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SEIEIDECEIEN Résumé

Résumé

Cette étude consiste en une contribution a la valorisation du Pistacia Lentiscus L., tres
répandu dans 1’Afrique du Nord et particulierement en Algérie. Une étude ethnobotanique a
¢té menée a 1’aide de fiches questionnaires aupres de la population de cing régions du nord
Est: de 1’Algérie. Cette enquéte a concerné 1’utilisation des différentes parties de la plantes
(feuilles, fruits et racines) et de I’huile concréte en médecine traditionnelle algérienne. Ce
travail s’est intéressé par la suite d’une part, a la caractérisation physicochimique (teneur en
protéines, cellulose, minéraux...) et phytochimique (quantification des polyphénols totaux
tanins flavonoides et 1’évaluation de I’activité antioxydante) des fruits analysés. D’autre part
nous nous sommes intéressés a 1’extraction des huiles a partir des fruits et 1’étude de leurs
propriétés physico-chimiques. Enfin, des techniques spectroscopiques IR, FTIR et
chromatographique CPG ont été utilisées pour identifier les acides gras de I’huile de
lentisque.

Les résultats ont monté que Pistacia Lentiscus L. est couramment utilisé en thérapie
traditionnelle. En effet, I’huile fixe de Pistacia Lentiscus est trés utilisée pour soigner les
bralures (74%) puis la toux et le grippe (43%). Environ, 47% de la population utilise aussi les
feuilles pour le traitement des affections gastro-intestinales et maux d’estomac. L’étude
physicochimique et phytochimique ont montré la richesse du fruit de Pistacia Leniscus L en
protéines (10,95%), en cellulose (22,70%) et en minéraux principalement Na (92 pg.g™* MS)
et Mn (30,5 pg.g™* MS). De méme il est clair que les fruits de Pistacia Lentiscus présentent
de fortes teneurs en polyphénols (154,34 mg EAG.g*MS) en flavonoides (75,2 mgEcat.g™
MS), en tanins (51,5 mg Ecat.g*MS) et en vitamine E (6,6%). L’analyse des extraits huileux
des fruits par les méthodes spectroscopiques et chromatographiques ont permis d’identifier
plusieurs acides gras dont les acides palmitique, palmitoléique, oléique, linoléique et
linolénique qui sont les composés majoritaires. L’extrait méthanolique du lentisque a par
ailleurs présenté un pouvoir antioxydant élevé via le radical DPPH (Clsp= 14,75 pg/mL).
Mots clés :

Pistacia lentiscus, huile végétale, acide gras, propriétés physicochimiques et phytochimiques
composés phenoliques, activité antioxydante.
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Abstract:

This study consists of a contribution to the valorization of Pistacia Lentiscus L., very
distributed in North Africa and particularly in Algeria. An ethnobotanical study was carried
out based on interviews of the population from five different regions in north-east of Algeria.
This investigation involved the use of the different plant parts (leaves, roots and fruits) and
vegetable oil in Algerian traditional medicine. This work was interested subsequently to the
physico-chemical characterization (protein, cellulose, mineral content...) and phytochemical
composition (total polyphenols flavonoids, tannins and antioxidant activity) of Pistacia fruits.
On the other hand, we are focused to the extraction of oils from Pistacia fruits and the study
of their physico-chemical properties. Finally, spectroscopic IR, FTIR and chromatographic
CPG techniques were used to identify fatty acids in Pistacia oil.

The results have shown that Pistacia Lentiscus L. is commonly used in traditional
therapy. Indeed, the Pistacia Lentiscus oil is very used to treat burns (74%) then the cough
and the flu (43%). Approximately, 47% of the population also uses the leaves for the
treatment of gastrointestinal infections. The physicochemical and phytochemical studies
showed the richness of Pistacia Leniscus fruit in proteins (10.95%), cellulose (22.70%) and in
minerals mainly the most abundant element are Na (92 pug.g™ DM) and Mn (30.5 pug.g™ DM).
It is also clear that Pistacia Lentiscus fruits have high levels of polyphenols (154.34 mg
EAG.g'DM), flavonoids (75.2 mgEcat.g™* DM), tannins (51.5 mgEcat.g"DM) and vitamin E
(6.6%). The analysis of Pistacia oil by spectroscopic and chromatographic methods made it
possible to identify several fatty acids whose palmitic, palmitoleic, oleic, linoleic and
linolenic acids are the most abundant compounds. The methanol extract of Pistacia has also
exhibited a high antioxidant power via the DPPH radical (ICso = 14.75 pug / mL).

Key words:

Pistacia lentiscus, Vegetable oil, fatty acids, physicochemical and phytochemical properties,
phenolic compounds, antioxidant activity.
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Introduction générale

Les plantes ont existé sur la surface du globe terrestre depuis la vie sur terre,
elles ont un role prépondérant dans 1’évolution des sociétés humaines. Le végétal
constitue la base de vie de I’étre humain (Daaboul, 2004).

En effet, ’homme a toujours utilis¢ les plantes pour se soigner; c’est la
phytothérapie qui designe la médecine fondée sur les principes actifs extraits de
plantes. Ce mot vient du grec "phytos"” qui signifie plante et "therapeuo" qui signifie
soigner. Au cours de I’histoire, presque tous les produits utilisés par I’Homme trouvent
leur origine dans le végétal. L’homme a compté sur la plante pour assurer son
alimentation et ses soins: «La nature est le médecin des malades», citation
d’Hippocrate (460- 377 av. J.-C.) (Rodrigues E., 2007).

Dans I'Antiquité méditerranéenne, les plantes médicinales étaient utilisees sur

tous les plans, méme les plus élevés de la vie spirituelle, elles ont constitué le principal
outil thérapeutique. Les connaissances médicales dans I'Egypte antique (2900 ans
avant J.C.) bénéficiaient d’une excellente réputation, le meilleur renseignement
pharmaceutique égyptien a été trouvé écrit sur les feuilles EI-Bardi datant de 1500 ans
avant J.C, il contenait plus de 700 produits de soin dont la plupart étaient extraits des
plantes. La médecine chinoise s’était étendue durant de longs siécles et les premiers

manuscrits de cette médecine datent de 1100 ans avant J.C (Zhonghua. 2014).

Les Grecs ont participé d’une maniére évidente dans le développement de la
médecine des plantes dans 1’ancien monde Occidental. Le philosophe et savant
Theophrastus (500 avant J.C) dans son livre « Histoire Des Plantes », a parlé de
I’utilisation des plantes. Le savant Dioscorides (1100 JC) a inscrit durant ses
promenades avec 1’armée romaine, le mécanisme d’assemblement, de conservation et

d’utilisation des herbes médicinales utilisées dans son temps.

Le Monde Arabe a joué un role efficace dans la diffusion des connaissances
des plantes médicinales de la Chine et de I'Inde vers les cotes occidentales de I'Afrique
et de I'Espagne. Les musulmans ont été parmi les premiers ethnobotanistes (Malu et
al., 1982).
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Ce n’est qu’au VIII °M sjecle, avec le développement de la chimie analytique,
qu’on est arrivé & connaitre et isoler les principes actifs des plantes, ce qui a constitué
le point de départ de ce qu’on appelle : la chimie des produits naturels médicinaux qui
s’appuie sur une base scientifique (Ghyath Mosbah, 1999).

Ainsi des composés ont été isoles comme la strychnine, la morphine, la

colchicine etc.

Strychnine C,;H»,N,0, Morphine C;7HgNO3 Colchicine Cy,H,5sNOg
Le monde végétal a apporté a I’industrie pharmaceutique la matiére premicre a
la fabrication d’une grande variét¢ de médicaments. C’est en 1899 qu’on avait
accompli I’industrie du médicament ayant la plus grande réputation et utilisation dans
le monde qui est I’ Aspirine. Cette molécule est présente a 1'état naturel dans un certain
nombre de plantes comme le saule (Salix alba), qui est a l'origine du nom acide
acetylsalicylique, ou la reine-des-prés (Filipendula ulmaria), anciennement
dénommée Spiraea ulmaria, ce qui est a l'origine du nom aspirine (Gaudilliere JP.,
2007).
O OH
Y
O
Acide acétylsalicylique
Au XX °™ sjecle (1983-1994), les médicaments dérivés des produits naturels ont
atteint 41%. De nos jours, les plantes demeurent encore des sources importantes pour
le traitement de différentes maladies.
Les chercheurs spécialisés dans la matiere des produits naturels sont encore a la
recherche de nouvelles molécules bioactives pour le traitement des maladies comme

les maladies du cancer et infectieuses ou les atteintes microbiennes.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Azote
https://fr.wikipedia.org/wiki/Azote
https://fr.wikipedia.org/wiki/Azote
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Parmi ces plantes médicinale différentes especes du Pistacia, ont été considérées
comme un bon reméde pour le traitement des ulceres, I'nypertension, la toux, les maux
de gorge, I'eczéma, les calculs rénaux et la jaunisse (Villar et al., 1987; Ali-Shtayeh
et al., 2000; Gardeli et al., 2008).

Plusieurs travaux de recherche ont montré la richesse du Pistacia Lentiscus L. en
molécules bioactives. Cette plante est une source de composés polyphénoliques dont
nous citons le trans-resvératrol, les proanthocyanidines et une quantité remarquable de
la daidzéine et la génistéine isoflavones (Gentile et al., 2007).

L’intérét de cette etude a pour objectif la valorisation du Pistacia Lentiscus tres
répandu sur le tell algérien, pour cela nous avons envisagé la caractérisation
physicochimique et phytochimique de ce fruit.

Pour atteindre cet objectif, ce travail s’organise en trois parties qui sarticulent

autour de cing chapitres.

La premiére partie de cette thése rapporte en deux chapitres une étude

bibliographique sur Pistacia Lentiscus L.

Le premier chapitre est une monographie de la plante. Cette étude permet de
positionner ce fruit dans la systématique des familles. Quelques données
pharmacologiques des fruits de lentisque sont passées en revue.

Le deuxiéme chapitre présente un apercu de la diversité des structures et des
fonctions pharmacologiques des métabolites secondaires des vegétaux et du lentisque,
leurs méthodes d’extraction et de quantification, leur aspect structural et
biosynthétique.

La deuxieme partie développe en trois chapitres les travaux expérimentaux menes

au cours de cette these.

Le premier chapitre est consacré a une étude ethnobotanique. Une enquéte
ethnobotanique menée auprés des habitants de cing régions du gouvernorat d’El-Tarf
a été conduite dans le but de réunir toutes les informations sur la plante étudiée. Cette
enquéte a concerné les usages thérapeutiques pratiqués par la population locale dans

les régions algériennes étudiées.
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Le second chapitre est une contribution a la chimio-diversité du lentisque par
I’étude des caractéristiques morphologiques, physicochimiques et phytochimique.

Cette étude a concerné

- une analyse quantitative des métaux par la spectrométrie d’absorption atomique
a flamme (SAA-F) et par spectrométrie d’émission atomique a source de plasma
inductive (SEA-ICP).

- Une analyse quantitative des polyphénols totaux, flavonoides, anthocyanes et
tannins

- Une évaluation de I’activité antioxydante de la matrice vegétale étudiée via le
test de DPPH.

Le troisiéme chapitre est consacré a I’extraction et aux analyses qualitatives et
quantitatives, des huiles extraites a partir des fruits de lentisque, par chromatographie
en phase gazeuse CPG, spectroscopie Infra Rouge IR, spectroscopie infrarouge a

transformée de fourrier, IRTF (FT-IR) et spectrophotométrie UV-Vis.

La troisiéme partie expose, interprete et discute, en trois chapitres, les résultats

obtenus de 1’étude ethnobotanique, 1’étude physico-chimique et les analyses

quantitatives et qualitatives des huiles de matrice étudie.

Ce manuscrit est clos par une conclusion générale résumant tous les résultats
des travaux réalisés et dégage les principaux perspectifs qui feront suite a ce travail.
Par souci de clarté on a rassemblé en annexe les préparations et caractérisations

specifiques.
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FIELIIEGEIEN Chapitre I: Données essentielles sur le Pistacia Lentiscus L.

I-Classification de la plante (Pistacia Lentiscus L..)

I- 1-Apercu sur la botanique de la plante Pistacia
Le Pistacia Lentiscus est une espéce appartenant a la famille des Anacardiaceae
qui regroupe des plantes dicotylédones. La composition de cette famille en genres et
espéces differe selon les auteurs. D'aprés Kokwaro (1986), elle compte 60 genres et
600 especes alors que Pell (2004) indique que cette famille renferme 82 genres et plus
de 700 espéces. D’apes la littérature les genres les plus connues sont :
» Anacardium, avec I’anacardier qui fournit la noix de cajoux.
= Mangifera, avec le manguier qui produit des fruits comestibles ; les mangues.
= Pistacia, parfois considéré comme une famille a part, les pistacés genre auquel
appartient le pistachier, arbre méditerranéen qui donne les pistaches
= Rhus, genre auquel appartiennent les Sumacs (Newaman et al., 2000).
Les espéces les plus importantes dans le monde du genre Pistacia d’aprés (Martini,
2003; Ibn Bitar, 1989; Ibn Sina, 1965) sont:
e Pistacia atlantica
e Pistacia chinensis
e Pistacia lentiscus L - Pistachier lentisque.
e Pistacia Palaestina - térébinthe de Palestine
e Pistacia térébinthus L - Pistachier térébinthe
e Pistacia Vera L - Pistachier vrai (qui donne les pistaches)
e Pistacia Vulgaris - Pistachier Vulgaris
En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, en l'occurrence
Pistacia lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica (Quezel P.
et Santa S., 1962).

I-2- Place dans la systematique
D’apres Quézel et Santa (1963), la position des lentisques dans la systématique du
régne végétal est donnée par 1’arbre phylogénique représenté dans le tableau 1 (Cragg

etal., 1997).
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Tableau 1. Classification botanique du Pistacia Lentiscus L.

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédone
Sous classe Dialypétales
Série Diacifores
Ordre Sapindale
Famille Anacardiacées
Genre Pistacia
Espéce Lentiscus

I-3- Morphologie de Lentisque pistachier
Se sont les feuilles, les fleurs, les fruits et les graines qui distinguent les

différents genre des anacardiacées.

I- 3-1- Morphologie Florale

Comme tous les autres pistachiers, 1’arbre de lentisque est dioique, ses fleurs
rougeétres se rassemblent sous forme de grappes sortantes sous 1’aisselle des feuilles
(Fig.1). Les fleurs males femelles sont apétales et sont quinquennales en étamines
pressées au fond du périanthe, elles sont tri-stomates. Parfois on distingue, pour des
pieds monoiques, que les fleurs males et femelles sont portées par des rameaux
différents. La floraison de lentisque s’étend du mois de Mars jusqu’au mois de Mai
(Lemaistre; 1959).

Figure 1. Fleurs de pistachier lentisque
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1-3-2- Feuilles

Les feuilles sont caduques et imparipennées, elles possédent trois ou quatre
sépales, elles sont caractérisées par un ovaire avec un style court a trois stigmates.
Elles présentent des formes elliptiques, lisses, d’une verdure belle et luisante (Fig.2)
(Onay et al., 2000).

Figure 2. Feuilles de pistachier lentisque

I- 3- 3- Graines (fruits)

Les fruits de I’arbre de lentisque sont des drupes de petite taille d'environ cing
millimetres, globuleux qui renferment un seul noyau a une seule graine contenant une
pulpe de bon goit et d’une odeur embaumée (Ait youssef, 2006). Les fruits presentent
plusieurs couleurs aux différents stades de maturité en effet, ils sont de couleur verte,

au debut, puis se transforment en rouge a mi-maturité et a la maturité ils sont noiratres
(Fig.3).

Figure 3. Fruits de pistachier lentisque a différents stades de maturité

I-4- Répartition geographique et exigences écologiques du pistachier

Les especes de cette famille sont des arbres, des arbustes résistant a la chaleur, au
froid et a la salinité puisqu’elles existent en abondance sur les bords de la mer
méditerranee (Boullard, 2001). On les rencontre surtout dans les régions tropicales a

subtropicales et dans les régions tempérées de I’hémisphére Nord. Elles occupent une
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aire de distribution tropicale ou subtropicale, qui compte quatre régions
phytogéographiques : méditerranéenne, iranotouranienne, sino-japonaise et mexicaine
(Fig.4) (Seigue, 1985) (Zohary, 1952 ; Kokwaro et Gillett, 1980).

Figure 4. Distribution géographique de genre Pistacia dans le monde.
Le pistachier est un arbrisseau qui préfere les sols siliceux et secs, il se développe
aussi sur des sols calcaires. Ce genre parait s’étre étendu a I’origine aux régions
forestieres subtropicales de la zone méditeranéene. Les especes auraient subi plus tard

une forte xerophitisation (Fig.5) (Seigue A., 1985).

Figure 5. Aire de répartition de Pistacia lentiscus L. autour du bassin Méditerranéen

Le pistachier se disperse sur tout le tell Algérien et Tunisien, et existe avec
densité dans les zones forestieres et champétres fraiches. Le lentisque préfére une

ambiance climatique subhumide, semi-aride et chaude (Fig.6).
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Figure 6. Distribution géographique de Pistacia en nord Afrique (Algérie et Tunisie).

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 I’humification de la matiére organique et I’enrichissement de ses

propriétés biologiques (Correia et Diaz Barradas, 2000).

I- 5- Nomenclature

Cet arbre possede plusieurs noms qui différent d’une société a une autre. Parmi
ces noms on trouve le térébinthe oriental, le térébinthe de mastic, Addarou,
Elgathoum. En amazigh on donne a cet arbre plusieurs noms: Tadist, Imtek, Meski et
Itk. (Al-Assmai, 1908; Denis, 1982; Veissid, 1973).

Ibn El-Baitar dans son livre « traité des simples » ainsi qu’lbn Sina donnent le
nom d’Addarrou a cette plante. Diskordos la nomme Skhinos (Al Antaki 1952).
D’autres populations donnent le nom d’Addarou aux fruits verts et le nom de
khamkham aux feuilles du lentisque (Battendier.J.A., 1910). Tandis que les habitants
des zones rurales aux environs de la région d’El Kala et ceux de la Tunisie donnent au
fruit de lentisque le nom Gathoum.

Dans les pays du Cham et de la Turquie le fruit du lentisque de couleur rose clair
est appelé pistache. Le lentisque yemenien est nommé Elkhamkham (Al Antaki 1952;
Ibn Alljazzar, 1982; Al Razzi, 1955). En Grece et en Egypte on lui donne le nom du

mastic.
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I-6- Utilisation du Lentisque en médecine et en pharmacologie

Les intéréts du lentisque sont nombreux, il est exploité pour la résine qu’il
secréte dans ses tiges, ses feuilles, son bois et ses fruits pour des usages alimentaires,
domestiques ou médicinaux.

En médecine, le mastic est utilise comme antidiarrhéique pour les enfants,
antiscorbutique ainsi que sous forme de cataplasme ou pour faire des fumigations et
pour le traitement dentaire pour I’occlusion des dents cariées. La margarine de ses
fruits est efficace pour chasser les gaz de I’hémoglobine.

Les feuilles sont wutilistes comme anti-inflammatoire, antibactérienn,
antifongique, antipyrétique, hépatoprotective, expectorante et cicatrisant (Villar et al.,
1987).

Egalement, les fruits mars du lentisque sont tres efficaces pour le traitement des
maladies de I’estomac et les infections respiratoires (Arab et al., 2014).

La gomme est utilisée pour la fabrication des parfums et I’huile essenticlle est
utilisée dans la fabrication du savon et la préparation des produits de beauté. Tandis

que I’huile embaumée est utilisée a 1’éclairage.

-11 -
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I1-1-Chimie des métabolites des plantes

Les végétaux sont de veritables usines capables de produire de nombreux
métabolites qui présentent une grande diversité de structures chimiques en fonction de
leur nature biochimique et de leur origine biosynthétique. lls interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme.
Avec leurs diversités remarquables, les métabolites constituent une richesse largement
exploitée dans les industries agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique. Parmi ces

métabolites, on cite essentiellement les métabolites primaires et secondaires.

11-1-1-Généralités sur les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans
I'organisme des végétaux. lls y jouent des rdles tres importants, dont celui de moyen
de défense contre les agressions externes. Les produits des métabolismes secondaires
sont tres nombreux, plus de 200.000 structures ont été identifiées. Ils sont d’une
variété structurale extraordinaire mais en faible quantité.

Plusieurs composeés, particulierement les composés phénoliques, les alcaloides,
les terpenes, les vitamines, les lignines..., appartenant aux métabolites secondaires
sont considérés comme composés physiologiquement actifs. On peut citer comme
exemple les Gibberelins qui sont considérés actifs pour le développement des plantes,
les hypoquinones et les plastoquinones qui sont des composés jouant un role dans les
phénoménes de respiration et de photosynthése da la plante.

Parmi ces composes, certains déterminent la valeur nutritionnelle et les propriétés
organoleptiques (golt et saveur); certains de ces produits sont utilisés dans les
domaines industriel et médicinal.

Dans ce chapitre nous passerons en revue les différentes classes des composes
phénoliques et nous nous intéressons principalement, a travers des exemples de
molécules, aux polyphénols de lentisque qui constituent les catégories les plus
importantes des métabolites secondaires. Nous présenterons aussi leurs aspects

structuraux et biosynthétiques.
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11-1-2- Définition et classification des composés phénoliques

11-1-2-1-Définition

De point de vue chimique, tout composé constitué par un ou plusieurs noyaux
aromatiques substitués par au moins deux radicaux hydroxyles peut étre classé comme
polyphénol. Les composés phénoliques (polyphénols) sont des métabolites secondaires
largement répandus dans le régne vegétal. Ces composes sont reconnus pour leur forte
bioactivité qui se traduit au niveau de I’organisme par une large gamme de propriétés
biologiques, potentiellement intéressantes. lls sont impliqués dans de nombreux
processus physiologiqgues comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la
germination des graines ou la maturation des fruits. Ils jouent aussi un rdle essentiel
dans la détermination des caractéristiques organoleptiques de la plante (Touafek,
2010 ; Kanoun, 2011).

