ml HxO], le
mélange est laissé a I’obscurité a température ambiante pendant 12-16h. L’absorbance de la

solution ainsi obtenue est ajustée a 7.00+0.020 par 1’éthanol ou I’H20 & 734 nm avant I’usage.
> Procédure

160 ul de la solution d’ABTS+ est mélangée avec 40 ul d’extrait a différentes
concentrations. Aprés 10 mn d’incubation a température ambiante, 1’absorbance du mélange
est mesurée a 734 nm.

Pour le blanc un volume de 40ul de méthanol et 160 pl d'ABTS+ a é€té mis dans les
derniers puits de la plaque. Aprés 10 minutes a température ambiante ; la microplaque est lue
a 734 nm.

Le pourcentage de I’activité anti radicalaire est calculé en utilisant la formule suivante :

[ % d’inhibition = [(Ac— Ae) /Ac] x 100 J

Ac : absorbance du contrble / Ae : absorbance de 1’extrait
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IVV.3. Radical galvinoxyl (GOR)

a) Principe

Galvinoxyl est un radical stable ayant un pic d'absorption élevé a 428 nm. En présence
des composes phénoliques ou d'autres antioxydants, il est réduit par transfert d'électron ou
d'atome d'hydrogéne en phénol incolore a la place de la couleur jaune (Shi H et al., 2001).

b) Mode opératoire

L'activité Galvinoxyl radical (GOR) est déterminée par la méthode décrite par Shi H et
al., (2001).

> Préparation des échantillons
Les mémes concentrations et dilutions que le test précédent.
> Procédure

Un volume de 40 pl des différentes concentrations de chaque extrait est déposé dans les
puits de la microplaque avec 160 pl de la solution de galvinoxyle (4 mg galvinoxyle dans
100ml méthanol), parallélement un contrdle négatif a été préparé en remplacant I’extrait par le

MeOH. Apres I’incubation a température ambiante pendant 120 min, la lecture est réalisée a
428 nm.

IV.4. La réduction du complexe Cuivre-Neocuproine (CUPRAC méthode)
a) Principe

Le réactif oxydant chromogéene utilisé pour le test CUPRAC est le cation bis
(néocuproine) cuivre (I1) (Cu (1) -Nc) agissant en tant qu'agent de transfert électronique, et le
chromophore CUPRAC, formé par réduction de ce réactif avec des antioxydants, est le cation
bis (néocuproine) cuivre (I) (Cu (I) -Nc) (Figure 19). Ce réactif est utile a pH=7, et
I'absorbance du chélate de Cu (I) formé suite a la réaction redox avec des polyphénols

réducteurs, des vitamines C et E est mesurée a 450 nm (6zyurek et al., 2011).
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} p Antioxidant (AO) reduces NQ

HaC \Cu/ CH4 Cw(IT) form to Cw(I) Hac \C/. i N
- +
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Cu(II)-Nc Cu(I)-Nc¢

Figure 19 : Réduction du complexe chromogene de Cu+2-Nc (6zyurek et al., 2011).
b) Mode opératoire

Le Cupric reducing antioxidant capacity est déterminé par la méthode CUPRAC (Apak
et al., 2004).

» Préparation des échantillons
Les mémes concentrations et dilutions que le test précédent.
» Préparation des solutions

S1=1,927 g Acétate d’ammonium (ACNH4) + 25 ml (H20) — transparent (pH=7.0).
S2 =0,042625 g (Cu Clz, 2H20) + 25 ml (H20) — bleu.
S3 =0,039 g (Neocupronin) + 25 ml (MeOH).

> Procédure

Dans une microplaque a 96 puits, un volume de 40 pl des extraits a différentes
concentrations a été déposé dans les puits, suivi par I’addition de 60 pl d’acétate d’ammonium
(S1) + 50 pul de néocuproine (S3) + 50 ul de (Cu Clz, 2H20) (S2). Un blanc a été préparé en
paralléle, en remplagant les extraits par le MeOH. Les mélanges ont été incubés a 1’obscurité

pendant une heure, I’absorbance a été mesurée a 450 nanometres.

Le BHA et le BHT ont été utilisés comme standards.
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IV.5. Pouvoir réducteur
Principe

Les substances qui ont un potentiel de réduction réagissent avec le ferricyanure de
potassium (Fe**) pour former du ferrocyanure de potassium (Fe?"), qui réagit ensuite avec le
chlorure ferrique pour former un complexe ferrique-ferreux qui a un maximum d'absorption a

700 nm (Singhal et al., 2011). Selon la réaction suivante :

Antioxydant
Potassium ferricyanide + chlorure ferrique ———  Potassium ferrocyanide + chlorure

ferreux
Mode opératoire

L’activité Reducing power est déterminée par la méthode d’Oyaizu., (1986) avec une

Iégere modification.
» Préparation des échantillons

4mg des extraits ont été dissous dans 1 ml de méthanol (ou DMSO avec I’extrait d’huile),
Une gamme des concentrations est préparée par des dilutions au 1/2 de la solution mere
(Tableau 9).

» Procédure

Un mélange constitué de 10 pl d’extrait, 40 pl de la solution tampon phosphate (pH 6.6)
et 50 ul de ferricyanide de potassium (1%) KsFe(CN)g, est incubé a 50 C° pendant 20 mn. On
y ajoute 50 pl de tri-chloroaceticacide (TCA) a 10%, 40 ul d’H20 et 10 ul de chlorure de fer

FeCls a 0.1%. La lecture est réalisée a 700 nm.
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1V.6. Activité Phénanthroline
a) Principe

Ce test est basé sur la réaction de I'ion ferreux (Fe*?) avec la 1,10-phénanthroline. L'ion
ferreux forme specifiquement un complexe de triphénanthroline rouge-orange qui absorbe au

maximum a 508-510 nm.

On sait que si le peroxyde d'hydrogéne est ajouté au tube avant I'ajout de 1,10-phénanthroline,
alors H2O2 oxydera I'ion ferreux en ion ferrique qui est incapable de former un complexe

rouge-orange avec la 1,10-phénanthroline (Figure 20) (Debanjan et al., 2016).

QEJIE%

Mo trisphenanthrolimne
cormplesxation

QEETE%

Figure 20 : Réaction de la capacité de piégeage du peroxyde d'hydrogéne par les antioxydants
(Debanjan et al., 2016).

b) Mode opératoire

L’activité de phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka.,
(2008).
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> Préparation des échantillons
Les mémes concentrations et dilutions que le test précédent.
» Procédure

Un volume 10 pl d’extrait a été ajouté a 50 ul de chlorure ferrique FeCls (0.2%) et 30 pl
de phénanthroline (0.5%) puis 110ul de MeOH. Aprés une incubation a 1’obscurité pendant
20 min a 30°C, I’absorbance a été mesurée a 510 nm. Le BHT est utilis¢ comme standard.
IV.7. Activité Silver nanoparticule (SNP)

a) Principe

Une méthode colorimétrique sensible pour la détection des polyphénols basée sur la
réduction des ions Ag* par les polyphénols en présence de graines d'argent stabilisées au
citrate. La couleur de la suspension stable a été contrdlée en faisant varier la concentration de
citrate trisodique, de nitrate d'argent et de graines d'argent. La réduction d'Ag* en
nanoparticules d'argent sphériques (SNP) par les polyphénols produit une bande d'absorption
de SNP trés intense & 423 nm (Figure 21) (Ozyiirek M et al., 2012).