Les composés phénoliques présentent beaucoup d’effets bénéfiques pour la santé
principalement dlds a leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes,

anticancéreuses....

11-1-2-2- Classification et diversité des polyphénols

En s’inspirant des travaux de Ribéreau- Gayon (1968) on peut dire que les
composés phénoliques présents dans le regne végétal présentent un classement qui se
base d’aprés le squelette aromatique en trois familles : acides phénols, coumarines et
flavonoides.

Les composés pyrocatéchol, le résorcinol, I’hydroquinone sont les phénols
secondaires les plus simples, tandis que le pyrogallol, le phloroglucinol,

I’oxyhydroquinone sont les phénols tertiaires les plus simples (Fig.7).

OH
OH OH
OH
OH
. OH
Pyrocatechol Resorcinol Hydroguinone
OH
OH
OH
OH
HO OH OH
Pyrogallol Phloroglucinol Oxyhydroquinone

Figure 7. Structures de quelques phénols simples
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Les composés phénoliques représentent une famille de molécules issue des
métabolites secondaires. lls ont tous en commun un noyau benzénique qui porte au
moins un groupement hydroxyle qui peut étre libre ou engagé dans une autre fonction.
Les composés phénoliques sont prémordiaux pour la vie de la plante, ils interviennent
dans sa défense et sa coloration. Ils sont aussi bénéfiques pour ’homme grace a leurs
propriétés antioxydantes permettant de lutter contre plusieurs maladies. Les
polyphénols sont présents dans presque toutes les plantes, mais leurs natures et teneurs
varient largement d'une espéce a l'autre, et d'un tissu & un autre (Grolier et al., 2001).
On peut repartir la grande catégorie des composés phénoliques naturels ou leur nombre
dépasse actuellement un millier, en trois ensembles principaux en se basant sur le
squelette carbonique qui sont :

e Composés en Cg-C; ou (Cg représente le squelette carbonique du cycle
phénolique et C; représente le regroupement latérale mono- carbone) (Cuvelier et al.
1992).

e Composes en Cg-C30u (Cq est le squelette carbonique du cycle phénolique et C;
est la chaine latérale) (Ribéreau- Gayon, 1968).

e Composés en Cg-C3-Cq oU Cg est le squelette carbonique du cycle phénolique et
Cs-Cg est la chaine latérale) (Bruneton, 1999).

11-1-2-2-1 Phénols simples

Les acides phénols sont les composés renfermant une ou plusieurs unites
phénoliques sans d’autres fonctions. lls font partie des formes les plus simples des
composés phénoliques. On distingue deux principales classes d’acides phénoliques.

¢ Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C6-C1)

Les composés en Cq-C; représentent la premiere famille des phénols simples se
sont les dérivés de I’acide hydroxybenzoique, citons ; p-hydroxybenzoique acide ou
P-hydroxy-acide benzoique, 1’acide protocatéchique, 1’acide wvanillique, I’acide
gallique, I’acide sirengique (Fig.8). Les acides hydroxbenzoiques sont répandus
largement dans les plantes el les végetaux.
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O

Acide hydroxybenzoique Ry R, R3

Ry I(I: Acide para-hydroxybenzoique H OH H
D/ “oH Acide protocatéchique OH OH H
R2 Acide vanillique OCH; OH H

Acide 3,5-dihydroxy-4 methoxybenzoique OH OCH; OH

Figure 8. Structure de base de quelques acides hydroxybenzoiques.

+» Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (C¢.Cy)

La structure des acides hydroxycinnamiques est de type Cg-Cs, un maillon
propene étant fixé sur le noyau aromatique. De la méme facon que pour les acides
hydroxybenzoiques, on distingue plusieurs composés en fonction du schéma de
substitution du noyau aromatique (Fig. 9).

Les acides hydroxycinnamiques les plus fréquents dans les plantes sont l'acide p-

coumarique, l'acide caféique, l'acide férulique et I'acide sinapique.

Acide hydroxycinnamique R; R,
ﬁ Acide para-coumarique H H
R N ou Acide caféique OH H
HO:Q/\ Acide férulique OCH; H
R Acide sinapique OCH; OCH;

Figure 9. Quelques acides hydroxycinnamiques

L’acide chlorogénique est un acide-phénol, ester de lI'acide caféique et de l'acide
(L)-quinique est largement répandu dans les plantes et d’une fagon spéciale, il se
trouve en grande quantité dans les graines de tournesol, la pomme de terre et les
grains de café (Ghyath, 1999).

11-1-2-2-2- Flavonoides: Composés en Cg-C 3-Cq
Cette famille est considérée parmi les ensembles des composés phénoliques les

plus variés et les plus répandus. La structure de base des flavonoides est représentée
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par la figure 10. Elle renferme deux noyaux et un cycle héetérogene portant de

I’oxygeéne (cycle pyridinique) (Bruneton, 1999).

Figure 10. Squelette de base et nomenclature des flavonoides
A partir du degré d’oxydation ou de réduction de la partie hétérogene, il est
possible de faire répartir les flavonoides en six classes phénoliques : flavanols,
flavanones, flavones, flavonols, anthocyanes et isoflavonoides (Fig. 11) (De Rijke et
al., 2006).

Flavanones

= o
o OH poll
Holl T >
I -—OH
PN
OH
Flavonols Anthocyanes Isoflavonoides

Figure 11. Quelques composés phénoliques de la classe des flavonoides.

Selon la structure du I’hétérocycle pyranique central, les flavonoides se
répartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus importantes représentées
dans les substances naturelles sont les flavan-3-ols, les flavanones, les flavones, les
flavonols et les dihydroflavonols. Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous
forme libre ou sous forme glycosylée. Les composés de chaque sous-classe se
distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants (groupements
hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques A et B et la chaine

en C3 intermédiaire (Kooter et al. 2002).
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% Flavones

Les flavones ont une structure de base C6-C3-C6. En position C3 il ya
apparition d’un hétérocycle porteur d’un groupement carbonyle et d’une insaturation.
Ce sont des substances de couleur jaunatre, d’habitude elles n’existent pas sous forme
de glucoside et les aglycones les plus répandus sont I’apiginine lorsque R,= R;=H, la
lyothioline lorsque R,=H, R3=OH latricine lorsque R,= R3= OCHj3 (Fig.12).

R H H H
HOOH Hoj ‘ :o:| *OH
R H HH H
OH O OH O
L Flavones Apiginine
OH OCHs
HO O o| O on HoOH
H OCH,
OH O OH O
lyothioline La Tricine

Figure 12. Structures de quelques composés des flavones.
« Flavonols
Les flavanones ont une structure similaire a celle des flavones mais ne possédent
pas d’insaturation au niveau de 1’hétérocycle. Les flavonols sont aussi des substances
de teinture jaune et sont largement répandus dans les plantes et forment un grand
nombre de différentes sortes de glycosides et souvent des dérivées des aglucons
suivants (Fig.13) (Shahidi et al., 2004).

Ry Flavonol R1 R2 R3
OH Kaempferol H H H
HO o @ Quercétol OH H H
R2 Hyperoside OH H Gal
@ C | Isoquercitrine  OH H Glc
I O0—Rs Quercitrine OH H Rha
OH O Rutine OH H Glc-Rha
Reynoutrine OH H Xyl
Gal: galactose; Glc: gluco§e; Xyl: xylose Isorhamnétol OCH; H H
Rha: rahmnose; Ara: arabinose.

Figure 13. Systéme d’énumération et structures de quelques flavonols.
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Le composé 3-glucoside kaempférol nomme astragaline a éte extrait des fleurs de
I’astragalus, du chéataigne et des feuilles de thé; tandis que la quercetrine 3-
ramanoside se trouve dans la seve de plusieurs sortes de baie, des feuilles du thé, dans
les pommes, les raisins, le tabac .... . La quercetrine 3-raminoglucoside hommeée
rutine est trés répondue dans les plantes. Cette substance est utilisée largement en
médecine comme fortifiant pour les vaisseaux capillaires (Marfak, 2003).

% Flavanones

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de double liaison en 2, 3 et par la
présence d’un centre d’asymétrie en position 2 dans le cycle C3 (Fig.14). Ce sont des
substances cristallines sans couleur. On les rencontre dans plusieurs matrices
végetales et particulierement dans les fruits. (Portet, 2007).

La saveur amére de ces composés dépend de la structure de ’unité glucosidique.
D’habitude les flavanones se trouvent sous forme de 7-mono ou diglycosido-aglucon,

auxquels leurs appartiennent les trois types suivants :

r Flavanones R R
H
HO o inaéni
R Naringénine  OH H
) -
J! Eriodictyol OH OH
Flavanones Hespérétine  OCH; H

Figure 14. Structure de base de quelques flavanones.

11-1-2-2-3- Anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) : terme général
regroupe les anthocyanidols et leurs dérives glycosylés. Les anthocyanes sont des sels
a méme structures que les flavonoides porteurs d’une charge positive sur I’oxygéne de
I’hétérocycle C. La structure de base des anthocyanines est caractérisée par un noyau "
flavylium " généralement glucosylé en position C3 (Heller, 1993). Ce sont les
substances a teinture importante dans les plantes, elles se concentrent dans les fruits et
les feuilles et donnent aux fleurs les différentes couleurs spectrales florales et méme la

couleur violette foncée (Portes, 2008).
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En se basant sur la nature des radicaux R; et R, et Rz on peut caractériser
plusieurs composes. Tous les anthocyanines sont des glucosides ayant la formule
générale représentée par la figure 15.

Le changement de la couleur de I’anthocyane est un effet du pH. En effet, une
méme anthocyane peut se présenter sous différentes couleurs allant du violet au rouge,
par simple variation du pH (Mraihi et al., 2014).

Anthocyanidols  R; R, R
Pelargonidol H H H
Cyanidol OH H H
Péonidol OCHjs H H
Delphinidol OH OH H
Malvidol OCH; OCH; H
Gal: galactose; Glc: glucose; Anthocyanes -- - Gal; Glu;
Ara: arabinose; Xyl: xylose Ara ; Xyl

Figure 15. Structures des anthocyanidols et anthocyanes.

La transformation des anthocyanes en solution aqueuse en fonction du pH a fait
I’objet de plusieurs études (Brouillard, 1986). Ces travaux confirment 1’existence de
quatre structures anthocyaniques en équilibre dans un milieu faiblement acide: le
cation flavylium AH™ (phénylbenzopyrolium) de couleur rouge, la base carbinol (B)
ou pseudo-base incolore; la chalcone (C) bleu/ jaune et la base quinonique de couleur
mauve (Fig. 16).

+ +
Lo + HyOl-H
Base quinonique =tH—= Cation flavylium === Carbinol === Chalcone
pH< 3 3<pH<6 6<pH<8 8<pH<10
Rouge /orange Rouge \if /orange Incolore Bleu-vert-jaune

Figure 16. Transformation des anthocyanes en milieu aqueux fonction du pH

11-1-2-2-4- Flavon-3-ols (Catéchines)
Ce sont les ensembles les plus reducteurs parmi les composes flavonoidiques.
Les catéchines ont été extraites pour la premiére fois de I’arbre catechu acacia, d’ou

dérive son nom. Les catéchines existent sous quatre formes d’isomeéres grace a
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I’existence de deux atomes de carbone asymétriqueS (Souquet et al. 1996). Les
catéchines donnent avec 1’acide gallique, des composés appelés gallates de catéchine
et gallo-catéchine.

Les plus répandus dans les plantes sont les isomeres optiques (+)-catéchine et (-)-
Epicatéchine lorsque R,=R3; =H et d’une fagon moindre on rencontre 1’isomere (-)

Epigallo-catéchine et (+) Gallo-catéchine, lorsque R;=OH et R,=H (Fig.17).

OH
0
—C OH

G = Gallate

Flavan-3-ols Configuration Ry R, R3
C. Cg

(+)-catéchine S OH H H
(+)-gallocatéchine R S OH H OH
(-)-épicatéchine R R H OH H
(-)-épigallocatéchine R R H oG OH
(-)-épicatéchine-3-O-gallate R R H 0G H

Figure 17. Structure de base et nomenclature des isomeres de catéchines.

Les catéchines, sont des substances cristallines sans couleur, qui s’oxydent
facilement, se polymérisent et sont largement répandues dans les plantes, surtout dans
beaucoup de fruits, comme les pommes, les poires, les coings, les fraises sauvages, le
raisin de I’ours, le chuingum, le raisin, les abricots, les péches etc...

Les principales catéchines présentes dans 1’alimentation sont la catéchine elle-
méme, |’épicatechine, la gallocatéchine et les catéchines galloylées (par exemple
I’épigallocatéchine gallate, ou EGCG, principale catéchine du thé vert).

Les catéchines ont une caractéristique spécifique a cause de la valeur élevée due
a P’activité vitaminique P par rapport aux composés flavonoidiques qui augmentent

I’élasticité des vaisseaux capillaires en rétablissant leur infiltration détruite.
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Les transformations d’oxydation des catéchines jouent un role important dans la
production du cacao et le raisin sec, et plus spécialement a la production du thé, vu
que les produits de I’oxydation des catéchines ayant un goit faible et une couleur

admirable.

11-1-2-2-5- Leucoanthocyanes

Les leucoanthocyanes ou flavane-3,4-diols sont des composés organigques
incolores de la famille des flavonoides. Ces composés ont été étudiés pour la
premiere fois en 1914. La leucocyanidine (Fig.18) est la plus rencontrée dans les
plantes (Boudjellal, 2009).

En plus des leucoanthocyanines simples on rencontre dans certaines plantes

(bois) des formes oligomériques (limitées) les plus complexes.

OH
HO o
(o
H
OH
on H OH

Leucoanthocyanidine

Figure 18. Structure de leucocyanidine.

11-1-2-2-6- Composés polymériques (tanins)

En plus des composés phénoliques unimoléculaires, les plantes renferment des
isomeres de nature phénoligue comme les tanins, les lignines et les mélanines
(Maamri, 2008).

Les tanins sont des polyphéenols que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels
que les écorces darbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure
complexe est formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres
asymétriques et leur degré d'oxydation.

Les tanins sont des substances capables de former plusieurs combinaisons stables
avec les protéines et d’autres polymeéres végétaux tels que les polysaccharides du point
de vue chimique. Les tanins sont des molécules phénoliques volumineuses. Les masses
moléculaires des tanins actifs se situent entre six cent et trois mille cing cent
(Gauthuret, 1968).
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Ils sont responsables de l'astringence qui est la capacité des tanins a former des
complexes stables avec les protéines et les sucres. On distingue deux types de tanins :
les tanins hydrolysables et les tanins condensés.
¢ Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des phénols liés a un résidu sucré par un lien ester
(donc hydrolysable). Si le phénol est 1’acide gallique, ce sont les gallitannins et s’il

s’agit de I’acide hexa-hydroxy-diphenique, ce sont les ellagitannins (Fig. 19).

O
HO = | OH
HO™
OH
Tannins galliques Tannins ellagiques

Figure 19. Structure de base des tanins hydrolysables
On rencontre ces tanins dans plusieurs matrices végétales comme les racines,
tiges, feuilles ou fruits avant la maturité. Ces tanins en raison de leurs nombreux
groupements OH se dissolvent plus ou moins (en fonction de leur poids moléculaire)
dans l'eau (Haslam, 1998).

Les gallotanins (tanins galliques) par hydrolyse, libérent 1’ose et I’acide gallique
alors que les ellagi-tanins, par hydrolyse, libérent ’ose, 1’acide HHDP (acide
hexahydroxy diphénique) et différents derives (acide ellagique et acide chébulique):

% Tanins condensés

Dans la littérature, les tanins condensés peuvent étre également nommés
proanthocyanidines ou tanins catéchiques. Ces composes, qui correspondent a des
polyméres de flavan-3-ols, peuvent étre répertoriés en différentes classes : les
monomeres, les diméres, les oligomeéres et les polymeéres. lls différent des tanins
hydrolysables par une structure voisine a celle des flavonoides. En I’absence de partie
osidique et non hydrolysables, en milieu acide fort et a chaud, ils se polymérisent en

donnant des précipités insolubles rouges bruns appelés phlobaphénes.
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Les monomeéres a l’origine des tanins condensés possédent une Structure 2-
phénylchromane, plus couramment nommee unité flavane (Fig. 20), qui correspond a

un squelette de quinze carbones organisés en C6-C3-C6.

oOH

,_j_:l\ o
O
HO, o “‘-_f"'j -E'Ih% 5 Ry
&
6 e, .r'I'_""-\. R‘HE

o ™
\|- 4 Ry
{

Figure 20. Structure chimique d’une unité¢ monomérique (flavan-3-ol)
Les procyanidines dimeres peuvent étre classées en deux catégories : les
procyanidines de type B et les procyanidines de type A.
Les procyanidines de type B résultent de la condensation de deux unités flavan-
3-ols entre le carbone 4 de I’hétérocycle C de 1’unité supérieure et le carbone 6 ou 8 du
cycle phloroglucinol de 1’unité inférieure. La liaison entre ces deux unités flavan-3-ols

est nommée liaison interflavane (Fig.21) (Roux et Evelyn, 1958).

Tanins condensés:
R=H: Procianidol
R=0H: Prodelphinidol

OH

Figure 21. Structure de base des procyanidines oligomeéres de type B
Les procyanidines de type A possedent, quant a elles, non seulement une liaison
interflavane C4-C8 ou C4-C6 mais aussi une liaison de type éther entre les atomes de
carbone 5 ou 7 de I'unité inférieure et ’atome de carbone 2 de I'unité supérieure

(Figure 22) (Vivas et al., 1996).
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Figure 22. Structure de base des procyanidines oligomeéres de type A

11-1-2-2-7- Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le

benzo-2-pyrone (Fig.23).

maO\'?\T/A§W |47\T/Q§l\ RN A
LI [ T
HO') = \o/ \‘O CH3O NP \0/ \0 CH30/ '\»\\__,/'\O/ \0
esculoside E\osthol subérosine
3
HO}\?H
//' A | W
- L) )G N
’ ENETNG HO” 7 "0 o
aurapténe peucédanol
S SR T NF A
C A ! ~ |
L G /\f/\ oF S Vg g
Ow\(/ =/
impératorine angelicine xanthyletine
l,.g//m (j/j\/ﬁ/ m
o ] 0/‘%0 %
N .
T <~ - 0COCH; \T/ ~©
OCOCH(CH3)CH,CHj3
visnadine chalepensine obliquine
Figure 23. Quelques structures de coumarines
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Historiquement le nom de coumarine vient de «cumaru» qui est le nom dans une
langue amazonienne, de I’arbre de tonka (dipteryx ordorata willd, fabaceae) dont les
feves contiennent 1 a 3% de coumarine. Elles sont présentes dans plusieurs plantes
comme le mélilot, la sauge sclarée et la lavande (Hamimed, 2009), On la trouve aussi
dans le miel, le thé vert (Lake, 1999). Les coumarines ont été isolés pour la premiére
fois par Vogel en 1820 dans le Coumarouna odorata (Lacy et al., 2004).

La coumarine est une matiére cristalline sans couleur, d’odeur embaumée
semblable a I’odeur de I’herbe récemment coupée. La coumarine et les fleurs de
Mililotus (renfermant la coumarine sous forme de glucoside) sont utilisées comme
saveur d’ardme gouteux dans I’industrie de quelques types de tabac, elle trouve
¢galement une grande importance dans 1’industrie de parfums (Mpondo et al., 2015).
Souvent, on rencontre dans les plantes, les dérivés hydroxyliques de la coumarine
comme I’esculetine et la scopolitine (Fig.24), qui existe dans ces plantes avec un

pourcentage plus élevé que celui de la coumarine elle-méme.
HO 0”0 HO o0

Scopolitine

Esculetine

Figure 24. Dérivés hydroxyliques de la coumarine.

La scopolétine est présente sous forme de 7-glucoside esculetine dans les fruits
de quelques types de chataigne et utilisée en medecine comme substance pour fortifier
les vaisseaux capillaires sanguins.

L’huile de I’épluchure de la bergamote est utilisée dans 1’industrie du parfum
(parfumerie industrielle) renferme le composé Furane coumarine nommé bergabtol
(Fig.25).

HO

—

o)
/ 0]
o)

Bergabtol

Figure 25. Structure chimique de bergabtol
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11-2- Biosynthese des composés phénoliques

Les composés phénoliques montrent une large variété de structure d’un simple
cycle aromatique hydroxylé (acides phénoliques) aux polyméres fortement complexes
(Tanins). Leur formation dans les plantes a été toujours 1’objet de plusieurs recherches
(Bouilla et al., 1999; Dedien et al., 1991). Différentes étapes de la biosynthése des
polyphénols dans les plantes ont été prouvées.

Le réarrangement des composés phénoliques et ses produits intermédiaires se fait
par un processus endogéne (par les enzymes) au cours de la différenciation liée au
développement par des facteurs exogenes (lumiére, température).

Les études nous renseignent que la phénylalanine est un précurseur commun pour
la formation de tous les composés phénoliques. La structure commune de ces
composés resulte des acides hydroxycinnamiques en particulier leur Co-enzyme-A-
esters. Il existe deux procédés de formation des composés phénoliques a I’heure
actuelle, 'un a travers 1’acide shikimique nommé procédé¢ de I’acide shikimique
(Fig.26). Et I’autre a travers I’acétate de malonate nommé procédé acétate de malonate

(Fig.27).

H
COOH ATP COOH (?@ COOH coo
ATE CH,=C-COOH
L _ EHz - ,,CHZ
o-C
HO OH (o] OH O o-C \
I
OH ) OH & OH COOH OH COOH
v

CH=CH-COOH CH,-CH(NH,)-COOH CH,-CO-COOH ~_

S O —Q Ty
Vi
VI Vil
/ OH
CH,-CO-COOH

\

CH,-CO-COOH

CH=CH-COOH Ha-CH(NH,)-COOH

OH OH on
X IX
Xl
I- Acide shikimique, IlI- 3-phospho-acide shikimique, Ill- 5-Enol-pyrovi-shikimat-3-phosphate, V- Acide

Khorezmique, V- Acide préfinique, VI- Phényl acide prifénique, VII- Phényl alanine, VIII- Acide corchinique
(cinnamique), IX- Para-dihydroxy-phényl acide prifénique, X- Acide aminé de tyrosine, XI- Acide para-hydroxy-acide
corchinique (para- acide coumarique).