Ar{OH], Ar{=0],

Ag” + Citrate — &

Figure 21 : Réduction d’Ag+ par les polyphénols. (Ozyiirek M et al., 2012).

b) Mode opératoire
» Préparation des échantillons

Les mémes concentrations et dilutions que le test précédent.
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» Préparation de la solution SNP
50 ml d’AgNO3z (1.0 mM) : (0.170 g + 100 ml H20) sont chauffés pendant 10 min puis 5
ml du trisodium de citrate (1%) sont ajoutés goutte a goutte jusqu’a le changement de la
couleur vers le jaune pale, ensuite la solution est laissée a température ambiante pour
refroidissement.

> Procédure

Un volume de 130 pl de solution SNP et 50 ul de H.O ont été déposés successivement
dans une microplaque a 96 puits contenant 20ul des différentes concentrations de chaque
solution d’extrait. Une incubation est réalisée a I’obscurité a une température de 25°C pendant
30 min suivi d’une lecture a 423 nm.

Le Trolox a été utilisé comme standard.

V. Evaluation de I’activité enzymatique

Cette étape du travail a été realisée au niveau du laboratoire biochimie du centre de la
recherche en biotechnologies de Constantine (CRBt).
V.1. Activité anti cholinestérase

a) Principe

Le test d’Ellman est basé sur le clivage de ’acétylthiocholine par I’AChE pour produire
de la thiocholine. Cette derniére va réagir avec le 5,5'-dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour
former un anion de couleur jaune (Ellman et al., 1961) (Figure 22). En présence d’un
inhibiteur enzymatique, cette réaction permet d’étudier les paramétres cinétiques et par la
suite de quantifier ’inhibition exprimée par son ICsp (concentration diminuant ’activité
enzymatique de moitié) (Ghnimi., 2015). Les inhibiteurs de cette enzyme sont utilisés pour

diminuer la métabolisation d’ATCI et diminuer les symptomes de la maladie d’ Alzheimer.
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Mélange disulphide Jaune acide--thio 2 nitrobenzoique (TNB)

Figure 22 : Mécanisme chimique de la méthode d’Ellman (Ali-Shtayeh et al., 2014).

b) Mode opératoire
L’activité est déterminée par la méthode d’Ellman et al., (1961).

» Préparation d’échantillon

Quatre milligrammes de chaque extrait ont été dissous dans 1 ml de méthanol pour
préparer la solution mere ensuite, une gamme des concentrations (Tableau 9) est préparée par

des dilutions au 1/2 de la solution mére.
> Procédure

150 puL du tampon phosphate de sodium (pH 8.0) ont été ajoutés a 10 pL des extraits a
différentes concentrations, suivi par 20 uL d’AChE, aprés une incubation a 25°C pendant 15
min; 10 uL de DTNB (0.5 mM) et 10 pL d’acétylthiocholine iodide ont été ajoutés au
mélange. Un témoin négatif est préparé en parallele.

La lecture est faite a to= 0 min et t; = 15 min & 412 nm.

Le pourcentage d’inhibition d’AChE est déterminé par rapport au blanc par la formule :

[ (E - S)/E *100 ]

E : l'activité de I'enzyme sans extrait / S : l'activité de I'enzyme avec I’extrait.
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Le Galantamine est utilisé comme référence.

V.2. Activité inhibitrice de ’alpha amylase (anti diabétique)
a) Principe

Pendant longtemps, des produits naturels a base de plantes ont été utilisés pour le
traitement du diabete. 1l a été signalé que les aliments végétaux riches en polyphénols
provoquent des effets similaires a I'insuline dans l'utilisation du glucose et agissent comme
inhibiteurs d'enzymes clés comme l'alpha amylase et l'alpha glucosidase associées au diabéte
de type 2 et a la peroxydation lipidique dans les tissus (Sindhu S. Nair et al., 2013).

La méthode Caraway iode / iodure de potassium (IKI) a été appliquée avec de légeres
modifications pour déterminer la quantité d'amidon hydrolysé (absorbance a 620 nm) (Xiao-
Wei et al., 2012).

b) Mode opératoire

L’activité inhibitrice de I’alpha amylase des extraits a été déterminée par la méthode
réalisée par Zengin et al., (2014).

» Preéparation des échantillons

Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 ml de méthanol ; a partir de

cette solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparees pour les différents extraits (Tableau 9).
» Procédure :

Une microplaque de 96 puits est divisée en Cinque sections (Figure 23), elle a été remplie

en respectant les instructions suivantes :

l 1 2 773 Ti 57 é 7/7171 875 j?h "‘ 12 =
Nrrrrey & &
T T T T Y T T T
CODOD®S S W
PO O®®S S @ D
FO DD ®®S® @ |
FrO 9 e®®®® @ o e |
CO OO OO ® @
HD O & © 0 © ® ® ® ® ® ®
=5 |
.h\c’ AEO O:‘\s]
Aso I Asz .AB

Figure 23 : microplaque représente les instructions respectant




Matériel et méthodes

Dans les puits (Asi, Asz, Asz)de la microplaque (Figure 23): 25uL de chaque
concentration des extraits ont été déposés, ensuite 50ul de la solution d’enzyme (alpha
amylase) ont été additionnés. Aprés une incubation a 37 °C pendant 10 min ; 50 pl d’amidon
(0.17%) ont été ajoutés. Une deuxiéme incubation est effectuée a 37 °C pendant 20 min, ensuite
des volumes de 25 ul de HCI et 100 ul de la solution IKI (3 g d’iodure de potassium dissoute
dans 100 ml d’eau auquel a été ajouté 127 mg d'iodine) ont été¢ additionnés. La lecture est

faite a la longueur d’onde 630 nm.

Dans les puits (Ag) : 25uL de chaque concentration des extraits ont été déposés suivi par
I’addition de 125ul de la solution tampon, 100 ul d’IKI ont été ajoutés. La lecture est faite a la

longueur d’onde 630 nm.

Dans les puits (Ac) : 50 pl de tampon ont été transférés suivi par I’addition de 25 ul de
méthanol. Aprés une période d’incubation de 10 min dans une étuve a 37°C, 50ul d’amidon
ont été déposés et apres 20 min d’incubation a 37 °C ; 25 pl HCI et 100 pl IKI ont été ajoutés.
La lecture est faite a la longueur d’onde 630 nm.

Dans les puits (Ae) : 50 pl de I’enzyme ont été transférés suivi par 1’addition de 25 pl de
méthanol. Aprés une période d’incubation de 10 min dans une étuve a 37°C, 50ul d’amidon
ont été déposés et aprés 20 min d’incubation a 37 °C 25 pl HCI et100 pl IKI ont été ajoutés.

La lecture est faite a la longueur d’onde 630 nm.

Le pourcentage d’inhibition :

%INH=1-[(Ac-AE)-(As-As)/(Ac-AE)]

Ac=Absorbance [Amidon+IKI+HCl+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
Ae=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI]

As=Absorbance [Extrait+I1KI+125ul de tampon]
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Résultats et discussion

I. Extraction et quantification des antioxydants
I.1. Extraction des composés phénoliques

> Huile

L’extraction des polyphénols contenus dans I’huile étudiée, a été réalisée avec deux
solvants, 1’hexane et le méthanol. D’aprés les revues de la littérature ; la solubilité des
composés phénoliques dépend de la polarité du solvant utilis¢, ¢’est pour cela que nous avant
opté pour le méthanol étant plus polaire par rapport a 1’éthanol, 1’acétone ...etc. qui présentent
une faible affinité vis-a-vis de ces substances (Denis O., 2004). Aprés avoir libérer les
polyphénols, I’hexane permet la bonne séparation des deux phases non miscibles ; une phase
hexanique, renferment tout ce qui est lipidique et une phase, méthanoique, renferment les

polyphénols extraits de I’huile (Djaouzi S., 2012).
» Feuilles et tourteaux

Nous avons utilisé le méthanol car il est un solvant polaire et les polyphénols sont
généralement solubles dans ces solvants (Macheix et al., 2005).

I1. Analyse quantitative des composés phénoliques
I1.1. Quantification des polyphénols totaux (TPC)

Le choix de quantifier les polyphénols parmi les différentes substances phytochimiques,
résulte du fait que les polyphénols ont des activités biologiques trés importantes. De méme
pour les flavonoides qui sont considérés comme la classe la plus importante des polyphénols.

Les flavonoides et les acides phénoliques sont classés comme des antioxydants mixtes
(Romalho et al., 2006), car ils sont capables de donner des protons aux radicaux libres, et
sont encore capables d'empécher la formation des espéces réactives de I'oxygéne (ROS), soit
par l'inhibition des facteurs impliqués dans ce processus, ou par chélation des traces
métalliques impliquées dans leur production (Agatia et al., 2012).

Le taux des polyphénols totaux est calculé a partir d’une courbe d’étalonnage (Figure24),
cette courbe est établie en utilisant 1’acide gallique comme référence et les résultats sont
exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de matiere seche (mg/g) (Francois

NM., 2010). La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R?=0,997.
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Figure24 : Courbe d'étalonnage de 1’acide gallique.
Les résultats de dosage des polyphénols dans les feuilles, les tourteaux et I’huile fixe de

Pistacia lentiscus sont résumés dans la Figure 25 et le Tableau 9.

Figure 25 : Profil de la microplaque du dosage des polyphénols totaux.
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Tableau 9 : Taux des polyphénols totaux des extraits.

Extraits Polyphénols totaux (mg/g d’extrait)
Extrait des feuilles(EF) ~ 15527mg/mlx559

Extrait des tourteaux (ET) 150,17+2,35

Extrait d’huiles (EH) NA*

*NA : non absorbance.
D’aprés le Tableau 11, on remarque 1’existence d’une forte teneur en polyphénols totaux
pour les extraits des feuilles (155,27+5,59 mg/ g d’extrait) et les tourteaux (150,17+2,35mg/ g
d’extrait) du P. lentiscus. L’extrait d’huile de P. lentiscus a enregistré un manque de la teneur

en composés phénoliques.

Le résultat de la teneur des feuilles en composés phénoliques est comparable a celle d’une
étude réalisée par I’équipe de Berboucha et al., (2010), les auteurs ont réalisé une étude sur
I’extrait éthanoique des feuilles de P. lentiscus et ils ont enregistré une teneur en phénols
totaux de 136,25+18,97 mg/g d’extrait. Par ailleurs, Rahmani et al., (2015) ont noté une
valeur supérieure a celle de notre étude (292,67+7,29 mg/ g d’extrait) d’extrait éthanoique des
feuilles récoltées a la commune de Sidi aiche (Bejaia). Aussi une étude menée par Zitouni A.,
en 2017 a enregistré de forte teneur en polyphénols lors d’une étude réalisée sur un extrait

méthanoique de feuilles récoltées a Tlemcen (216. 289 + 20. 62 mg/ g).

Cette différence des résultats en teneur des polyphénols peut étre due au biotope de la plante
ouest ou est d’Algérie, les variations interspécifiques, et/ou le stade de la récolte (fruits noirs
ou rouges), la durée de stockage de ce fruit avant trituration et/ou les étapes d’extraction des

composés phénoligue et le matériel employé (Arab K., 2014 ; Laribi., 2015):

Aussi peut etre due a ’alcool utilisée dans I’extraction par ce que la polarité¢ du solvant
d’extraction et aux proprietés des polyphénols qui sont généralement solubles dans les
solvants polaires (éthanol) et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants

organiques apolaires (chloroforme et hexane) (Macheix et al., 2005)

Les résultats présentés au tableau 11 et la figure 25 montrent un manque de la teneur en
polyphénols totaux. Une faible quantité en polyphénols a été remarqué par Bensaci M et al.,
(2015), avec une valeur de 1,80 £ 0,23 mg/ g , de méme Bouyahya et al., 2018 ont obtenu
une faible quantité de polyphénols (22.61 + 1.42 mg/ g) sur des extraits d’huile de la région
Zarka (Maroc).
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11.2. Quantification des flavonoides totaux (TFC)

La détermination quantitative des flavonoides s’effectue par la méthode de trichlorure
d’aluminium, basée sur la formation d’un complexe flavonoide-ion d’aluminium, ayant une
absorbance maximale a 430 nm.

Le taux des flavonoides est calculé a partir de la gamme d’étalonnage de la quercétine et
est exprimée en mg équivalent de quercétine par g d’extrait (mg/g) (Figure26). La formule de
la régression linéaire de cette courbe est de y=0,0048x avec un coefficient de détermination
R2 égal a 0,997.
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Figure26 : Courbe d’étalonnage de la querceétine.

Figure 27 : Profil de la microplaque de dosage des flavonoides totaux.

45

—
| —



Résultats et discussion

La couleur jaune produite indique la présence des flavonoides dans le mélange

réactionnel.

L’analyse de la figure 27 montre la présence des flavonoides dans les deux extraits (EF, ET),

alors que I’extrait d’huile (EH) est pauvre en flavonoides.

Les extraits ont été analysés quantitativement par spectrophotometre (lecteur de
microplaque). Les valeurs exprimées représentent la moyenne des trois repétions. Les

contenus en flavonoides sont calculés et représentés dans le tableau 10 ci-dessous :

Tableau 10: Résultats du dosage des Flavonoides

Extraits Taux de Flavonoides (mg EQ/g d’extrait)
Feuilles 91,73611+1,33

Tourteaux 65,97+3,98

Huile NA

NA : non absorbance.

D’apres les résultats du tableau 12, le taux des flavonoides le plus élevé a été détecté dans
I’extrait des feuilles (EF) avec une valeur de 91,73+1,33 mg /g d’extrait, suivi par I’extrait des

tourteaux (ET) avec une valeur de 65,97+£3,98 mg/g d’extrait.
L’extrait d’huile (EH) est pauvre et n’a montré aucune trace des flavonoides.

La valeur de la teneur en flavonoides des feuilles reste largement supérieure a ceux
trouvés par Cheurfa et Allem., (2015), (3.107 + 0.014 et 8.218 £ 0.009 mg /g pour les extraits
aqueux et éthanoique respectivement) des feuilles de Pistacia lentiscus. Et il est aussi
supérieur a celui de Djebari et al., (2020) et Cherbal et al., (2012) ayant trouvé des valeurs
de (12.6 £ 4.1 mg /g) et (38.7 = 0.02 009 mg/g) pour I’extrait méthanoique des feuilles de la
méme espece.