Figure 26. Fomation des polyphénoles a partir de I’acide shikimique
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A partir de I’acide corchinique et avec les enzymes d’hydrolyses (d’hydroxylase
acide corchinique), I'urine phénol oxydase et les enzymes transportantes les
groupements de méthyl (catéchol méthyl transferase) se forment d’autres représentants
a ce groupe, comme exemple, les composés phénoliques et aussi les coumarines
(Fig.27).

CH=CH.cOoH  PHECH-COOH  CH=CH-COOH

CH=CH-COOH
—
OCH3 CH,0 OCH,
H=CH-COOH OH
OH
" v Vv

H=CH-COOH
N CH0 N
—>» —>
Yo HO 0o
VI
VI VI

I- A. corchinique, I1- p-acide coumarique, I11- A. caféique, IV- A. ferulique,V-A. sinapique,
VI-Ortho-acidecoumarique, VII- Coumarine et VIII- Scopolitine.

Figure 27. Mécanisme de synthese de quelques composeés phénoliques a partir de
I’acide corchinique.

11-3- Extraction des composés phénoliques

L’extraction des principes actifs (polyphénols) a partir de la matiére végétale,
suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leurs effets bénéfiques pour la santé
humaine. L’extraction constitue une étape trés importante dans l'isolement aussi bien
que dans l'identification des composés phénoliques. En effet, plusieurs études ont
montré l'influence de différentes conditions sur les rendements d’extraction
(Bonnaillie et al., 2012).

La solubilité des composés phénoliques dépend de leurs natures ou de leurs
propriétés physico-chimiques, qui varie d’un composé a un autre. Cependant, la
technique, la polarité du solvant et la solubilité des composés phénoliques sont les
majeurs facteurs. Par conséquent, il est tres difficile de développer un procédé
d'extraction approprié a I'extraction de tous les composés phénoliques d’une plante
(Garcia-Salas et al., 2010).

L’extraction des polyphénols est généralement de type solide-liquide. Ces

techniques d’extraction ne cessent de progresser. Actuellement, en plus des méthodes
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conventionnelles on s’intéresse de plus en plus aux techniques d’extractions
innovantes qui offrent de nombreux avantages en termes de gain de temps, de gain de

solvant, d’augmentation du rendement d’extraction et de reproductibilité.

11-3-1-Méthodes d’extractions conventionnelles

La macération et la décoction et 1’épuisement par les solvants a polarité
croissante sont les techniques les plus utilisées depuis longtemps pour extraire les
principes actifs & partir des matrices solides. Elle consiste a un contact direct et
prolongé a froid ou a chaud entre la matrice et I’extracteur. Ce procédé est
généralement long, fastidieux et nécessite de grandes quantités de solvants

d’extractions (Vinatoru et al., 1997).

11-3-2-Méthodes d’extractions innovantes

Récemment plusieurs techniques d’extraction ont été utilisées a savoir
I’extraction par miro-onde, par ultrason, en phase solide (solid-phase extraction, ou
SPE), extraction liquide sous pression (PLE)... Les principes de ces techniques
d’extraction sont d'apporter, trés sélectivement, une grande quantité d'énergie a
I'intérieur de la cellule végétale pour provoquer sa rupture sans degrader les produits
libérés (Salisova et al., 1997).

Ces méthodes présentent des avantages qui sont essentiellement un temps de
traitement réduit, un bon rendement d’extraction a froid et d’éviter les chocs
thermiques.
11-4-Méthodes de caractérisation des polyphénols

Nous donnerons dans cette partie un apercu sur la diversité des structures et des
fonctions des métabolites secondaires particulierement des différents tissus du Pistacia
Lentiscus cultivés dans certains pays. Ensuite, nous présentons les teneurs des
composés phénoliques totaux qui ont été détermineés dans divers extraits.

Le screening phytochimique des différentes especes de fruits de Lentisque est
peu étudié, malgré I’existence de certaines études ethnobotaniques qui prouvent
I’utilisation de ces fruits depuis longtemps dans plusieurs domaines de la médicine
traditionnelle. Néanmoins, la littérature ne mentionne que quelques travaux réalisés sur

ces matrices. Ce screening a également permis d’identifier quelques groupes
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phytochimiques majoritaires qui peuvent jouer des roles physiologiques multiples
grdce a leurs propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et

anticancéreuses.

I1-4-1-Etudes quantitatives des composés phénoliques des fruits de lentisque :
Dosages colorimétriques par spectrophotométrie (UV-visible)

Les méthodes colorimétriques sont des techniques de dosage simples a mettre en
ceuvre et rapides, qui s’appliquent aussi bien a des résidus qu’a des extraits, elles
permettent de doser de maniere globale les polyphénols totaux en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965). Les flavonoides totaux sont dosés par la
méthode de trichlorure d’aluminium (AIClz) (Zhishen et al., 1999). De maniere
spécifique les acides phénols, les tanins et les anthocyanes sont doses par plusieurs
methodes colorimétriques comme 1’hydrolyse enzymatique ou I’hydolyse acide n-
butanol-HCI (Porter et al., 1985), la méthode au DMACA (Treutter, 1989 ; Mraihi et
al., 2014) et la réaction de thiolyse ou de phloroglucénolyse (Perret, 2001) et les
anthocyanes par la méthode différentielle de pH (Giusti et al,. 2001).

Les méthodes colorimétriques basées sur 1'utilisation du spectrophotométre UV-
visible, ont été utilisées pour évaluer la quantité des composés phénoliques dans la
matiére végétale. La spectrométrie UV-visible permet d’identifier les groupements
chromophores que contient un produit.

En effet I’absorbance a 280nm est caractéristique des électrons © des noyaux
aromatiques des polyphénols, les flavanols monomeres oligoméres et polymeéres
absorbent a 280 nm. Les flavonols absorbent de 350 a 360 nm, les anthocyanes
absorbent dans le visible (rouge) aux longueurs d’onde variant de 520 a 530 nm.

D’aprées la  bibliographie  plusieurs  meéthodes  colorimétriques et
chromatographiques HPLC-UV-MS ont été utilisées pour déterminer les teneurs en
composés phénoliques de différentes variétés de fruits du lentisque.

Nous resumons dans le tableau 2, les résultats de la littérature, des teneurs de

différentes classes de métabolites secondaires identifiées et isolées des fruits analysés.
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D’apres les résultats de I’étude fournie par Hamad et ses collaborateurs, les tests

colorimétriques du lentisque ont montré de fortes teneurs en composés phénoliques
essentiellement en tanins condensés et en polyphénols totaux (Hamad et al., 2011).

Tableau 2. Quantification des composés polyphénoliques totaux dans les extraits de
Pistacia Lentiscus L.

Phénols totaux Flavonoides Tannins
, . (mg.Eq catéchine/  (Eq quercétine/ g (mg.Eq acide
Solvants d’extraction g d’extrait) d’extrait tannique / g d’extrait
Ethanol 136,25 + 18,9 12,93 + 1,69 9094 +£42,61

Acétate d’éthyle
Fraction organique 75,01 £9,18 13,12 + 0,12 632,1+ 45,37

Fraction aqueuse 40,65 +11,39 18,45+ 1,2 852,2+41,14
‘Hexane

Fraction organique 24,12 + 8,3 10,06 = 0,59 830,40 + 62,19

Fraction aqueuse 45295 £ 159 415091 7739+ 75,71

Chloroforme
Fraction organique 4749 + 16,88 7,74+0,25 579,1 + 34,84

Fraction aqueuse 407,73 £ 1,53 44,25 +0,87 997,8 + 39,08

11-4-2- Analyse structurale des composés phénoliques des fruits de lentisque

La diversité et la complexité des extraits des végétaux nécessite des techniques de
séparation efficaces pour identifier les diverses molécules d’intérét biologiques.
Différentes techniques d’analyse s’offrent a I’expérimentateur pour une bonne
compréhension de la phytochimie des végétaux, parmi les quelles nous citons la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography), la chromatographie en phase liquide ultra haute performance (UPLC,
Ultra Performance Liquid Chromatography) et la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectroscopie masse (GC-MS, Gas Chromatography-mass spectrometry).

L’identification des molécules actives serait plus facile en cas de couplage du
systeme chromatographique (HPLC) a d’autres systémes de détection (UV, MS ou
RMN). Ces couplages permettent de regrouper toutes les données structurales des
fractions similaires. Le développement de ces méthodologies rapides a permis I’analyse
et I’identification simultanées des molécules issues de la matrice végétale. Marbry et ses

collaborateurs décrivent, que les composé€s phénoliques ont un spectre d’absorption
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specifique. Il présente deux bandes caractéristiques dans 1’UV-Visible : une bande I

(noyau B) qui absorbe entre 310 et 520 nm et une bande Il (noyau A) qui absorbe entre
240 et 300 nm. Ces bandes seront plus ou moins intenses et dépendent du nombre de
doubles liaisons conjuguées des molécules. 1l est ainsi facile de faire la différence entre
des molécules aglycone a cycle C ouvert (chalcone et aurone) qui ont une bande Il tres
réduite, et les autres molécules a cycle C fermé qui possédent une bande Il beaucoup

plus intense.

L’étude phytochimique de certaines variétés de fruits du Pistacia a montré que
ces fruits sont riches essentiellement en flavonoides, en anthocyanes et
minoritairement en tanins (Atmani et al., 2009). En effet une étude réalisée en Egypte
sur quatre espéces de Pistacia (Atlantica, Chinensis, Khinjuk et Lentiscus) a permis
I’identification de certains flavonoides dans les feuilles et les rameaux (Kawashty et
al., 2000). Neufs flavonoides ont été isolés et identifiés qui sont le kaempferol-3-
glucoside (K-3-G), Quercetine-3-glucoside (Q-3-G), Quercetine-3-galactose (Q-3-
Gal), Quercetine-3-rutinoside (Q-3-Rut), Quercetine-7-galactoside (Q-7-Gal),
Apigenine-6,8-di-C-glucoside  (vicenine2),  Myricetine-3-glucoside  (Myr-3-G),
Myricetine-3-galactoside (Myr-3-Gal) et le Myricetine-3-rutoniside (Myr-3-Rut). Les

composés flavonoidiques identifiés sont consignes dans le tableau 3.

Tableau 3. Distribution des flavonoides examinés dans quatre espéces de Pistacia
(Kawashty et al., 2000)
Espeéce Flavonoides identifiés

P. Lentiscus  (K-3-G), (Q-3-G), (Q-3-Rut), (Myr-3-G), Vicetine-2

P. Khinjuk (Q-3-G), (Q-3-Rut), (Myr-3-G), (Myr-3-Gal), (Myr-3-Rut),

P. Chinensis  (K-3-G), (Q-3-G), Vicetine-2

P. Atlantica (K-3-G), (Q-3-G), (Q-3-Gal), (Q-3-Rut), (Q-7-Gal) Vicetine-2,

Luiga et ses collaborateurs ont identifié, par chromatographie liquide HPLC-
DAD-MS, a partir des extraits de fruits de lentisque cultivés en Italie trois pigments
anthocyaniques a des concentrations différentes (Tab.4) (Longo et al., 2007). La

cyanidine-3-O-glucoside était le pigment le plus abondant (3,8mg/100g), suivi par la
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Delphidine-3-O- glucoside (1,1mg/100g) et de la cyanidine-3-O-arabinoside
(0,05mg/100g).

Tableau 4. Caractéristiques spectrales des anthocyanes des fruits de Pistacia Lentiscus
(Longo et al., 2007).

TR Amax M* M* - X Anthocyanes

(min) (nm) (m/z) (m/z)

31,1 278,526 465 303 (M’-glu)  Delphinidine-3-0-glucoside
33,5 280,518 449 287 (M’-glu)  Cyanidine-3-0-glucoside
35,5 278,522 419 287 (M’ -ara) Cyanidine-3-0-arabinoside

11-5- Présentation des huiles végétales

Les corps gras, également appelés lipides (du grec lipos, « gras »), sont des
composés d'origine animale ou végétale constitués essentiellement de triglycérides,
d'esters, d'acides gras et de glycérol. Ils sont insolubles dans I'eau mais solubles dans
les solvants organiques (éther ou le benzene). Ils sont présents dans la plupart des
organismes animaux marins ou terrestres et les végétaux en contiennent une grande
variété dans leurs graines, feuilles, fleurs et fruits. Les corps gras alimentaires
comprennent les huiles et les graisses d’origine végétale ou animale, les beurres et les

margarines.

11-5-1- Composition chimique des huiles
Les huiles vegétales sont des triglycerides (combinaison de trois acides gras et une
molécule de glycérol, Figure 28), dont la composition dépend de la nature de la plante,

de ses conditions de culture, du sol et de la saison (Karleskind, 1992).

W\,AMOH
8]
HO!
/‘v’\/\/\:/\/\\.-/\;/\]rou + HO-{
Fs)
HO
e Glycérol
0
Acide gras C18:1
0
o OW\/
\/‘\/\/\.W”\O
wax/x/\/x=fxfx/x/x
Triglycéride 0

Figure 28. Représentation d’un triglycéride issu de la condensation de trois acides gras
C18 :1 et une molécule de glycérol.
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Le mot « huile » se rapporte aux triglycérides qui se trouvent dans leur état liquide
a température ambiante. Les parametres qui différencient les huiles et affectent leurs
propriétés physiques et chimiques sont le nombre de carbones qui composent les
acides gras, le degré d’insaturation et enfin, la stéréochimie des doubles liaisons
(Andre E. 1963). Ces éléments peuvent étre classés, par ordre décroissant en termes
compositionnels, de la facon suivante : les triglycérides (ou triesters d'acides gras)
suivis par les acides gras libres et finalement certains constituants mineurs.
» Acides gras
Les huiles sont trés hétérogenes, en raison de la trés grande variabilité d’acides
gras possibles. Les structures des différentes catégories d’acides gras qui composent
les triglycérides des huiles végétales sont présentés dans la figure 29. Tous les acides
gras portent un groupement acide carboxyliqgue (-COOH) relié a une chaine

hydrocarbonée plus ou moins longue 4 a 32 atomes de carbone (UPAC., 1978).

4 ™
H H
I 8]
‘ | Y
c— c c
Z N\
\_ H H

I

I
—

O—H

L S — W _ L . e >
.\_\Y_, R

Groupement methyle  Chaine carbonée Groupement carboxyle

Figure 29. Structure générale d’un acide gras
Les acides gras sont subdivisés en deux groupes, ils sont dits « saturés » si tous
les atomes de carbones de la chaine sont reliés par des liaisons covalentes simples;
parmi ces composés, on retrouve les acides palmitique (C16:0) et stéarique (C18:0)
abondants dans les graisses animales. Lorsqu’une ou plusieurs doubles liaisons sont
présentes sur la chaine carbonée, les acides gras sont dits respectivement

«monoinsaturés» ou «polyinsaturés» (Fig. 30).

-35-



SEIELIEGEIEN Chapitre II: Diversité de structures chimiques des plantes medicinales

Acide gras _ Formule

Acide laurique (12:0) M

Acide palmitique (16:0) /\/\/\/\/\/\/\),\”
hese Stéarique (180) /\N\/\/\/\/\/\/u\m
Acide linoléique )

Acide linolénique
(18:3 A9,12,15)

Acide oléique

(18:1 A9) e ”

Figure 30. Structure chimique de quelques acides gras saturés et poly-insaturés.
La premiére serie a pour formule générale semi-développée :
CHs-(CHy)x — CH=CH-(CH,)y-COOH
Ou X+Y=n-4
Avec n =nombre de carbones.

L’acide oléique (C18:1), retrouvé en fortes proportions dans 1’huile d’olive, est
monoinsaturé, alors que 1’acide linoléique (C18:2), contenu dans I’huile de tournesol,
est dit polyinsaturé car il présente deux doubles liaisons (Cuvelier et al., 2004).

Les doubles liaisons peuvent exister sous deux formes différentes: cis et trans.
Ces configurations ainsi que le nombre d’atomes de carbone et d’insaturations sur la
chaine conféerent aux molécules des propriétés physiques différentes (Chanforan, 2010;
Akhisat et al., 1986 b).

Certains acides gras sont essentiels a I'6tre humain, qui est incapable de les
synthétiser. Ils doivent donc étre apportés par l'alimentation. Les deux acides gras
indispensables au corps humain sont l'acide linoléique et [l'acide linolénique
(C18:3), qui sont les précurseurs des autres acides gras. Les dérives obtenus a partir de
ces deux acides constituent les omégas 3 (précurseur : lI'acide linolénique) et omega 6
(précurseur: acide linoléique) (Fig.31) (UPAC., 1978).
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FIG. 1 LES ACIDES GRAS OMEGA-3 ET OMEGA-6

HO — — — groupement
3 méthyle
o
J_facide alpha-linolénique (ALA, C18:3, omega-3)

HO

o)
L'acide éicosapentaénoique (EPA, C20:5, omega-3)

HO —_ = —_ — = —

o
L’acide docosahexaénoique (DHA, C22:6, omega-3)

HO

6
o

 L'acide linoléique (LA, C18:2, omega-6)
HO

o
L'acide arachidonique (AA, C20:4, omega-6)

Figure 31. Structure chimique de quelques acides gras oméga 3 et oméga 6
Le Tableau 5, répertorie la structure et la composition des huiles végétales les
plus abondantes, ainsi que leurs principales sources alimentaires.

Tableau 5. Acides gras les plus communs et leurs principales sources alimentaires.

Structure Nom commun Principales sources alimentaires
12 :2 Laurique Huile de coprah

14:0 Myristique Produits laitiers

16 :0 Palmitique Huile de palme

16 :1 Palmitoléique Huile de noix de macadamia
18:0 Stéarique Graisses animales

18 :1(n-9)* Oléique Huile d’olive, de pépin de raisin
18 :2(n-6) Linoléique Huile lin, de mais

18 :3(n-3) Linolénique Huile de noix, de colza

20:0 Arachidique Huile d’arachide, germe de mais
20 :4(n-6) Arachidonique Graisses animales

20 :5(n-3) Eicosapentaénoique Huile de poissons

22 :6(n-3) Docosahexanéoique Huile de poissons

& Le systéme de numérotation entre parenthéses identifie les doubles liaisons a partir de la fin
de la chaine située le plus loin de la fonction carboxyle (groupement méthyle terminal).
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Les acides capriques, laurique et myristique sont les constituants principaux des
huiles dites lauriques. L’acide palmitique est le constituant prédominant des huiles
végétales. L’acide stéarique est présent dans les maticres grasses d’origine animale et
les suifs végetaux.

Dans les corps gras on rencontre des acides cycligues comme les acides
cyclopropéniques comme I’acide malvalique :

N e v

o]

qui sont les constituants principaux de graines non oléagineuses et ils sont présents
également en quantités significatives dans quelques huiles et les acides
cyclopenténiques comme l'acide chaulmoogrique, ou acide 2 cyclopenténe-1

tridecanoique dont la structure est la suivante :

o]

WOH

Ils sont les constituants de 1’huile de chaulmoogra, extraite des fruits d’arbre de

la famille des hynrocarpus.

11-5-2-Techniques d’extraction des huiles végétales

Les huiles sont extraites de la matiére végétale par plusieurs procédés. Le choix
de la technique dépend de la localisation histologique de 1I’huile dans le végétal et de
son utilisation dans les diverses industries. En effet plusieurs méthodes s’offrent a
I’expérimentateur pour extraire les huiles de différentes matrices. Classiquement trois
procédés sont utilisés pour extraire I’huile a partir des végétaux qui sont la pression
unique ou double, I’extraction directe par solvants et le procédé mixte, couplant le

pressage a une extraction par solvant sur le tourteau.

11-5-2-1-Méthodes physiques

» Extraction mécanique par pression
Aujourd'hui, I'extraction mécanique des graines est trés utilisée. Elle est réalisée
dans des presses a barreaux qui permettent l'extraction continue de I'huile. Ce type

d'extraction est moins efficace que I'extraction au solvant mais nettement plus pure
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puisqu'elle fait appel a une action mécanique et non a des solvants organiques issus
des produits pétroliers. L’extraction par pression ne s’emploie que pour les matrices
trés riches en huiles. Les huiles ainsi extraites renferment une quantité d’eau dont il
faut se débarrasser. Comme la méthode se fait a froid, les huiles ainsi obtenues sont

généralement concretes.

11-5-2-2-Méthodes chimiques

» Hydrodistillation ou ’entrainement a la vapeur

L’hydrodistillation est une voie de valorisation des ressources végétales
aromatiques par 1’extraction des huiles. L'avantage de cette technique réside dans le
fait que la substance organique n'a pas besoin d'étre chauffée jusqu'a sa température
d'ébullition pour pouvoir étre entrainée sous forme de vapeur, la pression partielle de
cette derniere est inférieure a la pression atmosphérique et le complément de pression
est fourni par la vapeur d'eau.
» Extraction par solvant

L'extraction directe des plantes par des solvants organiques entraine divers

constituants telles que les lipides, les pigments. L’extracteur de Soxhlet permet alors le
traitement de solides (matériel végetal) avec des solvants en phase liquide ou
partiellement vaporises.
» Extraction par fluides supercritiques

Cette technique présente un grand avantage par rapport aux autres techniques
d’extraction. L’extraction par les fluides supercritiques suscite actuellement beaucoup
d’intérét dans différents domaines industriel, pharmaceutique, chimie fine et
agroalimentaire (Ziemons, 2006). En effet, elle permet I’extraction des produits a
basse température et d’isoler des produits thermosensibles dans des conditions douces,
ce qui ne dénature pas les qualités organoleptiques et les extraits actifs. L’extrait reste

proche du naturel (Rout et al., 2007).

11-5-3- Analyse des corps gras
Les huiles végétales sont considérées comme une source primordiale de matiéres
premieres recherchées en cosmétique, en alimentaire et en pharmacie. Pour valoriser la

fabrication des produits nouveaux et sous produits locaux a bases des huiles de graines
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et vu I’émergence du secteur de la cosmétique issue d’unités semi-industrielles, 1’étude
des corps gras, (caractérisation et composition), occupera une place prépondérante
dans la chimie analytique.

Les informations globales des huiles désirées concernent la longueur de chaine
carbonée, I’insaturation et la présence de fonctions secondaires qui peuvent étre
fournies par la détermination de certains indices comme celui de saponification,
d’iode, d’hydroxyle, d’ester, etc. Ces caractéristiques sont suffisantes pour rendre
compte de la nature des différents acides gras présents, de leurs proportion ; ce sont
des caractéristiques d’identité du corps gras et permettant ainsi de juger de sa pureté et
de son intérét, tant sur le plan alimentaire qu’industriel.

Pour ce faire certaines méthodes analytiques et matériels sont nécessaires pour
déterminer ces caractéristigues a savoir les techniques chromatographiques et
spectrometriques (UV-VIS, CPG, RMN, IR/FT...) (Tomi et al., 1995).

11-5-3-1-Analyse par colorométrie UV-Visible

La spectroscopie d’absorption dans I’UV et le visible est la méthode la plus
ancienne tres commune dans les laboratoires. Elle est basée sur la propriété des
molécules d’absorber des radiations lumineuses de longueur d’onde déterminée
provoquant des transitions électroniques entre les différents niveaux d’énergie des
molécules. Les spectres UV-Vis fournissent généralement peu de renseignements sur
la structure moléculaire des composes comparés aux spectres IR. Néanmoins, on les
utilise soit pour une confirmation soit pour une identification grace aux régles
empiriques. Loi d’absorption de la lumiere est basée sur la loi de beer-lambert. Le
principe de fonctionnement d’un spectrophotométre UV-Vis est illustré dans la figure
32.

Seurce de lumigre,—~, | .
UY ou visible Fente d'entrée - ‘;\
F————n %: -
—————— -<- T e,
" & . | pa ‘.:\ Fenie de sortie” ::!)}

Divisear

Echantillon de faisceau

[

Figure 32. Principe du spectrophotométre UV-visible monofaisceau
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11-5-3-2-Analyse par Chromatographie en phase gazeuse (GC)

La chromatographie gazeuse est la technique la plus utilisée pour la
détermination des composés volatiles thermiquement stables tels que les terpénoides,
les acides gras et les phytostérols. Il existe différents types de détecteurs (FID, MS).

Le détecteur FID : Détecteur a lonisation de flamme et le detecteur MS est le
spectrometre de masse.

L’appareillage est constitué de trois modules: un injecteur, une colonne capillaire
et un détecteur (Fig. 33). Elle est basée sur ’ionisation de molécules sous 1’action
d’une ¢énergie élevée qui conduit a la rupture des liaisons interatomiques d’ou

’apparition de fragments chargés caractérisés par des rapports m/z qui sont différents.

Chromatogrararne

Majoan 78

Four

Figure 33. Schéma simplifié du chromatographe en phase gazeuse

11-5-3-3-Analyse par spectroscopie Infra Rouge

En complément de I'utilisation de la CPG-SM, un spectrophotométre Infra
Rouge et I’Infra Rouge a Transformé de Fourier peuvent étre également utilisés. Les
spectrophotometres infrarouge de technologie plus avancées donnent des spectres par
une méthode fondée sur I’interférométrie, comme sous 1’appellation de spectroscopie
infrarouge a transformée de fourrier, IRTF (FT-IR, pour Fourier Transform Infrared
Spectroscopy). Les appareils comportent généralement un interféromeétre de Michelson
qui divise le rayonnement infrarouge d’une source en deux faisceaux a 1’aide d’un
miroir a 45° pour moitié argenté, qui revoie les deux faisceaux a angle droit I’un par
rapport a I’autre(Fig.34). Si I’on introduit une substance dans 1'un des deux faisceaux,
on obtient un interferogramme contenant toutes les informations quand aux

caractéristiques spectrales de 1’échantillon (Stuart, 1996).
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La spectroscopie infrarouge est basée sur I’absorption de radiations infrarouge
par la molécule. Les longueurs d’onde absorbeées s’étallent de 2.5 p a 25u. Les
énergies mises en jeu sont principalement des énergies de vibrations et de rotation
(vibrations de déformation et les vibrations d'allongement ou de valence).

La spectroscopie infrarouge renseigne sur les fonctions chimiques présentes dans
les molécules et permet également de différencier les isoméres par I’examen de la
partie de spectre dite « des empreintes digitales ». En effet, elle est particuliérement
instructive en ce qui concerne la stéréochimie des molécules (stéréochimie des doubles

liaisons ou dans certains cas, celle des jonctions de cycles).

L’analyse IRTF en mode ATR (Attenuated Total Reflectance) est un outil trés
intéressant qui permet de s’affranchir de la nécessité de fabriquer des pastilles KBr et
qui offre la possibilité d’analyser uniquement la surface de I’échantillon en contact
avec la cellule de mesure. En effet, I’ATR consiste a mettre en contact un échantillon
(polymere, poudre, liquide...) avec la surface d’un prisme constitué d’un matériau

d’indice de réfraction tres élevé (cristaux en germanium d’indice de réfraction 4).

....nteriéramére de
Mizhalson = Mirgir ;
c | : :
L, Fixe !
Mlirair mabile |
b3 B2 Di 2 b L
Séparstrice - S
Irtansité
sn sortia
Signal déteots Echantillan
Positian du minair rrobile Détecteur
L=

Figure 34. Principe de I’analyse par Infra Rouge a Transformé de Fourier

11-5-3-4-Analyse par spectroscopie RMN
L’identification des constituants d’un mélange par RMN *3C est réalisée par

comparaison des déplacements chimiques des carbones du mélange avec ceux des
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composés de référence contenus dans une ou plusieurs bibliothéques de spectres
(Fig.35).
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Figure 35. Identification des constituants d’un mélange par RMN*C
Avec cette méthode, les composés ne sont pas préalablement purifiés,
contrairement aux précédentes techniques de couplage entre un chromatographe et un
spectrometre. Pour identifier un composé au sein d’un mélange, il faut donc étre a
méme de pouvoir observer les signaux qui lui appartiennent et de les individualiser,
puis d’attribuer les déplacements chimiques a une molécule donnée. Pour cela, les
conditions expérimentales d’enregistrement des spectres doivent étre optimisées et

standardisées de fagon a permettre une bonne reproductibilité des résultats obtenus.

I1-6-Activité antioxydante des végétaux

L’intérét porté aux antioxydants naturels en relation avec leurs propriétés
thérapeutiques, a augmenté considérablement des que les premiers travaux annoncent
le fort pouvoir antioxydant, anti-inflammatoire, anti-allergique, antivirale,
antimicrobienne...des molécules bioactives issues des différents organes des plantes
(tiges, écorces, racines, feuilles, fleurs, graines et fruits).

Les travaux scientifiques actuels ont permis de confirmer que les polyphénols
sont absorbés a travers les barrieres intestinales et parviennent au niveau des tissus
cibles, ou ils peuvent exercer des effets protecteurs contre le stress oxydant qui
développe divers pathologies (maladies cardiovasculaires, cancers, maladies neuro -
dégénératives ...) (Moudir N. 2004).
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Toutefois, 1’évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme 1’activité

antioxydante demeure une tache trés intéressante et utile en particulier pour les plantes
a utilisation rare ou mal connues.

Compte tenu de la complexité des processus d’oxydation et la nature diversifiée
des antioxydants, il n’y a pas une méthode quantitative universelle bien précise pour la
mesure de 1’activité antioxydante. Pour cette raison nous combinons les réponses de
différents tests complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante

des échantillons testés.

11-6-1-Méthodes d’évaluation de la capacité antioxydante

La littérature mentionne plusieurs methodes de 1’évaluation, in vitro et in vivo, de
I’activité antioxydante par piégeage de différents radicaux libres. Nous citons les
méthodes les plus utilisées comme le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity), le test TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter) pour les
radicaux peroxydes ROO" et les méthodes utilisant les radicaux libres : La méthode de
FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) qui réduit les ions ferriques (Benzie
et Strain., 1996), les radicaux ABTS™ [sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique] ™ (Re et al., 1999) et le radical libre DPPH" [1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyle]’ qui est recommandé pour les composés contenant les
groupes SH', NH et OH™ (Salah et al., 1995; Sharma Om et Bhat., 2009).

D’autres méthodes sont moins fréquemment utilisées dans la littérature comme
celle utilisant le B-caroténe comme indicateur d’oxydation. Dans ce test ’activité
antiradicalaire des extraits est déterminée en mesurant I’inhibition de la dégradation
oxydatif du B-carotene (Kartal et al., 2007).

Les tests le plus couramment utilisés pour évaluer 1’activité antioxydante des
plantes sont ceux qui mettent en jeu les radicaux de substitution : DPPH® [1,1-
diphényl-2-picrylhydrazyle] ", ou ’ABTS™ [sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-
(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique] ™.

La méthode utilisant le radical DPPH® est basée sur un suivi
spectrophotométrique de la réduction de ce radical par 1’extrait (Masuda et al., 1999),
ce qui correspond a la mesure de I’aptitude de réduction des antioxydants envers le
radical DPPH".
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Les activités de piégeage des radicaux libres des échantillons exprimées en

pourcentage d’inhibition en DPPH sont calculées selon la relation suivante :

. (AB — Aa)
% Inhibition = — X100 (1)
B

AL : absorbance de controle
ALl : absorbance de [’échantillon testé.

La détermination de la (ICsq), c'est-a-dire la concentration en antioxydant
nécessaire pour inhiber 50 % des radicaux DPPH® en solution, nous renseigne sur la

capacite de ces antioxydants a piéger des radicaux libres.

11-6-2- Pouvoir antioxydant de Pistacia Lentiscus L cultives en Algérie
Les travaux d’Atman et ses collaborateurs sur 1’extrait méthanolique de Pistacia
Lentiscus L montrent, a travers des valeurs ICsq, une bonne activité antioxydante. Les

résultats de cette étude sont consignés dans le tableau 6 (Atmani et al., 2009).

Tableau 6. Rendement de la teneur phénolique totale et les valeurs 1Cso de I’extrait
méthanolique de Pistacia Lentiscus L.

Saison Rendement Phénols totaux mg /g acide gallique  1Cso (mg/L)
Février 452+ 12% 483+ 2,7 11,0+ 0,45
Mai 61,1+ 0,6 588 £ 32,7 5,09+0,10

Aout 60,1+ 1,0 581+14,0 7,07 £0,36

®‘Ecart-type (n=3)

Une autre étude a mis en évidence I’influence du pouvoir antioxydant par les
teneurs et la nature des polyphénols ainsi que celle du solvant d’extraction. Les
pouvoirs réducteurs de I’extrait (ug/mL) pour ceux de I’extrait aqueux issus de
I’hexane et le chloroforme et pour ceux des standards le BHA (butylate hydroxy
Anizol) et 1’q -tocophérol, ainsi que les concentrations demi-inhibitaires (ICsq) de ces
extraits sont représentés dans le tableau 7.

Tableau 7. Pouvoir reducteur et concentrations demi-inhibitoires (ICso) de 1’extrait de
Pistacia Lentiscus L. (Atmani et al., 2009).

Extrait Pouvoir réducteur (ug/ml) I1Cs
Extrait aqueux issu de I’hexane 0,91+ 0,03 50,03
Extrait aqueux issu de chloroforme 0,99+0,01 50,10
BHA standard 0,68+ 0,06 71,2
1’a-tocophérol 0,23+0,01 2264
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Introduction

Depuis longtemps, nos ancétres ont utilisé les végétaux pour soulager leurs
douleurs, guérir leurs maux et panser leurs blessures. De genération a autre, ils ont
transmis leur savoir et leurs expériences simples. Actuellement, malgré le progres de la
pharmacologie, I'usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent dans
certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement, en 1’absence
d’un systéeme médical moderne. En effet, il existe environ 500.000 especes de plantes
sur terre, dont la majorité possede des propriétés médicinales.

L’ Algérie, par la richesse et la diversité de I’origine de sa flore, constitue un
véritable réservoir phytogénétique, dont plusieurs espéces et sous especes de plantes
médicinales, et qui lui permet d’occuper une place privilégiée parmi les pays
méditerranéens qui ont une longue tradition médicale et un savoir-faire traditionnel a
base de plantes médicinales.

C’est dans cette optique qu’une étude ethnobotanique est réalisée dans le cercle
du gouvernorat d’El-Tarf ayant pour but de contribuer a la connaissance de lentisque
pistachier et de réunir le maximum d’informations concernant les usages
thérapeutiques pratiqués par la population locale.

I1-1-Cadre géographique et socio-économique de la zone d’étude

La commune d’El Kala, (anciennement La Calle) (Fig.36), est située au nord-est
du gouvernorat d'ElI Tarf et a I'est d'/Annaba. Elle est proche de la frontiére algéro-
tunisienne et ayant les coordonnées géographiques suivants: Latitude: 36°53'44"” Nord;

Longitude: 8°26'35" Est et I’altitude par rapport au niveau de la mer est de 21 m.
/}@ran
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Figure 36. Localisation géographique de la zone d’étude
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Elle est limitée au Nord par la mer Méditerranée, a I’Est par la République
Tunisienne, a I’Ouest par la Wilaya de Annaba et au sud par les gouvernorats de
Guelma et Souk-Ahras. La wilaya s’étend sur une superficie de 2891,65 km? et abrite
une population de 366.950 habitants. La flore d’El Kala compte plus de 840 espécess
qui représentent le tier de la flore algérienne. Elle est riche et diversifiee et se
caractérise par un taux particulierement élevé d'espéces endémiques rares et tres rares.
El Tarf présente un climat du type subhumide et humide chaud au nord, et humide
doux a humide frais au sud la pluviométrie varie entre 900 a 1200 mm/an. La zone
d’étude est constituée de deux ensembles nettement différenciés du Nord au Sud. La
zone des plaines au Nord, se caractérise surtout par des plaines et des piémonts, des
dunes littorales et des étendues lacustres et marécageuses. Cette zone s'étale sur 1259
km? soit 43 % du territoire et abrite prés 68 % de la population. Elle renferme cing
zones d’expansion touristique, un littoral de 90 km de long et quatre lacs (Lac des
Oiseaux, Lac Mellah, Lac Oubeira et Lac Tonga) (Fig.37).

Source carte : dépliant délivré par le parc animalier de Braptia d’El Kala
(Ministére de I’Agriculture - Direction Générale des Foréts)
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Figure 37. Carte géographique (fone et flore) de la zone d’étude

La zone montagneuse, au Sud, est constituée d’un ensemble collinaire et

montagneux et d’une couverture forestiere trés dense. Cette zone s’étale sur 1632 km?
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soit 57 % du territoire et abrite prés 32 % de la population. La superficie forestiere
existante est de I’ordre de 167.687 hectares, le relief de cette zone est trés accidenté
(pente>12 %). La diversification du sol de la zone a contribué a 1’apparition d une
multitude d’especes végetales notamment: le pin maritime, le chéne liege, le pin
d'Alep, le chéne zen, les oliviers sauvages, les frénes, ainsi que les lentisques
pistachiers.

L’agriculture et la péche sont appelées a assurer pour longtemps la fonction de
moteur du développement économique de la région. Par ailleurs, El kala, avantagée
par sa position géographique, a des potentialités trés importantes en matiére d’eau
d’irrigation, car elle est longée par plusieurs Oueds et lacs. Ainsi, le contexte
géographique, historique, économique et humain a fait d’El Kala un point de passage
et de concentration. La région dispose de potentialités économiques tres diversifiées

qui contribuent remarquablement a son développement socio-économique.

La population d’El Kala est dichotomisée en urbains et ruraux. L’urbanisation
touche la majorité. Les urbains sont constitues principalement par une population en

quéte de travail en provenance de différentes régions du pays.

11-2-Méthodologie d’étude

Cette enquéte a été realisée dans cing régions du nord ouest de 1’Algérie a
I’alentour d’El Kala : Oued -El-Hout, Oum-Theboul, Roum EI-Souk, El-Aioun et
Bougous.

Le choix de ces cinq zones d’étude est basé sur deux facteurs :

- les lentisques pistachiers sont trés répondus dans ces régions.

- les lentisques pistachiers jouent un réle important dans la vie socioéconomique
des habitants de ces zones et possédent une place importante en médecine

traditionnelle

11-2-1-Déroulement des enquétes

Pour connaitre les usages de Pistacia Lentiscus L. en medecine traditionnelle,
des visites ont été effectuées (au cours du mois de Novembre 2009) dans les régions
d’El-Kala, El-Tarf, Bouhadjar,
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L’enquéte établie avec les habitants, a été rendue facile par notre bonne
connaissance des régions d’étude. Lors de chaque entretien nous avons collecté toutes
les informations sur la plante et ses vertus medicinales Les questions posées
s'enchainent en fonction des informations apportées par I’interviewé et ont intéressé
’utilisation de la plante (feuille, huile de fruit, racine) et aussi a ’utilisation de 1’huile
extraite par les méthodes classiques et traditionnelles. Le temps consacré a chaque
entrevue était d’environ de un quart a une demi heure.

Les entretiens menés ont concerné plusieurs personnes de différents ages et des
deux sexes: masculin et féminin. Les personnes auditionnées ont un niveau de
scolarisation analphabéte avec 30%, primaire 35%, secondaire 25% et universitaire
10%.

Cette enquéte ethnobotanique épidémiologique constitue une source
d’information précieuse, pouvant servir de base pour des études scientifiques
ultérieures afin de valoriser cette plante a visée thérapeutique, constituant une richesse

inestimable encore peu exploitée.
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Chapitre II: Etude physicochimique et phytochimique du lentisque
Salah Djedaia

I1-1- Matériel vegétal

Les fruits sujet du présent travail, Pistacia Lentiscus (Figure 38), ont été récoltés

a maturité en Novembre 2008 au Nord algérien du gouvernorat d’El Taref.

Figure 38. Fruit noir de Pistacia Lentiscus L.
Les conditions de récolte des fruits du pistacia lentiscus sont réunies dans le
tableau 8.

Tableau 8. Récapitulatif des conditions de récolte

Nom Date de Lieu  Organes Stade de Saison Milieu
Botanique  récolte maturation végetatif
Pistacia Nov Oued fruits Fruits murs Saison des Forét

lentiscus 2009 Elhout  entiers pluies

Nov : Novembre

Immédiatement aprés la récolte, les fruits sont laves pour les débarrasser des
organismes potentiellement responsables de leur détérioration et de leur qualiteé.
Ensuite, la pulpe du fruit est plongée dans I’azote liquide pour une stabilité chimique
et biologique, cette cryogénation est nécessaire pour la conservation de la matiére
végétale pour barrer les enzymes responsables de la dégradation des composés
fragiles.

Le broyage du matériel vegétal est effectué manuellement au pilon dans un
mortier et tamisée a 1’aide d’un passoire jusqu’a 1’obtention d’une poudre fine de

I’ordre 160um. La poudre est conservée a —10°C jusqu’a analyse.
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11-2-Etude physicochimique

11-2-1-Caractérisation du matériel végétal

Les propriétés physicochimiques des fruits ont intéresse les teneurs en humidité,
matiére organique et séche, I’analyse multi-élémentaire, teneur en protéine, acidité
titrable...

La détermination des caractéristiques physicochimiques est réalisée suivant les
Normes Afnor normalisees (AFNOR, 1984).

11-2-1-1- Détermination de la teneur en humidité
Le principe de la détermination de I’humidité du fruit est la différence de masse
avant et aprés séchage du materiel végetal a une température de 100-105 °C dans une
¢étuve jusqu'a ’obtention d’un poids constant. La teneur de I’humidité est donnée par la

relation suivante (Eq.1).

masse de l'échantillon avant séchage - masse aprés chaufface
g p g

(%) Humidité= x100 | (1)

masse de I'échantillon avant séchage

11-2-1-2- Matiére séche
La maticre séche est déterminée a partir de la méthode AOAC, 22026. C’est la
différence entre le pourcentage total et le pourcentage en humidité. Le pourcentage de

la matiere séche (%MS) est déterminé par la relation suivante (Eq.2).

MS (%) =100% - H% = % x100 | (2)

1

11-2-1-3- Détermination de la teneur en cendres

Le pourcentage en cendre des fruits est déterminé selon la Norme (DIN EN ISO
6245 norm 2003). La teneur en matiére minérale d’une substance alimentaire est
conventionnellement le résidu de la substance apres calcination de la matiére séche.
Elle est obtenue par incinération de 1’échantillon sec a 500-600°C, dans un four a
moufle (MERAEUS type MR.170) durant 2 a 3h. L’échantillon devient gris blanchatre
(cendres), apres stabilisation de la température pendant une heure. Le pourcentage de

la matiere séche (%MS) est déterminé par la relation suivante (EQ.3):
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masse de la capsule avec cendre — masse de la capsule vide

o e — 3)
/o du cendre masse du fruit séché

11-2-2-Détermination de la teneur en protéine
Principe

Les protéines totales sont dosées par la méthode Kjeldhal (KjeltecTM 2200,
FOSS). En se basant sur la Norme DIN EN ISO 5983-1 (2005), la détermination de la
teneur en protéine par la méthode de kjeldhal se fait en deux étapes (Bradstreet,
1965) : L’azote organique présent dans la mati¢re végétale est transformé en sulfate
d’ammonium par minéralisation a haute temperature en milieu acide et en présence
d’un catalyseur. Les vapeurs d’ammoniac obtenues par action de 1’acide sur
I’ammonium, sont ensuite récupérées et titrées par une base. L’€équivalence est atteinte

au virage de la solution du bleu au violet.