Les résultats des études réalisés par Bouyahya et al., (2018) et Chouaibi et al., (2016)
montrent de faibles teneurs en flavonoides pour les extraits d’huile des fruits du P. Lentiscus
avec des valeurs de 13.76 = 0.58 mg EQ/g et 3.69 mg/g des respectivement. Ces résultats

s’accordent avec celui de la présente étude.

Pour les tourteaux ; aucune étude n’a estimé la teneur en flavonoides ; ce qui nous

empéche de comparer notre résultat.
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I11. Evaluation de I’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes utilisées pour déterminer l'activité antioxydante d’un
échantillon. Dans cette étude, les propriétés antioxydantes des extraits méthanoiques des
feuilles, tourteaux et huile fixe de la plante Pistacia lentiscus ont été déterminées par les sept
méthodes suivantes : Le piégeage du radical libre DPPH, la réduction du radical-cation
ABTS, la réduction du radical Galvinoxyl(GOR), le test du pouvoir réducteur, le test du
phénanthroline, le test CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity) et le test SNP
(silver nanoparticules).
I11.1. Test DPPH radical libre

Le DPPH se caractérise par sa capacité a produire des radicaux libres stables. Cette
stabilité est due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule (Hartmann T.,
2007).

La présence de ces radicaux DPPHe donne lieu a une coloration violette foncée de la
solution, qui absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux DPPHe par un agent

antioxydant entraine une décoloration de la solution (Figure 28) (Epifano F et al., 2007).
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Figure 28 : Profil de la microplaque du dosage de ’activité anti radicalaire DPPH.
Determination des ICso des extraits

La mesure du potentiel antioxydant est réalisée en déterminant les produits résultant de

I’oxydation ou en évaluant I’aptitude a piéger des radicaux de mod¢les réactionnels. Le
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premier mode, plus ancien, nécessite une connaissance préalable des composés issus de
I’oxydation. En effet ces méthodes recherchent certains groupements fonctionnels (aldéhydes,
cétones, dicarbonylés...) dans les dérivés des constituants d’origine. Le second relie la
quantiteé de radicaux piégés a celle d’antioxydant utilisé (Frangois NM., 2010).

Nous avons choisi parmi de nombreux modes d’expression de cette mesure d’utiliser le
pourcentage d’inhibition et I’1Csp :

Le pourcentage d’inhibition est 1’évaluation de I’aptitude du composé (extrait) a piéger des
radicaux libres consiste donc a mesurer sa capacité a piéger les radicaux libres et donc a
ralentir ou inhiber la création de radicaux libres (Frangois NM., 2010)

L’ICso est inversement lié & la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50% (Laib |
etal., 2011).

La valeur d’ICso exprimée en pg/ ml a été déterminée graphiquement en utilisant le
logiciel « GraphPad prisme 6 » a partir des courbes de pourcentage d’inhibition en fonction de
la concentration pour chaque échantillon testé.

Les résultats de pouvoir antiradicalaire exprimé en pourcentage d’inhibition du radical

DPPHs et en ICsp, sont présentés au tableau 11 et la figures 29.
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Figure 29 : Histogramme représentant pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les
extraits et standard.
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Tableau 11 : Activité de pouvoir réducteur de DPPH des extraits exprimée en 1Cso.

Extraits méthanoiques et les standards  1Csopug/mi

EF 1,4+0.13
ET 2,54+0,26
EH NA

BHA 5.73+0.41

L’étude a montré que les extraits méthanoiques des feuilles et des tourteaux étudiés
possedent un pouvoir antioxydant assez important. Ce pouvoir est confirmé par des valeurs
d’ICsp faibles (1Cs0= 1,4+0.13pg/ml pour les feuilles et 2,54+0,26 pug/ml pour les tourteaux) et
des pourcentages d’inhibition importants. Les valeurs d’ICso de ces deux extraits sont
inférieures a celle du standard BHA (ICso est 5.73+0.41).

Pour I’extrait d’huile (EH) aucune activité antioxydante n’est observeée.

Lors d’une étude menée par Zitouni A., en 2017 ; Les pourcentages d’inhibition du
radical DPPH« des extraits de feuilles étaient assez faibles par rapport a nos résultats. Cet
auteur a noté pour une concentration égale a 200 pg/ml et un pourcentage d’inhibition égale a
62 ,5% et 60% pour des extraits butanolique et d’acétate d’éthyle respectivement. Cependant
I’extrait de notre étude a montré un pourcentage de 86,10% avec seulement 100ug/ml
d’extrait méthanoique de P. lentiscus.

Une étude de Ghayth R et al., (2016) sur les feuilles de Pistacia atlantica ; a montré une
valeur d’ICsp supérieure & notre résultat pour les deux extraits éthanoique (32 £ 0.01 pg /ml)
et I’extrait aqueux (200 £ 0.00 pg/ml).

En Pakistan Farah N et al., (2017) ont démontré des valeurs d’ICso de 39.4 + 1.7 et 54.4 +
0.8ug/ml pour les extraits éthanoique et méthanoique respectivement des feuilles de Pistacia
chinensis.

Tous ces résultats d’études de chercheurs prouvent que notre extrait des feuilles est
beaucoup plus actif. Cette variabilité des résultats peut étre attribué a la variabilité des especes
du Pistacia, en effet il a été demontre que les activités antioxydantes sont plus variables dans
les espéces de la plante (inter-espéce) que dans la méme especes (intra-espece) (Ksouri et al.,
2008).

Aussi il a été suggéré que la polarité du solvant et la nature phénolique des plantes
influencent I'estimation de I'activité antioxydante (Ben ammar et al., 2010). En effet Fethi T

et leurs collaborateurs en 2016 ont prouvé qu’une forte concentration de composés
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phénoliques pourraient jouer un réle majeur dans I'élimination des radicaux libres. Et il a été
confirmé et rapporté dans plusieurs études que les composes phénoliques sont de puissants
donneurs d'hydrogéne possédant un radical DPPH élevé activité de nettoyage.

La présenté étude a montré que I’extrait d’huile a montré un faible pouvoir de réduction du
radical libre DPPH, ceci a été confirmé par Bensaci M et al., 2015 qui ont démontré une
grande valeur d’ICso (304379 pg/ml) pour un extrait d’huile de P. lentiscus récoltés en

décembre 2014, dans la région du Chétaibi de la wilaya d’ Annaba.

Cependant Bouyahya A et al., en 2018 ont obtenu une ICso de 37.38 pg/ml pour I’extrait
huile végétale issue de les fruits de P. lentiscus récoltée au Maroc. Ceci confirme la présence
d’une activité de piégeage du radical libre du DPPH.
111.2. Test par piégeage du radical ABTS+e

En réagissant avec le persulfate de potassium (K2S20s), ’ABTS, forme le radical
ABTS+e de couleur bleue (a verte). L’ajout d’antioxydant va réduire ce radical et provoque la

décoloration du mélange qui est mesurée par spectrophotométrie a 734 nm.

La disparition de la coloration bleue est proportionnelle a la capacité d’inhiber le radical

ABTS+e. Le profil de la microplague obtenue est représenté dans la figure 30.

Figure 30: Profil de la microplaque de dosage de I’activité antiradicalaire (ABTS).
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Apres avoir mesuré 1’absorbance a 734 nm, les résultats enregistrés ont permis de calculer
le pourcentage d’inhibition des différents extraits et de réaliser un histogramme des extraits

ainsi des standards (BHA et BHT) en fonction des leurs concentrations (Figure 31).
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Figure 31 : Histogramme représentant le pourcentage d’inhibition du radical ABTS par les
extraits et standards.

Les valeurs d’ICso exprimées en pg/ ml ont été déterminées en utilisant le logiciel «

GraphPad prisme 6 » et sont représentés au tableau 12.
Tableau 12 : Clsodes extraits et standards obtenus par le test ABTS.

Extraits/ Standards Clso (ng/ml)
Extrait Feuilles (EF) 4,82+0,84
Extrait Tourteaux (ET) 9,12+0.31
Extrait Huile (EH) NA

BHT 1.59+0.03

BHA 1.0340.00

D’aprés les résultats représentés a la figure 31 et le tableau 14, nous constatons que le
pourcentage d’inhibition de I’ABTS est proportionnel a la concentration des extraits et des

standards. Le test a montré que les deux extraits (EF, ET) possédent un potentiel de piégeage
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du radical ABTS+ intéressant. Ce pouvoir est confirmé par des valeurs d’ICso faibles et des
pourcentages d’inhibition importants. Aussi, on constate que 1’extrait (EF) est le plus actif
avec une IC50 = 4.82+0.84ug/ml, ’extrait (ET) est moins actif avec une 1Cs0=9,12+0.31, ce
pouvoir reste inférieur a celui du BHA (1.03+0.00 pg/ml) et du BHT (ICso= 1.59+0.03ug/ml).
Tandis que I’extrait d’huile (EH) ne possede aucune capacité de piégeage du radical ABTS+-.

Dans une étude réalisée par Djebari et al., (2020) sur I’extrait méthanolique des feuilles
de Pistacia lentiscus. La valeur d’ICso est de 99.72 + 1.82 pg/mL donc une activité de
piégeage du radical ABTSe+ moins importante que celle de notre plante.

Dans une autre étude réalisée par (Rigane et al, 2016), sur I’extrait éthanolique des
feuilles d’une autre espeéce de Pistacia atlantica, révele La présence d’une efficacité
antiradicalaire avec une 1Csp=42 + 0.00 pg/ml.

Les recherches bibliographiques effectuées ne nous ont pas permis de trouver des travaux
qui ont réalisé le test de I’ABTS sur les tourteaux ou I’huile de fruits de Pistacia lentiscus ; ce
qui rend difficile la comparaison de nos résultats.

111.3. Radical galvinoxyl (GOR)
Le pouvoir de la réduction du radicale GOR de tous les extraits de P. lentiscus est présenté

en histogramme (Figure32).
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Figure 32 : Histogramme représentant le pourcentage d’inhibition du radicale GOR par les
extraits et standards.

52

——
| —




Résultats et discussion

Tableau 13 : Activité de pouvoir réducteur du radicale GOR des extraits exprimée en ICsg

Extraits/standards ICso (ng/ml) ‘
EF 7,31+0,69

ET 11,69%0,73

EH >100

BHA 3.32+0.18

BHT 5.38+0.06

L’étude a montré que 1’extrait méthanoique des feuilles et des tourteaux ¢tudiés possedent
un pouvoir antioxydant assez important. Ce pouvoir est confirmé par des valeurs d’ICso
faibles (Tableau 13) et des pourcentages d’inhibition importants (Figure 32). La capacité la
plus élevée est observée a I’extrait des feuilles (ICso = 7,31+0,69 pg / mg), cette valeur est
supérieure a celle du standard BHT et BHA. L’extrait des tourteaux présente une bonne
activité antioxydante avec une valeur d’1Cso= 11,6920,73ug/mg. Par contre 1’extrait d’huile a
un faible pouvoir antioxydant avec une valeur d’ICso = >100ug / mg.

Les recherches bibliographiques effectuées ne nous ont pas permis de trouver des travaux qui
ont réalisé le test GOR sur les tourteaux ou I’huile des fruits de Pistacia lentiscus ; ce qui rend
difficile la comparaison de nos résultats.

I11.4. Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Au cours de cette étude nous avons estimé ’activité antioxydante des différents extraits
de Pistacia lentiscus en utilisant la méthode CUPRAC qui est basée sur la conversion des
hydroxyles phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Cu?* Neocuproine
(NC), produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu+-NC qui absorbe a 450 nm (Apak et
al., 2004).

Les résultats obtenus indiquent qu’il y a un changement de la couleur du milieu
réactionnel du transparent a 1’orangé, ce qui montre qu’il présente une capacité antioxydante
(Figure33).
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Figure 33: profile de microplaque de dosage de ’activité antiradicalaire (CUPRAC).

La figure 34 présente un histogramme dans lequel les résultats d’analyse de 1’activité a

réduire le complexe cuivre-néocuproine de nos extraits sont representés.
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Figure 34: Histogramme représentant la capacité d’inhibition du CUPRAC par les extraits et
standards.

D’aprés ces résultats nous observons que 1’absorbance augmente en fonction de

I’augmentation de la concentration utilisée.
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Les Valeurs d’Aq.5 pour les extraits et les standards (BHA/BHT) sont représentés au tableau
14,
Tableau 14 : Aos des extraits et standards obtenues avec le test CUPRAC.

‘ Extraits/ Standards Ao.s0 (g/ml)

EF 6.70+0.05
ET 11.55+0.95
EH 49.82+4.44
BHT 9.62+0.87
BHA 3.64+0.19

Les résultats obtenus a la figure et le tableau sont parfaitement cohérents au virage
colorimétrique observé dans le milieu réactionnel.

Les extraits (EF) et (ET) ont montré une meilleure activité inhibitrice du CUPRAC avec
des valeurs d’Ags = (6.70+0.05 pg/ml) et (11.55+0.95 pg/ml) respectivement, 1’extrait (EF)
possede une forte activité en comparaison a celle du standard BHT (Aos = 9.62+0.87 pug/ml).
Alors que les deux extraits (ET, EF) ont une activité légérement faible en comparaison au
standard BHA (Aos =3.64+0.19 ng/ml).

L’extrait d’huile (EH) a une activité inhibitrice du cuivre trés faible par rapport aux
extraits EF, ET et standards avec une Aos=49.82+4.44 ug/ml.

L’extrait méthanolique des feuilles de la présente étude a une capacité de réduction
cuprique presque similaire a celle trouvée par Achili et al., (2020). Les auteurs ont réalisé le
travail sur une espéce du genre Pistacia (Pistacia atlantica), et ont trouvé des valeurs de
d’Aos = (4.98+0.34 pg/ml et 5.08+0.14 pg/ml) pour les extraits d’acétate d’éthyle et n-BuOH
respectivement
I11.5. Pouvoir réducteur

L’activité antioxydante des extraits méthanoique de Pistacia lentiscus a été évaluée en
utilisant la méthode du pouvoir réducteur.

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction du fer
ferreux Fe3* au fer ferrique Fe?*. Par conséquent, Fe?" peut étre évalué en mesurant et en
surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleue dans le milieu reactionnel a
700nm (Chung Y-C., 2002) (Figure 35).
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Figure35 : profil micoplague du test pouvoir reducteur.
La capacité de la réduction de Fe®*/ complexe ferricyanide par les extraits analysés sont

analysees au tableau 15 et la figure 36.
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Figure36 : Histogramme représentant le pouvoir réducteur Fe®* des extraits et standards.
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Tableau 15: Activité de pouvoir réducteur de Fe3* des extraits exprimée en Aos.