Protocole expérimental

- Digestion
Environ 5g de fruit sont introduits dans un tube de digestion auxquels 1’on
ajoute 40 mL d’acide H,SO, concentré, 5g de K,SO, 40 ml de H,O et quelques
grains de pierre ponce. L’échantillon est porté, pendant 30 minutes a une température
de 420°C. Apés refroidissement du tube de digestion et stabilisation de sa température
a 25°C, 120 mL d’eau distillée et 60 mL de NaOH (10M) sont ajoutés au contenu du
tube & digestion tout en agitant. L’ammoniac cicule par un réfrigérant qui va entrainer
son retour sous forme liquide dans une fiole conique contenant 30 mL d’acide borique
a 4%. Le contenu de la fiole sera titré a 1’aide d’une solution d’acide chlorhydrique
standard a 0,05 N.
- Dosage de I’ammoniac
22 mL d’eau distillée et 2 mL de soude (lessive de soude 37 %) sont ajoutés a
chaque tube (y compris I’essai) pour déplacer le sulfate d’ammonium, le tube du
Matras est rebouché rapidement pour éviter toutes pertes de NHj. L’extrémité du
réfrigérant est trempé dans un volume de 22 mL d’acide chlorhydrique (1M), ou
I’ammoniac sera barboté. Le volume recueilli dans le bécher, sera ensuite dosé par la

soude (8M) tout en ajoutant quelques gouttes de rouge de méthyle comme indicateur
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coloré. Les pourcentages d’azote et en protéine sont donnes par les relations suivantes
(Eq. 4,5):

Va.ﬂa.ﬁNx 100
m(g)de I'2chantillon

(4)

% d'azote =

Va : volume de [’acide utilisé pour le titrage de I’échantillon.
Ca : concentration de [’acidité utilisée pour le titrage. 100
A\ : masse atomique de ['azote (Ay = 149 / mole)

m(Q) : masse en gramme de [’échantillon.

Va=124 ml =0,124 |

% en azote = 1,74

Ua.Ca.ﬂNx 6,25 % 100
m(g) de l'echantillon

()

% protéine =

(6.25 : facteur de Kjeldahl).

11-2-3-Dosage de la cellulose
Principe

Le dosage de la cellulose est pris de la lutérature en se basant sur la méthode de
Weende (AFNOR V 03-040). Les matieres cellulosiques correspondent au résidu
organique insoluble obtenu apres attaque acide (H,SO,4, 0,26 N) et alcaline (NaOH
0,31N) du tourteau finement broyé. Pour 1’évaluation de la cellulose notre échantillon

a subi une délipidation par 1’hexane.

Protocole expérimental
» Déelipidation

Environ, 5g de de fruit séché sont introduits dans une cartouche en cellulose
d’un soxhlet tout en introduisant 200mL d’hexane dans un ballon. Puis le systeme est
porté a ébulution (60°C). Plusieurs cycles de siphonages sont faits jusqu’a 1’extraction
totale de la matiére grasse. Le résudu contenant dans la cartouche est ensuite seché a
I’é¢tuve durant 30 mn a 103°C pour I’élimination de I’hexane et de toute trace
d’humidité.

» Hydrolyse acide de I’échantillon puis hydrolyse alcaline
L’échantillon délipidé est introduit dans 100mL d’une solution de H,SO, a 0,26
N, puis porté a 1’ébullition pendant %2 h. le mélange est filtré, le résidu est lave avec
I’eau distillée. Le résidu ainsi obtenu est traité de nouveau par 100mL d’une solution

de NaOH a 0,31N et est porté a I’ébullition pendant %5 h. Les substances non dissoutes
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sont separées par filtration sur buchner et lavées a 1’eau distillée, séchées dans un
dessicateur et pesées. La teneur en cellulose brute est déterminée suite a 1’incinération

du résidu.

11-2-4- Analyse multi-élémentaire

Il existe une large gamme de méthodes et de technologies d’analyse des métaux
dans les fruits et Iégumes. Dans ce travail, le dosage des métaux a été effectué, selon la
norme NF EN ISO 15587-1, par Spectroscopie d’Absortion Atomique (AAS) avec une
source d’atomisation (four a graphite) et la spectroscopie d’émission atomique (SEA)

a flamme et la spectroscopie a source de plasma inductive (SEA-ICP).

11-2-4-1-Attaque acide

Les cendres obtenues aprées incinération de la matiére séche ont été traitées par 3
mL d'acide sulfurique concentré (H,SO,) dans un bain marie bouillant jusqu'a
dissolution des cendres. Les solutions obtenues sont chauffées pendant 2 heures sur
une plaque chauffante a 200 °C jusqu'a évaporation totale de 1’acide. Les résidus ainsi
obtenus ont été incinérés pour la deuxiéeme fois (1h a 500°C), puis 10 mL d'eau
distillée y sont ajoutées. Aprés une agitation vigoureuse, on obtient une solution claire
et limpide qui sera ensuite filtrée. Les solutions sont ajustées avec de l'eau distillée
jusqu’a 50 mL. La composition minérale des fruits est déterminée par injection directe
des solutions dans le systeme spectrometrique d'Absorption Atomique aproprie. En
effet, le zinc est dosé par SAA a four de graphite, le potassium et le sodium sont dosés
par SEA - flamme alors que les éléments Ca, Mg, Fe, P, Mn et Cu sont dosés par
SEA-ICP (Anar, 1974; Analytical Methods Committee, 1987; Haswell, 1991).

11-2-4-2-Dosage du Zinc par SAA a four de graphite
> Préparation des solutions étalons
29 de chlorure de zinc sont introduit dans un bécher contenant 100 mL d’acide
chlorhydrique (3N). Suite a une agitation jusqu’a dissolution totale, la solution est
diluée et ajusté jusq’au trait de jauge d’une fiole de 1000 mL. La solution mere est de

concentration 1 mg/mL de Zinc. Une série de dilution de la solution mére est préparée
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pour obtenir 5 solutions étalons (Sy, Si, Sy, S; etS;) de concentrations 103, 2.10%,
3.10°%, 4.10° et 5.10° pug/mL respectivement.
» Préparation de I’échantillon
L’extrait de fruit obtenu précedement suite a la minéralisation de 1’échantillon
par voie seche ainsi que les 5 solutions étalons sont injectés dans les mémes conditions
a un systeme spectromeétrique d'Absorption Atomique SAA a four de graphite a une

longueur d’onde cractéristique du zinc situé a A=214,3nm (Perez-Jonran et al.,1998).

11-2-4-3-Dosage du K et du Na par SEA - flamme

La quantification du potassium ainsi que le sodium dans la matrice végetale
étudiée est déterminée par spectroscopie d’émission atomique a flamme (SEA-F).
Cette méthode est essentiellement utilisée pour I’analyse des métaux en «mode
émission». La flamme servant dans ce cas de source de rayonnement. La SEA-F peut
s’avérer plus sensible que les autres techniques (Bouman’s, 1987; Thomson et al.,
1989).

» Minéralisation de I’échantillon (par voie humide)

L’échantillon est soumis a une attaque acide, sans perte de I’¢lément a doser. De
nombreuses substances inorganiques peuvent étre dissoutes par I’acide chlorhydrique,
I’acide nitrique ou I’eau régale (mélange d’acide chlorhydrique et d’acide nitrique
dans le rapport (3:1) (Haswell, 1991).

On introduit 1 g du cendre des fruits obtenu aprés incéniration dans une fiole
jaugée de 50 mL et on ajoute 3 mL d’eau distillée afin d’obtenir une pate. Ensuite, 7,5
mL d’acide chlorhydrique et 2,5 mL d’acide nitrique sont ajoutés. Le mélange est
porté a une agitation rigoureuse puis ajusté avec de I’eau distillé jusqu’au trait de
jauge.

» Préparation des solutions étalons (sodium, potassium et lithium)

Environ 2,5 g de chlorure de sodium pur sont dissout dans un litre d’eau distillée
dans une fiole jaugée. Apartir de la solution mere une série de dilution est préparée
afin d’obtenir 4 solutions de concentrations 1, 2, 5 et 10pg.mL™ respectivement. De
méme une solution meére de potassium est preparée on dissolvant 1,9 g de chlorure de

potassium pur (KCl) dans un litre d’eau distillée. A partir de cette solution 4 autres
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solutions filles sont préparées a des concentrations 2, 5, 10 et 20 pg.mL™ d’ions
potassium. Finalement environ 5,3 g de carbonate de lithium ont servi pour la
préparation d’une solution mére contenant 1 mg de Li/mL. De méme cette solution
servira pour obtenir 4 solutions filles de concentrations connues.

Finalement toutes les solutions incluant les étalons et la solution des cendres des
fruits sont injectées simultanémént a un systéme spectrométre d’émission atomique de
flamme. Les paramétres instrumentaux du spectrométre d’émission atomique de
flamme (SEA-F) sont regroupés dans le tableau 9.

Tableau 9. Parameétres instrumentaux de la SEA-F pour I’analyse du K et du Na.

Elément K Na

A(nm) 766,5 589,0
Courant de la lampe (mA) 10 12

Nature de la flamme Air -C,H,  Air—C,H,
Type de braleur standard standard

11-2-4-4-Dosage du Ca, Mg, Fe, P, Mn et Cu par SEA-ICP

1 g de cendre obtenu apres incénération est dissout dans 50 mL d’eau distillée et
30 mL d’acide nitrique concentré. Suite & une agitation rigoureuse du mélange et
jusqu’a dissolution totale, le contenu est déplacé dans une fiole jaugée de 1L qui sera
ajuster jusqu’au trait de jauge avec de I’eau distillée. Quelques mL de cette solution,
la solution des standards et les étalons internes, a base de sel de lithium (Li,COs3), sont
analysées par un systeme SEA-ICP «JOBIN YVON» a balayage et & mesures
simultanées.

La solution des standards est SPEX QC-19, contenant 100 ppm de chacun des
metaux suivants : Ca, Mg, Fe, P, Mn, et Cu. Le domaine de linéarité est de 1 a 1000
ug/mL, la puissance du génerateur et le deébit de la nébulisation est de 3 Bars et 0,45
L/mn, respectivement. La vitesse de la pompe est 22 rpm et la puissance du
générateur est de 40,68 mHz. Les longueurs d’onde des raies analytiques des éléments

étudiés sont réunues dans le tableaul0.
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Tableau 10. Longueurs d’onde des raies analytiques des métaux étudiés.

Eléments Longueur d’onde (A nm)

Ca 422,7
Mg 285,2
Fe 248,3
P 213,6
Mn 2795
Cu 324,8

11-3-Etude phytochimique

Outre la richesse de I’huile du Pistacia Lentiscus en metabolites primaires, en
minéraux, en acides gras... d’autres questions se posent y a-ils d’autres composés
(métabolites secondaires) a effets bénéfiques pour la santé. Il serait alors prémordial de
poursuivre les investigations sur cette matrice en se focalisant sur la quantification et
des métabolites secondaires (antioxydants : bio-molécules) qui interviennent dans
plusieurs reactions enzymatiques ou biochimiques ou processus physiologique ayant
lieu dans I’organisme.

Les antioxydants constituent une richesse largement exploitée dans les industries
agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique. L’intérét porté aux antioxydants
naturels, en relation avec leurs proprietés thérapeutiques, a augmenté
considérablement dés que les premiers travaux annoncent le fort pouvoir antioxydant
des molécules bioactives issues des différents organes des plantes (tiges, écorces,
racines, feuilles, fleurs, graines et fruits). Toutefois, I’évaluation des propriétés
phytothérapeutiques comme [’activité antioxydante demeure une tache trés
intéressante et utile en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou moins
fréguentes ou non connues.

Parmi les métabolites secondaires, on cite essentiellement les coumarines, les
alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les lignanes, les terpenes, les

flavonoides, les caroténoides ....
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Actuellement, gréce aux développements des méthodes d’extraction, de dosage
et des techniques de quantification, une meilleure connaissance de la composition des
végétaux est devenue possible.

Dans ce contexte nous exposons dans la premiére partie de ce chapitre les
conditions expérimentales et les techniques utilisées lors de I’extraction et de dosage
des polyphénols, flavonoides, anthocyanes, tannins, alcaloides....dans 1’huile des fruits
du Pistacia Lentiscus. La deuxieme partie tente a établir la relation entre la teneur en

antioxydant et I’activité antioxydante par piégage du radical DPPH.

11-3-1-Mise en évidence des métabolites secondaires
La poudre de fruit de Pistacia Lentiscus L est soumise & un ensemble de tests
phytochimiques de mise en éevidence de quelques métabolites secondaires dont leur

présence s’avére tres importante.

11-3-1-1-Test des alcaloides

5 g de la poudre de fruit de pistacia Lentiscus L sont macéres par 25 ml d’acide
chlorydrique HCI dilué  (0.5%). Apres filtration on ajoute de 1’hydroxyde
d’ammoniun pour rendre le mélange basique. Deux extractions successives liquide-
liqguide du mélange par 20 ml de chloroforme ont été menées puis la phase organique
est concentrée a vide sous pression. Le résudu obtenu est dissout par 1 ml de HCI
dilué 0.5 % au quel on ajoute quelques gouttes du réactif de Mayer. La présence ou
I’absence des alcaloides dans la matrice étudiée est donné par la formation d’un

préecipite blanc.

11-3-1-2- Test des flavonoides

Environ, 5 g de la poudre de fruit du lentisque sont extraits par 75 mL de HCI
dilué a 0.5 % pendant 24 heures. A 10 ml du filtrat, on ajoute de 1’hydroxyde
d’ammonium pour le rendre basique. L’apparition de la couleur jaune claire renseigne

sur la présence des flavonoides dans les poudres de fruits de Pistacia.

-64 -



Chapitre II: Etude physicochimique et phytochimique du lentisque
Salah Djedaia

11-3-1-3- Test des tanins
5 g de la poudre de fruit du lentisque sont extraits avec une solution aqueuse de
méthanol a 25%, aprés filtration, on ajoute au filtrat 5 gouttes de chlorue ferrique.

L’apparaition de la coloration verte indique la présence des tanins.

11-3-1-4-Test des coumarines

2 g d’échatillon sec sont dissouts dans 30 ml d’eau chaude. Apres filtration, on
ajoute 1 ml d’hydroxyde ammonium a 30%, puis on préleve 1 ml du filtrat que 1’on
étale sur un papier wattan qui sera visualiser sous loupe U.V a 366 nm. L’observation

d’une flurescence interne est un test positif sur la présence des coumarines.
11-3-1-5- Composés réducteurs

La présence des composés réducteurs est prouvee par le méme test. 50 ml du
filtrat obtenu précedement que I’on ajoute & 100 ml de réactif de Fehling. La présence

d’un précipité rouge brique indique un test positif.

11-3-2-Extraction et dosages des composés phénoliques

Dans ce travail, nous nous intéressons aux composés phénoliques des différents
organes d'olive et en particulier aux Ortho-di-diphénols. Ces derniers sont les plus
actifs antioxydants parmi les composés phénoliques d'olive.
11-3-2-1- Polyphénols totaux

Protocole expérimental

e Extraction

L’extraction des polyphénols totaux des fruits du Pistacia Lentiscus a été prise de
la littérature. Nous avons suivi la méthode, en y apportant quelques modifications. La
figure 40 présente le protocole détaillé de I’extraction des polyphénols totaux des
poudres de fruits.

En raison de la forte teneur lipidique notre échantillon a subi une délipidation.
Environ 100g de matiere séche sont extraits par 60 ml d’ether de pétrole dans un bain
ultrason pendant 20 minutes. Apres filtration, le résudus est extrait une deuxieme fois

par 70ml de méthanol. De méme, le solvant est concentré sous vide a 40°C et le
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résudus récupéré est redissout dans le méthanol. Les deux résudus sont rassemblés et
ils servent au dosage colorimétrique des polyphénols totaux.

e Dosage

La quantification des polyphénols totaux est déterminée on adoptant la méthode
de Singleton et Rossi (1965) (Fig.39). Les résidus secs obtenus précedement par le
protocole d’extraction des polyphénols sont dissouts dans des volumes de méthanol
connus afin d’obtenir des solutions méthanoliques de concentration Img.mL™. Les
extraits méthanoliques préparés sont destinés pour 1’analyse chromatographique ainsi
que pour le dosage colorimétrique des polyphénols totaux.

Briévement, 1 mL de chaque solution des extraits méthanoliques des fruits sont
ajoutés @ 1 mL du réactif de Folin Ciocalteu (dilué 10 fois par du méthanol). Aprés un
repos de 5 minutes, 1 mL de Na,CO; (75g.L™") est ajouté. Aprés une agitation
rigoureuse au vortex, les extraits sont laisses 15 minutes dans un bain a 40°C. Apres
incubation a I’obscurit¢ pendant 30 min, la mesure de 1’absorbance a I’aide d’un

spectrophotometre UV (T60U) est effectuée a 765 nm.

( 1ml de la solution méthanolique |

L - ¢ J

[ 1ml de Na,Cos 20% |
. 4

( 5 ml d’eau distillée |

+ l Agitation pendant 15mn

[ 1ml de Folin —Ciocalteu

+ Agitation 10 mn

Chauffage a 40°C pendant 15mn

Incubation a I’obscurité pendant 30 mn

Lecture d’absortance A=760 nm

Figure 39. Protocole expérimental de dosage des polyphénols.
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La concentration en polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec I'acide gallique (10-150 pg.mL™) ou
le méthanol est le blanc.

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un
gramme de matiére séche (mg EAG.g™*MS). Toutes les mesures ont été effectuées en

triplicatas.

11-3-2-2- Flavonoides totaux
Principe
Les flavonoides contenus dans les extraits méthanoliques de Pistacia Lentiscus
L.(fruit) sont estimés par la méthode décrite par Zhishen et al (2009). Le principe est
basé sur la formation des complexes flavonoides-chlorure d’aluminium (Djeridan et al.
2006). L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration des flavonoides.
Les complexes produits sont de couleur jaune et absorbent dans le visible a 415 nm.
L’évaluation quantitative des flavonoides dans les différentes fractions est
réalisée selon la méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3) citée par Lamaison et
Carnat, (1991) avec quelques modifications apportées par Bahorun et al., (1996).

Protocole expériemental

A 1 g de résidus obtenu précédement est ajouté 1mL de méthanol. Pour chaque
extrait méthanolique de fruit préparé nous avons préparé un tube contenant 125ul de
I’extrait méthanolique qu 1’on ajoute 1,50 mL a une solution méthanolique d'AlCls,
6H,0 (2%) aux quels nous ajoutons 0,75 mL d’une solution de nitrate de sodium a
5%. Parallelement, a un tube témoin contenant 1,5 mL d'une solution méthanolique
d'AlClz, 6H,0 (2%) sont ajoutés 1,5 mL d’une solution méthanolique de catéchine
utilisée comme standard. L’absorbance est lue a 430 nm apres une incubation pendant
10 min a I'obscurité et a la température ambiante. Une gamme étalon est établie avec la
catéchine (10-400 pg.mL™) (Fig.40).

La concentration des fruits du Pistacia en flavonoides est déduite a partir de la
courbe d'étalonnage de la catéchine. Les teneurs sont exprimées en milligramme

d'équivalent de catéchine par gramme de matiere séche (mg catéchine/g MS).
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[ 125pl de I’extrait méthanolique ]
.

[ 75ul d’une solution de NaNo. (5%) ]
+ i Repos pendant 6 min

( )

| 150l d’une solution d’AlCl; ,6H,0 ]
+ i 5mn de repos
[ 500ul d’une solution NaOH (1M) |
=
[ 2500ul d’eau distillée |
'
[ Incubation pendant 10min ]
v

[ Passage a I’'UV-Visible et dosage a A=430 nm ]

Figure 40. Protocole expérimental de dosage des flavonoides totaux.

11-3-2-3-Tanins condensés

Principe

En présence d’acide chlorohydrique concentré, les tanins condensés se
dépolymérisent et par réaction avec la vanilline, ils se transforment en anthocyanidols
de couleur rouge spécifique dont I’intensité est mesurée par spectroscopie UV-Visible
a 500nm.

Protocole expérimental

Un prélévement de 0,5g de fruits de Pistacia Lentiscus L. auquel on ajoute 10mL
de méthanol. Le mélange est agité pendant 30min et mis a I’obscurité pendant 24
heures. Le mélange a subi une filtration sur papier filtre de type wattan. Une prise de
50ul de I’extrait est mélangée avec 3ml de vanilline a 4%, puis 1,5ml de HCI

concentré sont additionnés. Apres 15min de repos, I’absorbance est mesuré a 500 nm.
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La teneur en tanins est exprimée en équivalent de Catéchine par gramme
d’échantillon a partir de la courbe d’étalonnage d’une série de dilution d’une solution

mére de catéchine qui sert comme standard.

11-3-2-4- Anthocyanes totaux
Principe

La détermination de la teneur en anthocyanes pour les extraits de Pistacia
Lentiscus L. est mesurée par voie spectrophotométrique suivant la méthode d’AFNOR
Swain et Hillis (1959) en effectuant les mesures a deux longueurs d’ondes différentes,
A1=525nm et a A, =595nm.

Protocole expérimental

Environ 5 grammes de poudre et 9 ml d’une solution d’éthanol dans 1’eau a
80%(v/v) sont mélangés a I’aide d’un agitateur magnétique pendant 2 heures et on
laisse reposer a 5°C pendant une nuit. A température ambiante, on filtre et on ajuste le
volume a 10 ml avec 1’éthanol a 80%(v/v). Le dosage est effectué sur un prélévement
de 10 ml de I’extrait alcoolique additionné a 0,02 ml d’acide chlorhydrique a 37%
(Fig.41).

[ 5¢ de poudre de fruit }

+y

[ 9Iml de C,HsOH (80%) }

*agitation durant 2h

+ *repos durant une nuit a 5°C
*revenir a température ambiante

I *filtration

A

[ 0,02ml de HCI (37%) ]

v

[ Mesure de I’ Absorbance }

Figure 41. Protocole expérimental de dosage des anthocyanes.
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La mesure des absorbances est faite a I’aide d’un spectrophotométre a 525nm et

595nm. La teneur en anthocyane est déterminée selon la relation suivante (Eq.6):

Ax10%xn

TA (mg/100g) = - (6)

A : est la différence d’absorbance de la solution lue a 525nm et a 595nm.
850 : est le coefficient du cyanidol glucoside selon BUCKMIRE.
n : est le coefficient de dilution qui est égal & 2 (n= 2).

et par consequent :

&

Ax10%xn
TA (mg/lOOg) 2? =23,5A (7)

I1-4-Determination de I’activite antioxydante

11-4-1-Piégeage par le radical libre DPPH

11-4-1-1-Pincipe

Le 1,1-diphenyl -2-picrylhydrazyle (DPPH) (Fig.42) est défini comme un radical
libre stable en vertu de la délocalisation de 1’¢lectron disponible, ce qui donne la
couleur violette profonde, caractérisée par une absorption a 517nm. Le DPPH posséde
un ¢lectron non apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette délocalisation,
les radicaux ne forment pas de dimeres (Popovici et al., 2009). Il réagit avec des
groupements amines, des phénols et des acides (Blois, 1958 ; Brand Williams et al.,
1995).