Extrats/Standards AO0.50 pg/mL
EF 14,64+2,91
ET 22,70+11,25
EH NA

Acide ascorbique 6.77£1.15
a-Tocophérol 34.93+2.38

A partir du tableau 15 et la figure 36, nous remarquons que les valeurs d’Ags des extraits
sont de 14,64 pg/ml; 22,70 et pg/ml pour les feuilles et les tourteaux respectivement, ces
valeurs sont supérieures a celle de 1’acide ascorbique (6.77+1.15 pg/ml) et inférieures a celle
de I’ a-tocophérol (34.93+2.38 pg/ml) indiquant une activité antioxydante relativement
importante pour les extraits des feuilles et tourteaux.

L’extrait d’huile du Pistacia lentiscus ne montre aucune absorbance et de ce fait une absence
d’activité du pouvoir réducteur.

L’¢tude de Fethi T et al., en 2016 a montré des valeurs d’Aos de ’ordre de 60,15 et 68
ug/ml pour les extraits butanolique, méthanoique et I’acétate éthyle respectivement, lors d’une
étude realisee sur des feuilles de P.lentiscus récoltées a la région de Tlemcen. Nous
remarquons que la valeur d’extrait méthanoique se rapproche de celle de la présente étude par
contre les deux autres extraits sont moins actifs.

111.6. Test de ’activité phénanthroline

Ce test est basé sur la réduction de Fe*’ par un agent antioxydant pour donner 1’ion Fe**

qui ensuite réagit avec la phénanthroline pour donner un complexe de couleur rouge orangée.
Les résultats obtenus dans la figure 37 indiquent qu’il y a un changement de la couleur du
milieu réactionnel du jaune au rouge-orangée, ce qui montre qu’il présente une capacité

antioxydante.
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Figure 37 : Profil de la microplaque de dosage de I’activité phenanthroline.

La figure 38 représente 1’histogramme d’absorbances en fonction des concentrations des

standards et des extraits. Et le tableau 16 représente les valeurs d’Aos
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Figure 38 : Histogramme d’absorbance en fonction des concentrations des standards et les
extraits du test phénanthroline.
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Tableau 16 : Différentes valeurs des Ao.so de I’activité phénanthroline.

Extraits/Standards Ao.s0 (ng/ml)

EF 3,98+2,08
ET 7,05+0,28
EH >200

BHT 2,24+0,17
BHA 0,93+0,07

L’analyse des résultats manifestent une proportionnalité entre les absorbances des
¢chantillons et leurs concentrations respectives. Plus 1’absorbance est élevée, plus I’activité
phénanthroline est importante (Figure 38).

D’aprés les résultats représentés a 1’histogramme, on constate que 1’extrait (EF) a une
capacité antioxydante plus élevée que celle des autres extraits avec Aos5=3,98+2,08 pg/ml.
Cette valeur est plus proche a celle du BHT et BHA présentant des Aos de 1’ordre de
2,24+0,17 et 0,93+0,07 pg/ml respectivement. Suivi par I’extrait des tourteaux avec : Aogs =
7,05+0,28 ug/ml donc on peut dire qu’il a une forte activité de réduction de fer ferrique.
Tandis que ’extrait (EH) présente une valeur d’Aos> 200 pg/ml, il présente une trés faible
activité antioxydante.

Ceci est confirmé par 1’étude réalisée par Djidel et al., (2013) qui ont montré que le
résultat d’ICso du test de phénanthroline d’extrait méthanolique des feuilles de Pistacia
lentiscus est de (0. 31 + 0, 0002 mg/ml), il est donc évident que I’extrait méthanolique des
feuilles a une forte activité antioxydante.

I11.7. Test du silver nanoparticule (SNP)
Aprés un temps d'incubation en présence des extraits de Pistacia lentiscus, et du témoin
positif BHT, une couleur marron apparait dans certains puits (Figure39), l'intensité de la

couleur refléte le pouvoir antioxydant.
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Figure 39 : Profil de la microplaque de dosage de 1’activité SNP.

Les valeurs d’ICso pour I’huile, les feuilles et les tourteaux de P.lentiscus et les deux
standards (acide ascorbique et trolox) sont indiquées au Tableau 17.
Tableau 17 : Activité SNP des extraits et standards exprimée en ICso.

‘ Extraits/Standards ICs0 (ng/ml)
EF 15,93+0,13
ET 24,93+1,27
EH NA
Acide ascorbique 7,14+0,05
Trolox 34,17+1,23

D’aprés le tableaul?, on remarque que parmi les trois extraits de P.lentiscus, I’extrait des
feuilles et des tourteaux représente les extraits les plus actifs avec une ICsp de 1’ordre de
15,93+0,13 et 24,93+1,27ug/ml respectivement, par contre 1’extrait d’huile montre un manque
d’activité anti-radicalaire.

L’activit¢ de I’extrait des feuilles et des tourteaux est supérieure a celle du trolox
(34,17£1,23ug/ml.) et inférieure a celle de I’acide ascorbique (7,14+0,05ug/ml.).
Les résultats de la mesure du pourcentage d’inhibition sont enregistrés a la figure 40. Il

semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la
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concentration soit pour 1’acide ascorbique et le trolox ou pour I'huile les feuilles et les
tourteaux de P.lentiscus. On remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour
I’huile est inférieur & celui des deux standards (trolox et I’acide ascorbique) pour toutes les
concentrations utilisées par contre pour les feuilles et les tourteaux le pourcentage d’inhibition
du radical libre est supérieur a celui de la Trolox et inférieur a celui de I’acide ascorbique

aussi pour toutes les concentrations utilisées.
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Figure 40: Histogramme représentant le pouvoir réducteur des ions Ag* des extraits et

standards.

En raison de ’absence des études ayant réalisé le test du pouvoir réducteur des ions Ag™,
nos résultats ne peuvent étre comparés avec ceux d’autres études.

En résumé, la comparaison de la puissance antioxydante (Tableau 18) des extraits de
notre plante Pistacia L., testés par les 7 méthodes antioxydantes (DPPH, ABTS, GOR, SNP,
pouvoir réducteur, CUPRAC et activité phénanthroline), on peut dire que I’extrait (EF) est
I’extrait le plus actif autrement dit le plus antioxydant, suivi par 1’extrait (ET). Cette forte
activité pourrait s’expliquer par la richesse de ces deux extraits en composés phénoliques et
flavonoides ayant des propriétés antioxydantes connues.

En revanche, I’extrait (EH) n’a montré aucune activité antioxydante dans la majorité des
teste ou parfois tres faible, ceci peut étre relié a I’absence des composés phénoliques et les

flavonoides.
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Tableau 18: Comparaison de la puissance antioxydant des extraits.