En présence de composés anti radicalaires, le radical DPPH est réduit et change
la couleur de violette en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517nm servent a

calculer le pourcentage d’inhibitiondu radical DPPH.

O,N
_N- NO
L 2

NO,

Figure 42. Structure chimique du radical libre DPPH’

-70 -



Chapitre II: Etude physicochimique et phytochimique du lentisque
Salah Djedaia

Dans le cas des composés phénoliques (¢-OH), le mécanisme principal d’action
est le piégeage des radicaux libres par le transfert de I’atome H sur le DPPH

(Molyneux, 2004).

DPPH+ ¢OH » DPPH, + 9O
Alors plusieurs voies réactionnelles sont alors possibles.
0O + O , ¢O - 0O
DPPH' + @O , ¢O—DPPH
oO-H , 0=0

11-4-1-2-Protocole expérimental
e Préparation de la solution DPPH*

On dissout 0,7 a 0,8mg de DPPHe dans 20ml de méthanol, pour obtenir une
solution de concentration environ 10“M (1,013. 10™mol/L). La solution préparée est
rapidement conservée a +4°C a I’abri de la lumiere.

Pour déterminer la concentration analytique de la solution mere de DPPH ,1 ml
de la solution de DPPH est placé dans une cuve en quartz, le maximum d’absorbance
est mesuré a A =515 nm. La concentration analytique de cette solution est déterminée
selon la loi du Beer Lambert (EQ.8):

515
[DPPH] , = A (8)
X

515
&

Avec : [DPPH],: concentration en mol L™ du radical DPPH- dans le méthanol & un instant t.

& : coefficient d’absorption molaire a 515 nm = 12 500 mol L™ cm™

| : trajet optique en cm
Abs® : Absorbance de la solution de DPPH" & 515 nm

e Mise en évidence de I’activité antiradicalaire
A une prise d’essaie de 2 mL de solution methanolique DPPH, on procéde a des
ajouts de 10 puL de I’extrait methanolique des fruits de Pistacia étudié. Aprés agitation
et établissement de I’état stationnaire, 1’absorbance est lue a une longueur d’onde

A=515nm.
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e Détermination du pourcentage d’inhibition du DPPH e

A une prise d’essaie de 2 mL de la solution mére de DPPH (C1gH1,NsOg) Sigma,
pureté 90%), est ajouté un volume V de I’échantillon dissout dans le methanol (Fluka,
Riedel de Haen) (extraits méthanolique des fruits de lentisque étudies).

Le mélange est rapidement agité puis la mesure de 1’absorbance a A = 515 nm
est effectuée par Spectrophotométrie : UV-visible (SHIMADZU 1605) avec une cuve
en quartz (HELLMA, de trajet optique 1= 1 cm). L’absorbance est lue lorsque
le mélange atteint un état d’équilibre dynamique. L’expérience est répétée pour des
volumes croissants d’échantillons (2V, 3V...).

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’antioxydant peut étre calculé
selon la formule accordée a Yen et ses collaborateurs (Yen et Duth, 1994) (Eq.9).

% 1= ((A0 —At)/A0) x100 ©)

% | : pourcentage d’inhibition du radical DPPH par [’antioxydant

A0 : L’absorbance de la solution mere de DPPH sans antioxydants a t = () min

At : L’absorbance a [’établissement de ’équilibre de la solution de DPPH" apres addition
d’un volume d’antioxydant

e Détermination du pourcentage de DPPH’ restant
Le pourcentage de DPPH°* restant apres la réaction radicalaire conduite avec un
volume d’antioxydant est déterminé par I’expression suivante (Eq. 10):

% DPPH’ s = (Aoo/A0) x100  (10)

Avec : A : L’absorbance finale d'une solution témoin de DPPH"
A.: L’absorbance d’un témoin de DPPH" en présence d’'un volume \ d’antioxydant.

En représentant la courbe de pourcentage de DPPH" en fonction du volume
ajouté d’antioxydant, nous pouvons déterminer le V,, de chaque échantillon (Volume
nécessaire pour inhiber 50% du radical DPPH"). Toutes les séries d’expériences ont été
reproduites trois fois. La couleur passe progressivement du violet au jaune, ceci
s’explique par le passage du DPPH" au DPPH-H, ce qui prouve une activité anti-

radicalaire pour I’échantillon étudié.
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Partie Ill: I'huile du Pistacia extraction et analyses qualitatives et
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I11-1- Extraction des huiles de pistacia

I1-1-1-Extraction par solvants organique (Soxhlet)

La méthode d’extraction et la nature des solvants sont étroitement liées a la
qualité et la quantité de I’huile. Pour extraire les huiles a partir d’un échantillon
humide il est conseillé d’utiliser des mélanges de solvants polaires et hydrophiles par
contre I’extraction des huiles a partir d’échantillons secs sont favorisés en utilisant les
solvants apolaires comme 1’éther de pétrole (Kim et al., 2002; Nickavar et al, 2003)..
L’extraction liquide —solide par Soxhlet par les deux systemes de solvants permet un
excellent rendement.

Principe

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple, classique de type solide-liquide
et convenable permettant de répéter infiniment le cycle d’extraction avec un solvant
jusqu'a I’épuisement complet du soluté dans la matrice végétale. Les avantages du
Soxhlet sont plusieurs comme le contact rapide de 1’échantillon avec le solvant, ce qui
aide a déplacer I’équilibre de transfert vers le solvant. De méme cette méthode ne
nécessite pas de filtration aprés extraction. Le Soxhlet est indépendant de la matrice
végétale a extraire.

Le montage d’extraction Liquide-Solide «Soxhlet » utilisé pour extraire les
huiles apartir des fruits de Lentisque dans ce travail est constitué de trois parties

essentielles comme le montre le shéma de la figure 43.

Un systeme de chaffage constitué du chauffe ballon et du ballon contenant le
solvant et la matrice vegétale ensemble. Le systeme de refroidissement sert a condensé
le solvant évaporé contenant les huiles. Enfin, I’extracteur qui est un tube en verre
fermé contenant la cartouche en cellulose qui contient a son tour le condensat, d'un

tube siphon et d'un tube de distillation.
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Systeme de refroidissement

Extracteur

Solvant/soluté

Systeme de chauffage

Figure 43. Montage d’extraction Liquide-Solide «Soxhlet» des huiles de lentisque

Protocole expérimental

Environ 10g des poudres de graines du lentisque pistachier moulues a I’aide d’un
broyeur moulinex, sont introduites dans la cartouche en cellulose qui sera insérée dans
I'extracteur au dessus duquel est placé un réfrigérant servant a liquéfier les vapeurs du
solvant. 120 mL de méthanol sont introduits dans le ballon puis chauffés pour
démarrer I’extraction. Aprés chauffage le solvant est évaporé puis condensé au niveau
du réfrigérant, ils sont recueillit dans I’extracteur, cependant 1’écoulement du contenu
du cartouche se fait a partir du siphon dans le ballon et le cycle commence de nouveau.
L’extraction est arrétée lorsque le liquide entourant la cartouche devient clair, cette
couleur indiquant que le solvant n’extrait plus rien du solide. Le temps de traitement

est souvent plus de 6 heures.

I11-1-2-Rendement en huile
L’huile brute du Pistacia ainsi obtenue est concentrée sous pression réduite par
évaporateur rotatif afin d’éliminer les traces de solvant. L’extrait huileux obtenu est

séché par le sulfate de sodium anhydre.
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Le rendement des huiles est déterminé par rapport a la matiére séche et exprimé

en pourcentage il est égal au rapport de la masse de I’huile extraite par la masse de la

matiere végétale (Eq.11).

R:m—x100 (11)
ms

R : Rendement d’huile en %
M : masse de l’huile en g
ms : masse de la matiére végétale séche

I11-3-Determination des indices caracteristiques de I’huile de pistacia
Actuellement, les huiles font I’objet d’un engouement de la part du public.
Cependant la toxicité potentielle de certaines huiles plaide en faveur d’un encadrement
spécifique de I’utilisation de ces produits en cosmétique ou en alimentation. L’objectif
de cette partie est de souligner I’importance des critéres de qualité de I’huile de
Pistacia lentiscus en vue de contribuer a 1’évaluation du risque éventuel pour la

sécurité des consommateurs des produits cosmétiques contenant 1’huille de lentisque.

111-3-1-Détermination de I’indice de saponification
L’indice de saponification d’une substance est le nombre de milligrammes de
KOH nécessaire pour saponifier un gramme de cette substance (IUPAC, 1987).

Protocole expérimental

Environ 1 g d’huile pesé dans un erlenmeyer que 1’on ajoute a 10 ml de potasse
alcoolique a 0,1N. On ferme le récipient avec un bouchon muni d’un long tube de
verre et 1’on chauffe sur un bain marie pendant une demi-heure. On le laisse ensuite
refroidir et on 1’ajoute 1 ml d’eau distillée. Si le mélange est trouble c’est qu’il y a
exces d’ester non saponifié (I’ester est en effet soluble dans I’alcool mais insoluble
dans I’eau). On refait le méme protocole jusqu'a ce que le mélange devient clair et
limpide suite aux ajouts de I’cau distillée. Un dosage a blanc dans les mémes

conditions opératoires est réalisé en utilisant les mémes reactifs.

Dont le but de déterminer I’indice de saponification, aux mélanges contenant

I’huile et le blanc on ajoute 3 gouttes de phénolphtaléine comme indicateur coloré et
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ensuite ils seront titrés par une solution HCI & 0,1N. L’indice de saponification est

donné par la relation suivante (Eq.12).

_MxVeex(@1-(V=Vy) | (12)

M
e

IS

Avec : M: mase molaire de KOH
Vpe : volume de la solution de KOH (10 ml)
V : volume de la solution d’acide chlorohydrique pour neutraliser KOH restant
Vo : volume d’acide pour neutraliser le KOH du temoin
M. : masse de [’échantillon

111-3-2-détermination de I’indice d’acide (I1»)

L’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium
nécessaire pour neutraliser 1’acidité libre contenue dans un gramme de substance
(AFNOR T 60 204, 1999).

Protocole expérimental

Une masse de 0,5 g de I'huile est introduite dans un ballon de 100 mL, et
dissoute dans 20 mL d’éthanol a 95% (v/v) fraichement neutralisé par une solution
d’hydroxyde de potassium (0,1M) en présence de phénolphtaléine comme indicateur
coloré. Un dosage a blanc dans les mémes conditions opératoires est realisé en utilisant
les mémes réactifs.

L’indice d’acidité (IA) exprimé en pourcentage d’acide libre est calculé a partir

de relation suivante (Eq. 13):

:l\/lxNx(V—VO) (13)

M
e

1A

Avec : M: mase molaire de KOH
N: normalité de KOH & 0.1N
V : volume de la solution de KOH pour la prise d’essai (0,4ml)
Vo : volume de la solution de KOH utilisé pour le témoin (0,2ml)
M. : masse de [’échantillon

111-3-3-Détermination de I’indice d’ester (Ig)

L’indice d’ester d’une substance est le nombre de milligramme d’hydroxyde de
potassium (KOH) nécessaire pour saponifier I’ester contenu dans un gramme de cette
substance (AFNOR. NF T 75104, 1999). L’indice d’ester est la différence entre

I’indice de saponification et I’indice d’acide (Eq.14).
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le=ls-la (14)

111-3-4-Détermination de I’indice d’iode (Ii)

L’indice d’iode est le nombre de grammes d’halogéne, exprimé en iode, fixé par
100 grammes de produits dans les conditions données. (IUPAC, 1987). La méthode de
Wijs a été retenue par AFNOR pour la détermination de I’indice d’iode dans les corps
gras.

Protocole expérimental

La préparation de la solution d’iode 0,1N appelé réactif de HANUS est obtenue
par dissolution de 19g ICl dans un litre d’acide acétique cristallisable et de
tétrachlorure de carbone (70:30). Puis on ajoute 3mg de cristaux diode et on détermine
la teneur de I’iode libre contenu dans cette solution d’iode. Cette solution servira pour
la détermination de I’indice d’iode.

On pése dans deux nacelles deux prises d’essais de masses 0,4g de I'huile fixe de
fruits de Pistacia. Chaque prise d’essai est introduite dans un erlenmeyer que 1’on
ajoute 15 ml de CCl, dans chacun des 2 récipients et dans un troisieme récipient
servant comme témoin. A prés dissolution des deux prises d’essais, 25 ml d’une
solution ICI, sont ajoutés a tous les récepients que 1’on agite soigneusement et on les
garde a I’obscurité a 20°C pendant 90 minutes.

Au bout de ce temps, I’on ajoute 20ml de solution aqueuse de KI (10%) et 150
ml d’eau distillée. Les mélanges sont titrés par une solution de Na,S,0; (0,1N).
Lorsque la coloration de la solution s’est atténuée jusqu'a étre jaune claire, 1ml de
dispersion aqueuse d’empois d’amidon sera ajouté et la solution devient alors noiratre.
L’on écoule goutte a goutte de la solution de Na,S,03 jusqu’ au virage brusque du bleu
a I’incolore, cela indique la fin de la réaction. L’indice d’iode est donné par la relation

suivante (Eqg. 15).

~ (VO- V)x12.69xN
N P

Avec: V, : volume de thiosulfate de sodium pour titrer le témoin
V : volume de thiosulfate pour I’essai
N : normalité de thiosulfate de sodium
p: masse de la prise essai.

I (15)
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I111-3-5-Détermination de I’indice de peroxyde

L’indice de peroxyde est le nombre de milligramme équivalent d’oxygene dans 1

Kg de corps gras (IUPAC, 1987).

Protocole expérimental

On introduit 10 mg de I’échantillon dans un bécher et on ajoute 0,5 ml de la
solution KI saturée et 20 ml du meélange (CH3;COOH/CHCI; 3/2 (V/V). On agite le
mélange rigoureusement pendant 1 mn, puis on le laisse reposer pendant 5 mn a
I’obscurité. Au bout de ce temps on ajoute un peu d’empois d’amidon et 60 ml d’eau
distillée. Le melange reactionel est ensuite titré par une solution de thiosulfate de
sodium a 0,01 N jusqu’a décoloration du noir clair & blanc neige. Un dosage a blanc
est éffectué dans les mémes conditions opératoires. L’indice de peroxyde exprimé en

(méq d'O,/kg) est donné par la formule suivante (Eq.16):

Ip= (V-V)*5 | (16)

Avec: V: volume, en ml, de thiosulfate
V': volume, en ml, de thiosulfate de I'essai a blanc

111-3-6-Détermination du teneur en insaponifiable
Principe

L’insaponifiable d’un corps gras est I’ensemble des composés extractibles par les
solvants apolaires (hexane, éther éthylique) apres traitement par une solution
alcoolique de potasse.

Protocole expérimental

On préleve 5g de I’échantillon d’huile que I’on introduit dans un erlenmeyer de

250 ml contenant 50ml de KOH, apres chauffage & 60°C durant une heure, 100 ml du

mélange (50ml éthanol + 50 ml d’hexane), sont ajoutés. Deux phases sont alors
obtenues I’une organique et 1’autre aqueuse.

A la phase aqueuse, on ajoute une solution de HCI (30%) en testant chaque fois

avec papier ruban de pH, jusqu’a atteindre la valeur de pH égal a 1.
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Puis une extraction liquide-liquide avec 50 ml I’hexane fournit 2 phases

organique et aqueuse. La phase organique est lavée a I’eau distillée goutte a goutte
jusqu’a atteindre un pH neutre égal a 7 puis séchée et filtrée.

On ajoute a la solution, une pinceée de sulfate de sodium anhydre pour éliminer
les traces d’eau. Apres une filtration le solvant est éliminé sous pression réduite au
rotavap a température 30°C d’ou I’obtention d’un résidu insaponifiable. Le calcul du

pourcentage de I’insaponifiable est donné par la relation suivante (Eq.17).

% Insaponifi able = % x100 (17)

2

Avec: My : masse de ['insaponifiable
M2 : masse de la prise d’essai

111-3-7-Détermination du point de fusion

La détermination précise du point de fusion d’un corps permettra souvent
d’identifier ce corps ou d’avoir une idée de son degré de pureté (les impuretés
abaissent le point de fusion). Le point de fusion de la matiére grasse est mesuré selon
le protocole fourni par la norme AOCS opérant en tube capillaire fermé, immerge dans
un bain d’eau, le point de fusion est la température a laquelle le corps gras glisse dans
le tube (AOCS, 1989).

Protocole expérimental

On Introduit au fond du tube capillaire une petite quantité d’huile, et a 1’aide
d’un anneau élastique on fixe le tube capillaire le long du thermomeétre, de maniere
que la partie contenant la substance soit au niveau du réservoir de mercure du
thermométre. On introduit I’ensemble dans le large tube a essais contenant de 1’eau.
Le réservoir du thermomeétre doit plonger entiérement dans 1’eau mais a 1,5 cm au
dessus du fond du tube. Avec une flamme, on chauffe le tube a essais contenant de
I’eau tout en surveillant attentivement ce qui se passe dans le tube capillaire. Il suffit

alors de noter la température qui est naturellement la température de fusion.

111-3-8-Détermination du point de goutte
Le point de goutte est la température a laquelle la premiere goutte de graisse
fondante tombe du récipient.
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Protocole expérimental

On remplit le récipient a cellule photoélectrique de modéle Mettler Toledo, (Max
400°C, Max 20°C/mn/DP70), avec de I’huile qui sera chauffé a un taux de 1°C/mn.
La premicre goutte d’huile qui s’échappe par 1’ouverture située au bas du récipient est
détectée par la cellule photoélectrique et déclenche I’enregistrement de la température

correspondante.

111-3-9-Détermination de I’indice de réfraction

L’indice de réfraction dépend de plusieurs facteurs a savoir la composition
chimique du corps gras et de la température. Il est lié a I'insaturation et influencé par
nombreux autres facteurs : acidité, degré de dilution, oxydation, polymérisation,
existence de fonction secondaire sur les molécules et l'indice de réfraction croit avec
I’instauration ou la présence de fonctions secondaires sur les chaines grasses.

La détermination de I’indice de réfraction de I’huile du lentisque est déterminé
sur un un réfractometre de type ABBE (AFNOR, 1984 ; IUPAC, 1987). C’est une
méthode rapide et simple pour suivre les opérations d’hydrogénation ou de

fractionnement.

111-3-10-Détermination de la couleur LOVIBOND

Cette technique permet une évaluation des pigments qui sont responsables de la
couleur d’huile. Le LOVIBOND est constitué par trois séries de verres jaunes, rouge,
bleu. Chaque verre porte I’indication de son nombre d’unités LOVIBOND et ces
indications sont additives (AOCS, 1989).

La détermination de la couleur de I’échantillon analysé est obtenue par
comparaison entre la couleur de 1’échantillon placé dans la cuve avec celle des verres a
I’aide d’un monoculaire. Par superposition des verres des séries jaune, rouge, bleu
nous obtenons une égalité des séries jaune, rouge, bleu dans le monoculaire, la couleur

de I’échantillon doit correspondre au moins a 1’ une des couleurs prédifinies.
P
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I11-4-Dosage de la vitamine E

La vitamine E est un anti-oxydant puissant, elle est exclusivement présente dans
plusieurs huiles. La méthode utilisée pour doser la vitamine E consiste a I’extraire
grdce a un solvant organique et a la doser selon la méthode de Rougereau au
spectrophotometre a 510nm (Rougereau, 1981).

Protocole expérimental
On Introduit dans un ballon de 250 ml 6 g d’huile de Pistacia et 100 ml d’une

solution méthanolique d’acide ascorbique préparée comme suit (0,5 g d’acide
ascorbique + 4 ml d’eau + 20 ml d’éthanol + 76 ml de méthanol). Le mélange est porté
a I’ébulution dans un bain marie pendant 20 mn. Au bout de ce temps 15 ml d’une
solution de KOH a 70% sont ajoutés puis on remet au bain marie pendant 40 mn.

Deux extractions liquide-liquide sucessives du mélange avec 120 ml d’éther
éthylique ont été effectuées dans une ampoule a décanter pour aboutir a deux phases
organique et aqueuse.

La phase étherée est ensuite séchée par une quantité de Na,SO, puis filtrée, le
solvant est éliminé sous pression réduite. Le résidu est récupéré dans le n-heptane puis
concentré jusqu’a I’obtention d’un volume de 1 ml auquel est ajouté 1 ml d’une
solution de FeCl; dans 1’éthanol (0,2%), puis elle est agitée jusqu’a I’apparition d’une
couleur rouge prouvant I’existence de la vitamine E dans 1’huile de fruit de Pistacia
Lentiscus.

L’extrait de Pistacia finalement obtenu et en présence de 1 ml de n-heptane, 1 mi
d’orthophénantroléine et 1 ml de FeCls, sont chauffés et transferés dans une fiole
jaugée de 50 ml ou elle sera ajustée par I’heptane jusqu’au trait de jauge.

Une solution mere de la vitamine E de concentration 0,1mg/ml est préparée a
partir de (0,1g) de vitamine E et 100 ml d’heptane et 20 ml de la solution
orthophénantroléine. Aprés agitation 5 ml de la solution FeCls (0,2%) sont ajoutés puis
chauffés et finalement ajusté par I’heptane jusqu’au trait de jauge d’une fiole de
capacité 1000 ml, pour la dissolution totale. Puis on transfert le contenu du bécher
dans un erlenmeyer de capacité 1000 ml et on compléte a I’heptane jusqu’au trait de

1000 ml.
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Une série de dulition de la vitamine a été préparée pour obtenir 5 solutions de
concentrations 4.10°,8.10%,12.10%, 16.10° et 2.10 mg/ml.

La teneur en vitamine E dans I’huile de lentisque est déterminée par mesure de
I’absorbance de I’extrait et le blanc (solution de réactif + heptane) a la longuer d’onde

caractéristique Amax = 510 nm.