I1Cso (ng/ml) Aos (ng/ml)
Extraits DPPH ABTS GOR CUPRAC RP

EF 1,4+0.13 4,82+0,84 7,31+0,69 15,93+0,13 6.70+0.05 14,64+291 3,98+2,08
ET 2,54+0,26 9,12+0.31 11,69+0,73 24,93+1,27 11.55+0.95 22,70+11,25 7,05+0,28
EH NA NA >100 NA 49.82+4.44 NA >200

RP : pouvoir réducteur / PT : phénanthroline / NA : non absorbance.
IV. Evaluation des activités inhibitrices des enzymes

Au cours des trois dernieres décennies, L’inhibition des enzymes a attiré 1’attention des
scientifiques biomédicaux, une variété d’inhibiteurs ont été découverts et utilisés pour le
contréle de diverses maladies. L’action des inhibiteurs d’enzymes dans la découverte de
médicaments est devenue une approche fondamentale de la pharmacologie dans I’industrie
pharmaceutique, les laboratoires de recherche ou centres de recherche sur les médicaments
(Raza et Soomro., 2012).

Dans le but d’identifier si notre plante posséde un potentiel antidiabétique et/ou anti
Alzheimer, des enzymes cibles thérapeutiques potentielles de ces deux pathologies, en
I’occurrence ’alpha-amylase et 1’acétylcholinestérase, ont été utilisés comme cibles d’étude
anti-enzymatique.

IV.1. Activité anti-acétylcholinestérase

Les résultats obtenus indiquent qu’il y a un changement de la couleur du milieu
réactionnel, ce qui montre la présence de I’activité inhibitrice de 1’acétylcholinestérase pour
les deux extraits (EF et ET) (Figure 41).
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Figure 41: Profil de la microplaque du dosage de I’activité anti-acétylcholinestérase.

La figure 42, c’est un histogramme des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations, le galantamine est utilisé comme standard. Le tableau 21 représente les

valeurs d’ICso.
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Figure 42: Histogramme du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations des
extraits et standard pour 1’activité anti- acétylcholinestérase .
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Tableau 19 : ICso des extraits et standards obtenus par le test de I’activité anti-
acetylcholinestérase.

EF  576£097
ET 91,17+9,66
EH NA
Galantamine 6.27+1.15

D'apres les résultats du tableau 19, il est constaté que I’extrait (EF) exerce une activité
anti-acétylcholinestérase tres forte avec une ICso de (5,76+0,97 pg/ml), cette activité est
Iégerement supeérieure a celle du standard galantamine (6.27+1.15 pg/ml).

L’extrait des tourteaux présente une activité faible avec par rapport au standard Galantamine
avec 1Cs0=91,17+9,66 pg/ml pour ’ET.
Cependant I’extrait d’huile (EH) n’a aucune activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase.
L’étude réalisée par Achili et al., (2020), a montré une valeure d’ICso de 1’ordre de
186.75£5.92 pg/mL pour [I’extrait méthanoique des feuilles de Pistacia atlantica.
Contrairement a notre résultat, cet extrait exerce une trés faible activité inhibitrice de
I’acétylcholinestérase.
1V.2. Activité alpha amylase

D’apreés les résultats obtenus au tableau 20 et le changement de couleur dans certains puits
de la microplaque (Figure 43), I’activité a inhiber ’enzyme alpha amylase est absente dans
I’extrait d’huile de Pistacia lentiscus, tandis qu’elle est présente chez les deux extraits ; avec
une 1Cso égale a 8,940,14 pg/ml pour ’extrait des feuilles, et une forte activité enregistrée
par une saturation pour I’extrait des tourteaux, les ICso des deux extraits sont inférieures a
celle du standard acarbose (1C50=3650,93£10,70 pg/ml), il a été prouvé que ce dernier réagit

mieux in vivo qu’in vitro.
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Figure 43: Profil de la microplaque de dosage de I’activité anti alpha-amylase.

Tableau 20 : Activité d’inhibition de I’enzyme alpha amylase des extraits exprimée en ICsp.

Extraits/Standards 1Cso pg/ml

EF 8,9+0,14

ET Saturation

EH NA

Acarbose 3650,93+10,70

Une étude de Ziyad B.A., en 2018 a obtenu des valeurs d’IC50 de 56+5.0 pg/Ml et 54 + 3.2
pg/mL pour les feuilles de P. Atlantica récoltées a la région de Laghouat et Ain Oussera
respectivement. Ces résultats confirment que I’extrait de la présente étude posséde une
excellente activité d’inhibition de ’enzyme alpha-amylase en comparaison aux extraits des

feuilles obtenues des deux régions du sud Algérien.
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Conclusion et perspectives

Etant donné la toxicité et/ou les effets secondaires indésirables des molécules de synthése
ainsi que le codt élevé de plusieurs produits pharmaceutiques, les plantes restent la source
predominante de médicaments pour la majorité de la population mondiale, en particulier dans
les pays en voie de développement. L’usage de ces plantes est lié certainement, aux vertus
thérapeutiques attribuées aux molécules bioactives synthétisées par la plante, non seulement
comme des agents chimiques contre les maladies, mais aussi comme des agents médicinaux
tels que les antioxydants. Pour cela, la phytochimie et la phytothérapie font I’objet de
plusieurs études aujourd’hui.

L’objectif principal assigné par cette ¢tude a été dans le méme contexte : 1’étude de la
phytochimie, I’évaluation du pouvoir antioxydant, et la mesure des activités enzymatiques des
différentes parties d’une plante médicinale : Pistacia lentiscus.

L’analyse phytochimique de la plante a mis en évidence les principaux métabolites
secondaires tels que les polyphénols et les flavonoides.

Les résultats quantitatifs des phénols totaux, flavonoides totaux ont montré que les parties
les plus riches en ces composés sont les feuilles et les tourteaux de P. lentiscus. Cependant
I’huile gras issus des fruits de la plante d’étude était pauvre en les polyphénols et en
flavonoides.

Il ressort de I’évaluation de ’activité antioxydante des extraits des différentes parties d’une
plante, que la partie des feuilles, des tourteaux de P. lentiscus ont présenté la meilleure
capacité antioxydante et le pouvoir le plus considérable a réduire le fer I’ABTS, le Radical
galvinoxyl (GOR), le complexe Cuivre-Neocuproéne, I’ion Ag* et a piéger le radical libre
DPPH et a colorer le ferrocyanure de potassium (Fe?*) en présence du chlorure ferrique.

Les résultats des activités enzymatiques réalisées sur les différents extraits des feuilles,
des tourteaux et d’huile grasse de P. lentiscus, ont révélé la présence d’une activité anti-
cholinestérase et activité inhibitrice de 1’alpha amylase pour les feuilles et les tourteaux, par
contre I’huile a montré des résultats négatifs.

Les résultats du notre travail ont confirmé que les feuilles et les tourteaux de P. lentiscus
possedent une puissante activité antioxydante et ils sont une bonne source de phénols et
flavonoides, aussi ils permettent de réduire 1’apparition, 1’aggravation et/ou les complications
de le maladie Alzheimer et du diabete.

Donc ce travail peut confirmer scientifiquement la pertinence des remedes traditionnels, en

donnant une importance a 1I’'usage thérapeutique des plantes médicinales, mais, il demeure une
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premiére approche sur la contribution au domaine de la recherche des antioxydants naturels.
Pour cela, quelques perspectives peuvent étre envisagees :

- Poursuivre et améliorer cette étude par I’isolement des molécules contenues dans les
molécules actives de ces plantes pour les tester, in vivo, afin d’arriver a une application
thérapeutique.

- Tester d’autres activités biologiques telles que 1’activité anticancéreuse, anti-
inflammatoire et antibactérienne.

- Réaliser un enrichissement d’huile par les molécules actives des feuilles et des
tourteaux, afin d’augmenter sa valeur nutritionnelle ; étant donné que 1’huile de lentisque soit

parmi les huiles de large utilisation dans plusieurs disciplines.
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Résumé

Pistacia lentiscus (Famille - Anacardiaceae), est utilisé depuis longtemps dans le systeme
traditionnel de médicaments pour le traitement de divers types de maladies. Les découvertes
scientifiques ont également révélé les vastes activités pharmacologiques des diverses parties de

cette espéce.

Dans le présent travail 1’objectif ultime était I’estimation quantitative des polyphénols
totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et les flavonoides totaux par la méthode au trichlorure
d’aluminium, 1’évaluation de I’activité antioxydante et enzymatique des extraits méthanoiques

des feuilles, tourteaux et huile fixe de Pistacia lentiscus, in vitro.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux a révelé des teneurs considérables dans
I’extrait des feuilles et des tourteaux avec des valeurs de 155,27+£559 mg EAG/g, et
150,17+2,35 mg EAG/g respectivement, de méme la teneur la plus élevée des flavonoides
totaux est constatée dans ces deux extraits (91,73+1,33 et 65,97+3,98 mg EQ/g d’extrait)

respectivement. Pour 1’extrait (EH) aucune absorbance n’a été mesurée.

L'activité antioxydante qui a été réalisée par sept méthodes (DPPH, ABTS, CUPRAC,
GOR, SNP, pouvoir réducteur et le test Phénanthroline) a révéelé une bonne activité
antioxydante et a montré que les extraits des feuilles et des tourteaux étaient les plus actifs,
tandis que I’extrait d’huile était le plus faible dans la majorité des tests.

Des activités d’inhibition des enzymes d’acétylcholinestérase (AChE) et d’alpha amylase, ont
montré que I’extrait des feuilles posséde une forte activité inhibitrice de ces enzymes, aussi
cette activité est meilleure que celle des standards avec des ICso de 1’ordre de 91,17+9,66 et
8,9+0,14 respectivement. De méme 1’extrait des tourteaux a révélé une bonne activité
d’inhibition des enzymes cités ci-dessus, tandis que 1’extrait d’huile n’a montré aucune activité.
Les activités biologiques observées peuvent étre attribuées a la présence de composes

phénoliques et de flavonoides dans les extraits.

Cette étude a démontre de bonnes activités antioxydantes, anticholinestérase et anti-alpha
amylase des extraits de P. lentiscus, ce qui ouvre de nouvelles possibilités pour les industries

pharmaceutiques et alimentaires.

Mots clés : Pistacia lentiscus, activité antioxydante, anti acétylcholinestérase, polyphénols,

flavonoides.



Abstract

Pistacia lentiscus (Family - Anacardiaceae), has long been used in the traditional system
of drugs for the treatment of various types of diseases. Scientific discoveries have also revealed

the vast pharmacological activities of various parts of this species.

In the present work the ultimate objective was the quantitative estimation of total
polyphenols by the Folin-Ciocalteu method and of total flavonoids by the aluminum trichloride
method, the evaluation of the antioxidant and enzymatic activity of the methanoic extracts of
leaves, cake and fixed oil of Pistacia lentiscus, in vitro.

The quantitative analysis of total polyphenols revealed considerable contents in the extract
of leaves and cakes with values of 155.27 £ 5.59 mg EAG / g, and 150.17 + 2.35 mg EAG / ¢
respectively. , likewise the highest content of total flavonoids is observed in these two extracts
(91.73 £ 1.33 and 65.97 + 3.98 mg EQ / g of extract) respectively. For the extract (EH) no

absorbance was measured.

The antioxidant activity which was achieved by seven methods (DPPH, ABTS, CUPRAC,
GOR, SNP, reducing power and the Phenanthroline test) revealed good antioxidant activity and
showed that the extracts of the leaves and cakes were the most active , while the oil extract was

the lowest in the majority of tests.

Inhibition activities of acetylcholinesterase (AChE) and alpha amylase enzymes, showed that
the extract of the leaves has a strong inhibitory activity of these enzymes, so this activity is
better than that of the standards with IC50 of | 'order 0f 91.17 £ 9.66 and 8.9 + 0.14 respectively.
Likewise, the meal extract showed good inhibiting activity of the enzymes mentioned above,

while the oil extract showed no activity.

The observed biological activities can be attributed to the presence of phenolic compounds and

flavonoids in the extracts.

This study demonstrated good antioxidant, anticholinesterase and anti-alpha amylase
activities of P. lentiscus extracts, which opens up new possibilities for the pharmaceutical and

food industries.

Key words: Pistacia lentiscus, antioxidant activity, anti acetylcholinesterase, polyphenols,

flavonoids.
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Résumé :

Pistacia lentiscus (Famille - Anacardiaceae), est utilisé depuis longtemps dans le systéme traditionnel de
médicaments pour le traitement de divers types de maladies. Les découvertes scientifiques ont également révélé les
vastes activités pharmacologiques des diverses parties de cette espece.

Dans le présent travail I’objectif ultime était 1’estimation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de
Folin-Ciocalteu et les flavonoides totaux par la méthode au trichlorure d’aluminium, I’évaluation de D’activité
antioxydante et enzymatique des extraits méthanoiques des feuilles, tourteaux et huile fixe de Pistacia lentiscus, in vitro.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux a révélé des teneurs considérables dans 1’extrait des feuilles et des
tourteaux avec des valeurs de 155,27+5,59 mg EAG/g, et 150,17+2,35 mg EAG/g respectivement, de méme la teneur
la plus élevée des flavonoides totaux est constatée dans ces deux extraits (91,73+1,33 et 65,97+3,98 mg EQ/g d’extrait)
respectivement. Pour 1’extrait (EH) aucune absorbance n’a ét¢ mesurée.

L'activité antioxydante qui a été réalisée par sept méthodes (DPPH, ABTS, CUPRAC, GOR, SNP, pouvoir réducteur
et le test Phénanthroline) a révélé une bonne activité antioxydante et a montré que les extraits des feuilles et des tourteaux
étaient les plus actifs, tandis que I’extrait d’huile était le plus faible dans la majorité des tests.

Des activités d’inhibition des enzymes d’acétylcholinestérase (AChE) et d’alpha amylase, ont montré que I’extrait des
feuilles possede une forte activité inhibitrice de ces enzymes, aussi cette activité est meilleure que celle des standards
avec des I1Csg de I’ordre de 91,17+9,66 et 8,9+0,14 respectivement. De méme 1’extrait des tourteaux a révélé une bonne
activité d’inhibition des enzymes cités ci-dessus, tandis que I’extrait d’huile n’a montré aucune activité.

Les activités biologiques observées peuvent étre attribuées a la présence de composés phénoliques et de flavonoides
dans les extraits.
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Laboratoire de Biochimie UFM—Constantine Laboratoire : CRBt

Jury d’évaluation :
Présidente du jury : M™ Guendouze A. Maitre de conférences « B».UFM-Constantine 1.
Encadreur : MM Moussaoui S. Maitre de conférences « B».UFM-Constantine 1.

Examinatrice : MM Medoukali I. Maitre de conférences « B».UFM-Constantine 1.