I11-5 Analyses spectroscopiques et chromatographie des acides gras

Les résultats de 1’é¢tude des propriétés physicochimiques de (indices de qualite)
de T’huile du lentisque ont fournis plusieurs informations intérressantes mais restent
insuffusantes pour mieux compredre I’efficacité thérapeutique du Pistacia Lentiscus
L. Pour cela, nous voulons apporter d’autres informations sur la composition de
I’huile et la diversité de structures chimique (qualité). Il serait alors intéressant de
poursuivre les investigations sur ce fruit (huile) en se focalisant sur la quantification et
I’identification des composés pour mieux les valoriser. Pour ce faire une étude
analytique des huiles du pistachier par les techniques spectroscopiques et
chromatographiques a été menée. Ces techniques permettent d’identifier les acides

gras présents dans les extraits huileux des fruits de Pistacia.

11-5-1- Analyse par UV/visible

L’absorption par une espece chimique donnée est fortement tributaire de la
présence d’un chromophore ; c.a.d un groupe fonctionnel auquel on attribue un spectre
d’absorption caractéristique dans les régions visibles ou UV. Ces chromophores
comportent généralement des liaisons doubles ou triples, parmi lesquelles celles des
groupes C=C, C=C, nitro ou nitroso, azo, carbonyl ou thiocarbonyle. Un chromophore
est conjugué avec d’autres groupes analogues ou différents, d’oU 1’aparaition d’une
nouvelle bande d’absorption de grande longueur d’onde.

Le spectrophotométre UV-Visible utilisé est un Lambda 16 de Perkin Elmer
double faisceau équipé d’une lampe deutérium et d’une lampe tungsténe. Aprés avoir
rempli deux cuves par n-hexane comme référence et I’huile dissoute dans I’hexane
respectivement et les introduire dans le systtme UV —VIS, le mode scan (A-Z) est

démarré pour eliminer le spectre de 1’étalon et stabilisee la ligne de base.
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Les spectres d’absorption ont été réalisés entre 200 et 800 nm sur les les huiles

du lentisque purs dissoutes dans le n-hexane pour des trajets optiques de 1 mm. La
vitesse de balayage en longueur d’onde est de 60 nm.min™ et la référence est une cuve

vide.

11-5-2 Analyse des acides gras par Chromatographie a Phase Gazeuse (CPG)
La composition en acids gras de I’huile des fruits de lentisque est déterminée par

chromatographie en phase gazeuse.

11-5-2- 1- Preparation des esters methilyques des acides gras

L analyse des esters methilyques est menée suite a une transestérification a froid
au moyen d’une solution methanolique d’hydroxyde de sodium pour la préparation des
esters méthyliques d’acide gras. (Méthode ISO 5509 : 2000, méthode IUPAC 2.301).

Dans une éprouvette a bouchon vissant de 5 ml, on pése 0,1 g de 1’échantillon
d’huile extraite récemment au soxhlet. On ajoute 2 ml d’heptane et on agite. 0,2 ml de
la solution méthanolique de sodium a 2N sont ajoutés au mélange. Suite a une
agitation rigoureuse pendant 2min et aprés repos on décante la phase supérieure qui
contient les esters méthyliques.

En paralélle on prépare un mélange de standards contenant 0,1 g de chacun des
acides gras suivants : Acide palmitique, palmitoléique, oléique, linoléique, linolénique
et érucique dissouts dans 100ml d’heptane et un mélange détalons internes contenant
5ul du mélange de standards ainsi préparé et 0,1 g de palmitoléate de méthyle

La solution d’heptane contenant les esters méthyliques, la solution des standards
ainsi que la solution des étalons internes sont prétes a I’injection dans le

chromatographe.

11-5-3 Analyse par chromatographie a phase gazeuse (CPG)

La composition et 1’identification des acides gras contenus dans I’huile de
pistacia lentiscus ont été réalisées a 1’aide d’un chromatographe Perkin Elmer
Autosystem GC, équipé de deux détecteurs a ionisation de flamme (FID) permettant la

détection des composés, d’un injecteur diviseur et de deux colonnes (60 m x 0,22 mm
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d.i.; épaisseur du film : 0,25 pum) respectivement polaire (Rtx-Wax, polyéthylene

glycol) et apolaire (Rtx-1, polydiméthyl-siloxane).

Le gaz vecteur est ’hélium (I1ml/min) avec une pression en téte de colonne de 25
psi. La température de I’injecteur est de 250°C et celle du détecteur de 280°C. La
programmation de la température consiste en une élévation de 60 a 230°C, a 2°C/mm,
puis en un palier de 45 mm a 230°C. L’injection se fait par mode split avec un rapport
de division de 1/50. Le volume d’injection est de 0,2 ul. Pour chacun des composés,
les indices de rétention polaires et apolaires sont calculés a partir des temps de

rétention d’une gamme d’étalons.

I1-5-3- Analyses spectroscopiques de I’huile de Pistacia Lentiscus L.

En complément de [I’utilisation de la chromatographie CPG, un
spectrophotométre Infra Rouge et I’Infra Rouge a Transformé de Fourier sont
également utilisés pour assurer plus de détails sur la composition de 1’huile des fruits
du Pistacia Lentiscus. Les spectrophotomeétres infrarouge donnent des spectres par une
méthode fondée sur I’interférométrie, comme sous [’appellation de spectroscopie

infrarouge a transformee de fourrier, IRTF (FT-IR).

I1-5-3- 1-Analyse de I’huile fixe de Pistacia Lentiscus par IR et FT/IR

Les analyses spectroscopiques des huiles des fruits du Pistacia ont été menées
par un systeme spectroscopique (IR 200 FT — IR, marque Nicolet) en utilisant le
bromure de potassium. Quelques gouttes d’huile de fruits du Pistacia Lentiscus sont
déposées dans des cellules pour les liquides qui sont a leur tour introduites dans
I’appareil. Les plaques sont transparentes a la lumiere infrarouge et n'introduisent pas
donc de bandes supplémentaires dans le spectre. Cependant, comme de nombreux sels

sont tres solubles dans I'eau, les échantillons et agents de lavage doivent étre anhydres.
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Introduction

Nous exposons et discutons dans cette partie I’ensemble des résultats obtenus au
cours de I’enquéte ethnobotanique conduite dans cinq régions du Nord Est de I’ Algérie
(Oued -El-Hout, Oum-Theboul, Roum EI-Souk, EI-Aioun et Bougous).

La connaissance des propriétés et usages des plantes médicinales sont
généralement acquises suite a une longue expérience transmise oralement d’une
génération a une autre. Actuellement la connaissance de I’utilisation des plantes

médicinales est en danger parce qu’elle n’est pas bien conservée.

I11-1 Collecte des résultats

Nous savons que la plupart des habitants des zones rurales de I’ Afrique du nord
comptent beaucoup sur les plantes médicinales et aromatiques pour traiter leurs
problémes de santé et les utilisent en cosmétologie, en parfumerie et dans 1’industrie
alimentaire. Méme dans les zones urbaines, les habitants se tournent vers de plantes
medicinales pour se guerir. Pistacia I’une des plantes médicinales la plus utilisées en

Algérie

L’enquéte ethnobotanique a été basée sur une série de questions a I’aide d’une
fiche questionnaire remplie par interrogation orale soumise aux habitants des cing
régions citées. L’entretien individuel a été éffectué afin d’accueillir le maximum des
informations sur les applications thérapeutiques et traditionnelles des différents tissus
de Pistacia lentiscus (tige, feuille, racine, fruits) et de I’huile fixe extraite et des

fruits

L’ensemble des résultats de I’enquéte est répertorié dans les tableaux (11, 12, 13,
14 et 15) selon les pratiques thérapeutiques, 1’utilisation des plantes ainsi que le

traitement des maladies.
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Tableau 11. Utilisation du Pistacia lentiscus par les habitants d’Oued El-Hout

Région Oued El-Hout

e Maux d’estomac

Sexe et age Utilisation des différents tissus de la plante
Feuille Fruit/huile Racine
eBrllures d'estomac | Bralure

_ e Pansement gastrique
Masculin 48 ans o Abces de la gencive Toux -
Masculin 54 ans | eMaux d’estomac e Brllure
e Toux -
Masculin 55 ans * | e Maux d’estomac e Brilure -
e Toux
e Colite e Contre la constipation
Masculin 58 ans * | e Pansement pour e Brdlure -
I’estomac
e Maux d’estomac e cicatrisante
Masculin 60 ans * | e Infections du gros | eBrllure -
intestin e TOuUX
e Exéma
Masculin 64 ans e Brilure
- ¢ Soin des plaies -
e TOuX
Masculin 66 ans - eBrilure -
Masculin 67 ans * | e Maux d’estomac e Brllure

Masculin 68 ans *

Masculin70 ans

ceeur de la feuille :
¢ Soin des plaies

e Ecorchure

e coupures cutanées

e Brilure (cicatrisante)

Masculin 78 ans

e Calme la toux
e Massage relaxant

Masculin 83 ans *

e Maux d’estomac

e Brilure (cicatrisante)
e Maux d’estomac
e Calme la toux

Masculin 84 ans *

e Tisane pour son
action digestive et
drainante au niveau
de ’estomac

e Brllure (cicatrisante)
e Maux d’estomac

Masculin 87 ans *

e Brilure

Féminin 49 ans

e Maux d’estomac

eBrllure
e Purifie la poitrine :
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e Débarrasser des
substances qui irritent
les voies respiratoires

eNettoie les voies
pulmonaires

e Rechauffe le corps

Féminin 55 ans *

e Maux d’estomac

e Brilure
e Calme la toux

Féminin 59 ans

e Bronchite
e Maux de téte

Féminin 60 ans *

e Maux d’estomac
e Maux d’intestins

e Brilure (cicatrisante)

e Calme la toux

e Réduire le taux de
cholestérol

e Maux d’intestins

e Savon pour I’exéma

Féminin 66 ans * | edouleurs e Brilure (cicatrisante) _
abdominales e Calme la toux
Féminin 67 ans e Maux d’estomac e Brillure (cicatrisante) |e Colite
e Calme la toux
e Maux de téte
e Maux d’estomac
Feminin 80 ans * | e Douleurs abdominales | e Calme la toux _
e Colite (méme pour
les animaux).
ePansement gastrique | Bralure (cicatrisante) | Tisane

Féminin 84 ans *

Calme la toux

Maux de gorge

(Réchauffe le
corps)
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Tableau 12. Utilisation du Pistacia lentiscus par les habitants d’Oum-Theboul

Région Oum-Theboul

Sexe et age Utilisation des différents tissus de la plante

Feuille Fruit/huile Racine

e Brilure (cicatrisante)
Masculin 38 ans - e Inflammations de la -

gorge
e Toux

Masculin 64 ans * | e Pansement pour | eBralure (cicatrisante) -
I’estomac e Nourriture

e Torsion
e Massage relaxant
Masculin 68 ans * - e Nourrit les cheveux -
e Brllure (cicatrisante)
e Fortifie I’os

Féminin 50 ans * - e Médicament -
Féminin 62 ans * | e Maux d’estomac e Brilure (cicatrisante)
et d’intestins e Calme la toux -
Féminin 70 ans * | e Pansement pour | e Maux de gorge
I’estomac e Brilure -
e Toux
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Tableau 13. Utilisation du Pistacia lentiscus par les habitants de Roum EI-Souk

Région Roum El-Souk

Sexe et age

Utilisation des différents tissus de la plante

Feuille

Fruit/huile

Racine

Masculin 50 ans

e Réchauffer le corps

Masculin 55 ans*

e Maux de gorge

Masculin 60 ans

Masculin 65 ans*

e Maux d’estomac

e Brilure (cicatrisante)

Masculin 70 ans

e Maux d’estomac
e Pansement pour 1’estomac

e Pansement pour | e Brilure

Masculin 74 ans* I’estomac e Cicatrisante -
e Maux d’estomac | ® Br(lure
e Maux d’intestin | e Cicatrisante

Féminin 57 ans * | ¢ Colite d’estomac | @ Br{lure

Féminin 62 ans *

e Maux d’estomac

e Pansement pour
I’estomac et les
intestins

e brilure d’estomac

Féminin 70 ans

e Brllure (cicatrisante)

Féminin 75 ans *

e Maux d’estomac
e Pansement  pour
I’estomac et les
intestins

e Brilure
e Effet cicatrisant
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Tableau 14. Utilisation du Pistacia lentiscus par les habitants d’El-Aioun

Région El-Aioun

Sexe et age Utilisation des différents tissus de la plante
Feuille Fruit/huile Racine
Masculin 41 ans | e Colite e Brilure (cicatrisante) -

Masculin 47 ans*

e Brilure (cicatrisante)

Masculin 50 ans

e Maux d’estomac

e Calme la toux
e Brilure (cicatrisante)

Masculin 65 ans*

e Brilure (cicatrisante)

Masculin 78 ans*

e Pour soigner la
constipation des

e Brilure

e Maux d’estomac

animaux
e Cendre des e Brilure
Féminin 49 ans feuilles : Effet | e Effet cicatrisant -
cicatrisant

Féminin 69 ans *

e Hémorroides

Tableau 15. Utilisation du Pistacia lentiscus par les habitants de Bougous

Région De Bougous

Masculin 50 ans

e Maux d’estomac

e Cicatrisante
e Calme la toux

Sexe et age Partie de la plante utilisée
Feuille Fruit/huile Racine
e Plaies eBrilure

Masculin 63 ans*

e L'erytheme chez
les bébés

e Huile + mdrier utilisé
comme cicatrisante

Masculin 64 ans

e Blessures
e Maux d’estomac

eBrilure
e cicatrisante
e Toux

Masculin 67 ans*

e TOUX
e cicatrisante
e Brilure

Féminin 48 ans

eBrilure
e TOuX

Féminin 68 ans *

e Cicatrisante
(blessure suite a
une circoncision)

e Brilure
e Toux

Avec: - :aucune inforamation
* . indivudu analphabéte
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L’analyse des données de I’enquéte présentées dans 5 tableaux nous permettent

de déduire que I'utilisation des différents tissus (feuilles, fruits et racines) et huile du
lentisque par les habitants des cing régions étudiées dépend de I’age, du sexe et du

niveau d’étude de ’utilisateur.

I11-2-Facteurs influencant I’utilisation du lentisque
I11-2-1-Utilisation du Pistacia lentiscus selon I’Age

L’utilisation du Pistacia lentiscus par les habitants des cingq régions qui se
trouvent au voisinage d’El Kala intéressent principalement les gens aux deux tranches
d’age entre 38 et 60 ans et supérieure a 60 ans. Dans I’histogramme de la figure 48
sont représentées les pourcentages d’utilisation des feuilles, fruits et racines par les

trois tranches d’ages 18-37, 38-60 et >60 ans.

100
90 -
80 -
70 A
60 - M 0-37ans
50 A
40 -
30
20
10

M 38-60ans

>60ans

Feuilles Fruits/ Huile Racines

Figure 44. Utilisation des différents tissus du Pistacia lentiscus selon 1’age

Les résultats montrent que quelque soit la tranche d’age et le sexe (39-60 et >60
ans) les huiles des fruits présentent le centre d’intérét des habitants des régions
étudiées. De nombreuses vertus thérapeutiques sont attribuées a I’huile de Pistacia.
Notons que 100% de personnes &geées de 38-60 ans et 90% des dont 1’age dépasse 60

ans utilisent cette huile.
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Dans cette enquéte les habitants ayant 1’dge de 18 a 37 ans n’ont pas

d’informations sur ’utilisation des plantes médicinales et particuliérement le pistacia.

Les jeunes ont tendance a ne plus croire en cette médecine traditionnelle.

I11-2-2- Utilisation du Pistacia lentiscus selon le sexe

L’utilisation des plantes médicinales varie selon le sexe. En effet toutes les
femmes auditionnées ont répondues positivement a 1’utilisation des feuilles et des
huiles. Seulement quelques unes utilisent les racines avec un pourcentage faible. Elles
ont attribué plusieurs effets bénéfiques principalement aux huiles pour leurs
utilisations comme reméde oral ou a usage externe. Par contre 5,88% des hommes

n’ont aucune idée sur I’utilisation d’aucuns tissus du lentisque comme remede.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Mehdioui & Kahouadji (2007)
qui ont montré que les femmes sont plus détentrices du savoir phytothérapique
traditionnel.

111-2-3-Utilisation du Pistacia lentiscus selon le niveau d’étude
Dans les cing régions étudiées, la grande majorité (60,78%) des utilisateurs du
lentisque comme plantes médicinales sont analphabetes. Ce pourcentage relativement

élevé, est en corrélation directe avec le niveau d’études de la population locale.

% d'utilisation du Pistacier par les deux sexes

B Analphabétes

B Niveau plus que primaire

Figure 45. Pourcentages d’utilisation des différents tissus du lentisque par les deux sexes
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111-3- Usage traditionnelle du Pistacia lentiscus
111-3-1- Feuilles
Le tableau 16 résume [D’utilisation en médicine traditionnelle des feuilles de

Pistacia Lentiscus L pour guérir certaines malidies.

Tableau 16. Pourcentages d’utilisation des feuilles.

Maladies Pourcentage
Maux d’estomac 47,06
Colite d’estomac 11,76
Maux d’intestins 15,68
Plaies cicatrisant 17,64
Douleur et gonflement de la gencive 1,96
Ceux n’ayant aucune idée 37,45

D’aprés ce tableau nous pouvons déduire que les feuilles sont utilisees
particulierment comme remede de I’appareil digestif et principalement les maux
d’estomac 47,06 %. Les feuilles servent pour le traitement des maux d’estomac
(rendre épaisses les parois internes de 1’estomac). Certaines personnes auditionees ont
montionnés 1’ utilisation des feuilles pour soigner la colite des animaux (bovins, ovins
et caprins).

17,64% de personnes emploient les feuilles comme cicatrisant pour soigner les
plaies et les blessures. Le mode opératoire utilisé est de bruler les feuilles et les
branches en les rendant sous forme de carbone pulvérisé puis la poudre obtenue est
placée sur la plaie. Cette poudre est aussi utilisée pour traiter I'érythéme chez les

bébés.

1,98% des personnes auditionées utilisent les feuilles pour traiter I’inflammation

de la gencive en machant les feuilles récentes.

Nous remarquons un pourcentage important soit de 37,45% n’ayant aucune idée

sur ’utilisation de la feuille dans le domaine médicinale.
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111-3-2- Huile fixe de fruits

L’huile fixe des fruits du lentisque a montré un larrge domaine d’utilisation. En

effet, environ une dizaine de patologies est traité par ’huile fixe. Les résultats de

I’enquéte ethnobotanique sur I’huile des fruits sont consignés dans le tableau 17

Tableau 17. Pourcentages d’utilisation des huiles fixes de fruit.

Patologies traitees Pourcentage (%)
Bralures 74,50
Maladie Toux et poitrine 43,14
Maladie tube diges Maux d’estomac, intestin 10,00
Maux de téte 6,00
Plaies et ecorure Décicatrisant 10,00
Excéma et gale 2,00
Infectection de la gorge 6,00
Constipation 4,00
varices torsion (Massage) 6,00
Hémorroides 2,00
Aucune idee 8,00

Cette enquéte a permis de repertorier un certain nombre de maladies traitées par
I’huile fixe de Pistacia Lentiscus. Elle est principalement utilisée pour traiter les
bralures (74,50%) et les maladies des voix respétoires principalement la toux seche et
les etats de grippe (43,14%). Elle est trés efficace pour les maux d’estomac et de
I’ulcere (10%). Elle a aussi une propriété décicatrisante (10%), en étalant de I’huile
sur la cicatrice a plusieurs reprises. Cettte huile est aussi utilisée dans le domaine
dermatologiques I’exéma et la gale (2%). Par ailleur, 8% de la population auditionnée
n’ont aucune idée sur [’utilisation de I’huile fixe de Lentisque Pistachier dans le

domaine médicinal traditionel.
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111-3-3-Racines

On constate que seulement 2% de la population a une idée sur 1’utilisation de la
racine dans le domaine médicinale (Tab.18).

Tableau 18. Pourcentages d’utilisation des racines.

Maladie Pourcentage
Pour colite de I’estomac (tisane) 2%
Aucune idee 98%

Conclusion

L’étude ethnobotanique menée auprés de la population des cing régions au
voisinage d’El Kala (Oued -El-Hout, Oum-Theboul, Roum EI-Souk, El-Aioun et
Bougous) nous a permis de dévoiler le large éventail de 1’utilisation des feuilles et des
I’huile des fruits du Pistacia lentiscus. Les feuilles sont utilisées dans le traitement de
pathologies, notamment celles du tube digestif. Cette utilisation peut étre expliquée par
le fait qu’elles sont le siege de la photosynthese et parfois du stockage des métabolites
secondaires responsables des propriétés biologiques et antioxydantes de la plante
(Bigendako-Polygenis and Lejoly, 1990).

Cette enquéte nous a permis de répertorier un certain nombre de maladies
traitées par Pistacia lentiscus L.

Il s’agit essentiellement d’affections du tube digestif (estomac, intestins...) de
maladies dermatologiques (eczéma, plaies...) et bucodentaires (maladies de gencives).

Les résultats obtenus constituent une source d’informations tres précieuse sur les
fruits de pistacia pour les régions étudiées et pour la flore médicinale algérienne. lls
pourraient étre une base de données pour les recherches ultérieures dans les domaines
de la phytochimie et de la pharmacologie et dans le but de chercher de nouvelles

molécules naturelles ayant des activités biologiques interréssantes.
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Introduction

Nous exposons et discutons dans cette partie 1’ensemble des résultats obtenus
concernant les caractéristiques physico-chimiques et phytochimiques des fruits de
lentisque afin d’évaluer ses activités biologiques déja mentionnées dans I’enquéte

ethnobotanique; ces résultats pourrait étre favorisés en recherche pharmacologique.

I1-1-Etude physicochimique
11-1-1-Caractérisation du matériel végétal
Les résultats de I’analyse physico-chimique des fruits de Pistacia Lentiscus sont
consignés dans le tableau 19 et représentés par la figure 46.
Tableau 19. Caractéristiques physicochimiques des fruits de Pistacia Lentiscus

Parameétres Résultats
% Eau 9,95

% Matiére organique 86,3
%Cendre 3,75
Matiére grasse (Extraite a EP 40-60°) 64,50

% Protéines (Nx 6,25) 10,90

% Cellulose 22,70

Caractérisation de la matiére végétale

B Eauen %
B Matiere organique %

Cendreen%

Figure 46. Caractérisation de la matiére végétale
Lorsqu' un échantillon végétal est placé dans une étuve maintenue a 105°C
pendant 24 heures, toute lI'eau (H,0) s'évapore et le résidu sec s'appelle la matiére seche

(MS). La matiére seche contient de la matiere organique et de la matiére inorganique
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ou minérale. Une plante contient généralement de 70 a 80% d'eau (c'est-a-dire, 20 a
30% de MS). Chez les plantes, le contenu minéral varie de moins de 1% a plus de
12%. D’aprés le tableau 19, nous constatons une teneur en eau faible, une teneur en
cendre de ’ordre de 3,75%, et une forte teneur en matiére grasse soit de 64,50 % qui
est peut étre due a la présence de triglycérides di-insaturées.

L’azote représente environ 2% de la matiére séche des végétaux, il entre dans la
composition des protéines, acides nucléigues, coenzymes, phytohormones, métabolites
secondaires. La faible teneur en protéines nous renseigne sur les faibles taux d’acides
aminés présents dans les fruits.

La composition en cellulose (22,70) est tres proche de celle trouvée par
Mebirouk et al (2014) soit de (25,17) pour les feuilles de Pistacia lentiscus de la zone
humide du nord-est algérien.

La cellulose n’est pas digérée par I’homme mais elle est utile au bon
fonctionnement des intestins sous forme de fibres végétales. Ce qui explique ce que
nous avons constaté dans les résultats de ’enquéte ethnobotanique (chapitre 1) de
cette partie que le P. lentiscus est consomme principalement pour le traitement des

maladies de I’appareil digestif

11-1-2- Composition minérale

Quand on parle de la teneur en éléments minéraux d'une plante, il s'agit de la
totalite des éléments présents, dosés aprés destruction compléte de la matiere
organique. Les minéraux sont souvent classifiés en deux classes: les macro-minéraux
(Calcium, Phosphore, Sodium, Magnésium, Potassuim, Chlore, Soufre) et les
microminéraux (lode Cuivre, Fer, Cobalt Manganese, Molybdéne, Zinc et Sélenium.

L’analyse multi-elémentaire des fruits du lentisque a permis de déterminer les
teneurs en Na et K (ug/g M.S) par SEA-F a double faisceaux (Tab. 20).

La quantification des autres métaux comme le Ca, Mg, Fe, Zn, P, Mn et Cu dans
le fruit de Pistacia Lentiscus est déterminée par SEA-ICP. Les résultats sont

regroupés dans le Tableau 21.
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Tableau 20. Résultats des analyses du K et Na par SEA-F a double faisceaux et a
étalon interne (ug/g M.S).

Element K Na
Teneur en (ug/g M.S) 8,081 92

Tableau 21. Analyse par SEA-ICP a balayage de quelques éléments métalliques dans
le fruit de Pistacia Lentiscus L. (ug/g M.S).
Element Ca Mg Fe Zn P Mn Cu

Teneuren (ug/gM.S) 2,283 1301 17,3 154 10,359 305 123

Les résultats obtenus montrent que les fruits de Pistacia Lentiscus L sont riches
particulierement en fer (17,3 pg/g M.S), phosphore (10, 3 pg/g M.S) et manganése
(30,5 ng/g M.S) Ces éléments protecteurs interviennent dans différents processus
métaboliques et affectent la synthese de diverses hormones. Nous observons aussi
que I’élément Na possede la quantité la plus élevée (92 pg/g). Par contre le Mg et le
Can’existe qu’a des quantités trés basses par rapport aux autres éléments.

Selon Kegley & Spears (1994), la concentration en éléments minéraux des
plantes varie fortement avec le type de sol, le climat et le stade de la maturité.

Ces éléments sont des nutriments dont I’organisme a besoin chaque jour en
quantité importante (plusieurs centaines de milligrammes).

Le magnésium aide a lutter contre le stress, le calcium aurait un réle protecteur
du systeme cardiovasculaire. Quant a I’influx nerveux, il provient des variations de la
concentration de certains ions comme les ions sodium, potassium...

Les oligoéléments sont également indispensables, mais en plus faible quantité
(mille fois moins). Le fer intervient dans le transport de I’oxygene par le sang.

La richesse de cette plante particulierement en sodium, potassium, fer et
phosphore joue un réle important et bénéfique pour la santé qui peut expliquer son

utilisation thérapeutique

11-2-Etude phytochimique
Dans cette partie du chapitre nous présentons et discutons les résultats de la

quantification des teneurs des différentes classes de polyphénols. La quantification par
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spectrophotométrie (UV-visible) des principes actifs a partir des matrices végétales,
suscitent beaucoup d’intérét puisque les teneurs en ces molécules permettent de

renseigner sur leurs pouvoirs antioxydant.

11-2-1-Tests Phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les classes de métabolites
secondaires existants dans la pulpe mure de Pistacia Lentiscus L.par des réactions
qualitatives de caractérisation. Ces reactions sont basees sur la précipitation ou la
coloration par des réactifs spécifiques a chaque classe de composés. La coloration
observée est provoquée par 'utilisation d'un réactif approprié est due généralement a
la formation d'une conjugaison ou d'une instauration dans les molécules présentes dans
I’extrait du végétal étudié. Les résultats des tests sont regroupés dans le tableau 22.

Tableau 22. Résultats des réactions de caractérisation dans le fruit pistacia.

Classes recherchées Extrait
Alcaloides -
Flavonoides +
Tanins ++
Coumarines -
Composeés réducteurs ++

Avec : ++ Réaction moyennement positive
+ Reéaction faiblement positive
- Réaction négative

Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de
composés phénoliques et des composes réducteurs dans les extraits des fruits Pistacia
Lentiscus. De fortes teneurs en tanins et composés réducteurs ont été révélées, les
flavonoides sont présents en quantités plus faibles. En revanche nous remarquons que
les coumarines et les alcaloides sont absents dans les fruits du Pistacia Lentiscus L .

Cette étude a mis en évidence la présence de plusieurs composés chimiques

réputées avoir des activités biologiques intéressantes et absence de composés
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potentiellement dangereux tel que les alcaloides et les coumarines. Ces résultats sont

en faveur de 'utilisation de cette plante dans le domaine médicinal.

11-2-2-Quantification des composés phéenoliques
11-2-2-1-Dosage des polyphénoles totaux

Le dosage des plyphénoles totaux a éte réalisé selon la méthode Folin-ciocalton
en utilisant I’acide gallique comme standard, la teneur en composés phénoliques des
extrait a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique (Fig. 47) et
exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique par g de la matiére séche (mg
EAG/g. mg).

0,8 1~

0,7 1 y=0,007x +0,0423
R?2=0,98

0,6 -

Absorbance
o
S
1

200 400 600 800 1000 1200

Concentration en mg/|

Figure 47. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (solution métanolique).

Apartir de 1’équation de régression y= 0,007x + 0,0423, du courbe de calibration
de I’aacide gallique, on calcule la concentration en polyphénols totaux des extraits du
fruit de Pistacia Lentiscus.

Les résultats montrent une teneur moyenne en polyphénols totaux de 154,3466 +
2,5 mg AG/g de matiere seche. Cette valeur est en accord avec la teneur obtenue par
Piluzza G et al (2011) soit de 147.68 mg AG/g de matiere seche.
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Les travaux de Rached (2009) réalésés sur les feuilles du Pistacia Lentiscus L
montrent une variabilité des TP avec la date de récolte de la plante. Les valeurs varient
entre 365,50 et 344,62 mg g™

D’autres études (Bozorgi et al, 2013) réalisées sur cing variétés Pistacia (P.
vera, P. atlantica, P. terebinthus, P. khinjuk, and P. lentiscus) ont montré la richesse

de cette plante en composés phénoloques.

11-2-2-2-Teneur en flavonoides
La teneur en flavonoides des extraits du fruit a été déterminée a partir de la

courbe d’étalonnage de la catéchine (Fig. 48).

0,35 -
y=0,001x+0,0011
0,3 - R2=0,9273 L 2
0,25 -
0,2 -
o
[m]
0,15 -
0,1 -
0,05 -
0 T T T T T T 1
0 50 100 150 , 200 250 300 350
mg /I

Figure 48. Courbe d’étalonnage de la catéchine (en solution méthanolique)

Les teneurs en flavonoides totaux dans les fruits du lentisque sont exprimées en
en milligramme d’équivalent de catéchine par gramme de la matiére séche (Tab.23).
Tableau 23. Teneurs en flavonoides totaux.

Essais Absorbance Teneur Teneur moyenne
(Abs) (mgEcat/g MS) (mgEcat/g MS)
1 0,08416 74,60
2 0,08255 74,80 75,28+1,01
3 0,08391 76,44

Les résultats montrent une teneur moyenne en flavonoides 75,28+0,23
mgEcat/gMS. Cette teneur permet d’expliquer I’utilisation de cette plante en médecine

traditionnelle. En effet, les flavonoides sont largement connus par leurs activités
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antivirales, antispasmodiques, antitumorales, anti agrégation plaguettaires,
antiallergiques, hypocholestérolémiantes, antiinflammatoires, anti-hypertensives et

antimicrobiennes (Das et al., 1994; Formica et Regelson, 1995; Kim et al., 2004).

11-2-2-3- Teneur en tanins
Les teneurs en tanins condenceés dans les extraits du fruit du Pistacia Lentiscus,
en triplicata, figurent dans le tableau 24.

Tableau 24. Teneur en tanins dans les extraits du fruit du Pistacia Lentiscus.

Essai Absorbance Teneur Teneur moyenne
(Abs) (mgEcat/g MS) (mgEcat/gMS)
1 0,0564 50,29
2 0,0591 52,79 51,54+ 1,25
3 0,0578 51,54

Les tanins sont présents dans les fruits avec une teneur moyenne de 51,54+ 1,25
mgEcat/gMS ce qui traduit sa richesse en ces composés. Plusieurs travaux de
recherche ont constaté que les différents tissus de cet arbuste sont riches en tanins et
ils ont noté une grande variation de la teneur en tanins. Nous citons a titre d’exemple
les travaux de Mebirouk et al (2014) qui révélent une teneur en tanins totaux de 74,62
g équivalent acide tannique/kg MS.

Kumar et Vaithiyanathan (1990) rapportent des effets bénéfiques des tanins
condensés dans les aliments des ruminants (< 50 g/Kg MS) du fait qu’ils favorisent
I’absorption des acides aminés dans I’intestin gréle en les protégeant des effets du suc
gastrique, ce qui explique I'utilisation des feuilles de cette plante pour traiter les

problémes gastriques chez les animaux.

Les tanins sont des substances anti-nutritionnelles qui sont impliquées dans les
mécanismes de défense de la plante. Leur présence peut aussi traduire une réponse a
un stress (rareté des pluies, qualité du sol...) défavorable qui est associé a une
augmentation du niveau de tanins. C’est la raison pour laquelle nous constatons une
grande variabilité des teneurs en tanins dans les fruits et feuilles du Pistacia Lentiscus

selon la localisation géographique et 1’année de récolte.
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11-2-2-4- Teneur en anthocyanes
La teneur en anthiocyanes dans les fruits a été déterminée selon la norme
AFNOR, utilisant la relation suivante (Eq. 18):

TA (mg/100g) = A.10*.n/850 (18)

A : différence d’absorbance de la solution lue a 525 nm et a 595 nm
850 : coefficient cyanidol glucoside selon BUCKMIRE
n : coefficient de dilution qui est égal 2

Les anthocyanes sont présents dans le fruit Pistacia Lentiscus avec une gquantité
moyenne TAney = 7,684 = 1,5 mg/100g.

Les Anthocyanes forment une classe des phytoconstituents principale
responsable de diférentes couleurs des plantes (Patel, 2013). Ils sont connus aussi par
leurs effets préventifs contre le cancer (Wang, 2008).

Les anthocyanes améliorent 1’élasticité et la densité de la peau. Les
anthocyanes évitent aussi les rougeurs en renforcant la résistance des petits vaisseaux
sanguins de 1’épiderme. Les anthocyanes améliorent la vision nocturne et l'acuité
visuelle (Wang, 2008).

Le tableau 25 résume les teneurs en polyphénols totaux (mgeAG/gMS),
flavonoides (mg E cat/g MS) anthocyanes (mg/100g MS) et en acides phénoliques
(mgEAG/gMS).

Tableau 25. Teneurs en composés phénoliques de fruits de Pistacia Lentiscus L

TP TF TA TA T, Ph
154,34+2,50 75,28+0,23 51,54+1,25 7,6841,50 27,44+1,09

TP teneur en polyphénols totaux mg AG/g de matiére séche
TFteneur en flavonoides mg E cat/g MS

TA teneur en tannins mg E cat/g MS

TA teneur en anthocyanes mg/100g MS

Tac Ph teneur en acides phénols

11-3- Evaluation du pouvoir antiradicalaire par dpph

L’évaluation du pouvoir anti-radicalaire de 1’extrait de fruit de Pistacia
Lentiscus L.a été déterminé par deux méthodes : soit en déterminant le pourcentage
d’inhibition du radical DPPH’, soit en mesurant le volume Vso qui correspond au

volume efficace d’un extrait de concentration inconnue nécessaire pour inhiber 50%
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des radicaux DPPH'. Ce Vso est déterminé a partir des courbes représentant la
variation du DPPH’ restant en fonction du volume d’extrait ajouté ce qui permet de

déduire le 1Csxy.

Nous avons suivi par spectrophotometre la disparition du radical DPPHe entre
400 et 750 nm en fonction du volume ajouté de I’extrait méthanolique du fruit.

Le maximum d’absorbance du DPPH dans le méthanol se situe a 517nm avec
£15 = 12500 M'em™,

Nous constatons que I’absorbance de la solution de DPPH® (C=1,013.10" M)
diminue au fur et a mesure que nous ajoutons les extraits méthanoliques du fruit (Fig.
49). La couleur passe progressivement du violet au jaune : ceci s’explique par le
passage du DPPH® au DPPH-H. En effet, lorsqu’une solution de DPPH est mélangée
avec une substance qui peut donner un atome d’hydrogene, cela donne lieu a la forme

réduite DPPH-H avec une perte de la couleur violette.

DPPH*+ AH — DPPH-H + A®

La décoloration sera directement proportionnelle au nombre de protons captés et
peut étre suivie par la lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel a 517 nm. Elle
permet d’évaluer le taux de réduction du DPPH et fournit donc un moyen pratique
pour mesurer le pouvoir antioxydant des extraits étudiés

L’évolution des spectres d’absorption de 1’extrait de Pistacia Lentiscus est
représentée dans la figure 49.

Le tableau 26 représente les pourcentages d’inhibition et du DPPH restant.
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Figure 49. Evolution des spectres d’absorption de 1’extrait.

Tableau 26. Pourcentages d’inhibition et DPPHrest.

Solutions Absorbance % inhibition % DPPHrest
DPPH A, =1,0089

DPPH +5 pul A;=0,8512 15,56 84,438
DPPH +5 ul A;=0,719 28,734 71,65
DPPH +5 ul A;=0,5192 48,538 51,462
DPPH +5 ul A;=0,3224 62,097 37,903
DPPH +5 pl A;=0,3021 70,056 29,943
DPPH +5 ul A= 0,2344 76,766 23,239
DPPH +5 ul A; = 0,1645 83,695 16,805
DPPH +5 ul A;=0,1157 88,532 11,468
DPPH +5 ul A; = 0,0826 91,80 8,19
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Figure 50. Variation du % DPPHe restant en fonction du volume de I’extrait de

Pistacia
< Vso =14,75pul )

La concentration inhibitrice ICgy correspondant au volume Vg, (14,75 pl)

Avec

mentionné ci-dessus, est de 14,7510 mgl/l.

Le résultat obtenu par ce test montre que I’extrait méthanolique des fruits
présente un effet antioxydant remarquable vis a vis du radicale DPPH. Ce pouvoir
anti-oxydant peut étre attribué aux composés phénoliques présents dans les fruits de
Pistacia lentiscus, et qui sont connus comme substances antioxydantes ayant la
capacité de piéger les espéces radicalaires et les formes réactives de I’oxygene (Kelly
et al., 2002). Les travaux de longo et ses collaborateurs (2008) ont montré que les

anthocyanines présentes dans les fruits de Pistacia lentiscus piegent a 92 % le radical

DPPH’ pour une concentration de 0,005 mg/ml.

Conclusion
La quantification par spectrophotométrie (UV-visible) des principes actifs a

partir des matrices végétales, suscite beaucoup d’intérét puisque les teneurs en ces
molécules permettent de renseigner sur leurs pouvoirs antioxydants. Les teneurs des
polyphénols dépendent de plusieurs parametres tels que le tissu analysé, I’espéce

étudiée et les conditions des méthodes d’extractions.
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Introduction

Dans cette partie, nous présentons et discutons les différents résultats des
analyses quantitatives et qualitatives des huiles extraites & partir de des fruits du
Pistacia Lentiscus par soxhlet.

L’¢étude analytique de I’huile du Pistacia Lentiscus a concerné d’une part les
caractéristiques organoleptiques, a savoir I’aspect et la couleur de loviband, d’autre
part les caractéristiques chimiques comme la densité, le point de fusion, le point de
goutte et la mesure des indices de qualité. Le troisieme volet concerne le profil

chromatographique en acides gras et vitaminiques.

I11-1-Propriétés organoleptiques et physico-chimiques de I’huile du lentisque

Les propriétés organoleptiques constituent un moyen de vérification et de
controle de la qualité de I'huile. A T’issue de I’extraction par Soxhlet, I’huile du
Pistacia Lentiscus obtenue est visqueuse de couleur jaune et dont 1’odeur est
herbacée et épicée. Les parameétres organoleptiques des huiles analysés sont en accord
avec ceux des normes AFNOR. Les résultats de caractérisation organoleptique sont
rapportés dans le tableau 27.

Tableau 27. Caractéristiques organoleptiques de I’huile du Lentisque

Caractéristiques organoleptiques de I’huile du Lentisque

Aspect Visqueux
Couleur Jaune
Odeur Odeur fraiche et herbacée épicée

La caractérisation physico-chimique de la matiére grasse du lentisque est
résumée dans le tableau 28. Les fruits du lentisque sont riches en huile avec un
rendement élevé soit de 64,5%. Cette matrice est considérée comme 1’un des végétaux

riches en huile tel que I’olivier, le tournesol, le palmier a huile...
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Tableau 28. Caractéristiques physicochimiques de I’huile de lentisque ation

Paramétres Résultats
Rendement % 64,5
m 1,4395
Indice d’iode (Wijs) 69,64
Indice acide mg KOH/g norme AOCS 2,345
Indice de peroxyde mg/kg 4,2
Point de fusion °c 2,7
Point de goutte °c 23,4
Indice saponification mgKOH/g norme T 60206 192,67
% insaponifiable m/m 0,75

e Indice de réfraction et indice d'iode

L'indice de réfraction dépend, comme la densité, de la composition chimique de
I'nuile et de la température. Il croit avec l'insaturation et la présence sur les chaines
grasses de fonctions secondaires. D’aprés le tableau 28, l'indice de réfraction de
I'nuile de lentisque est de 1,4395 qui est proche de celui d'argan connu par sa large
utilisation dans I’industrie cosmétique. Cet indice est proche de celui mesuré par
Boukeloua Ahmed (2009) sur I’huile du lentisque du tell algérien soit de 1,468. Ces
valeurs sont proches de celles rapportées par Karleskind A. (1992), concernant les
huiles d’olive, de palme, et d’avocat, qui sont respectivement (1,468-1,470) et (1,453-
1,458) et (1,465-1,474). L'indice de réfraction renseigne la longueur moyenne des
chaines d'acides gras puisque il croit avec l'insaturation et la longueur des chaines
d'acides gras.

Le degré d'insaturation global d'une huile végétale est déterminé en mesurant son
indice d'iode. Plus celui-ci est éleve, plus I'nuile contient des AG insaturés. L’indice
d’iode de I’huile du Pistacia est de I’ordre 70 g d’iode/100g d’huile cette valeur est
presque deux fois supérieure a celle obtenue par Bouteldj et Kadjoudj (2013) (43,79
et 44,76 g d’iode/100g d’huile).
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L'indice d'iode de I’huile du lentisque obtenue permet de classer cette huile en

huiles non siccatives comme les huiles d’olive, d’arachide et d’amande avec un indice
li <100 fixee par la norme du Codex Alimentarius.

Ces deux indices, indice de réfraction et d'iode sont d'importants critéres
d'identification des huiles. Selon Wolff J. P. (1968). Il existe un rapport étroit entre
I'indice d'iode et I'indice de réfraction. Pour une huile ni oxydée ni polymeérisee, les
deux indices varient dans le méme sens. Cela permet de classer les huiles en huiles non
siccatives (li<100 et 1,467<IR<1,472), en huiles semi-siccatives (100<1i<130 et
1,470<IR<1,478) et en huiles siccatives (1i>130 et 1,481<IR<1,482).

e Indice d'acide et Indice de peroxyde

L’indice d'acide qui mesure la quantité d'acides gras libres résultant des réactions
hydrolytiques des triglycérides et I’indice de peroxyde sont deux critéres de qualité
permettant de rendre compte de I'état de conservation d'une huile.

L’huile du lentisque présente un faible indice d’acide soit de 2,345 mg KOH/g
d’huile. Charef et ses collaborateurs en 2008 reportent des valeurs d’acide de I’huile
de lentisque cultivé en Algérie deux fois plus grande soit de 5,891 a 6,203 mg KOH/g
d’huile. Un indice d’acide élevé peut étre attribué a une mauvaise conservation des
fruits.

La valeur trouvee dans cette étude est inferieure a celle de plusieurs huiles
végétales comme I’huile de sésame (IA =2,60), d'arachide (IA =3,05), de palmiste (IA
=4,49) et I'huile de palme (1A = 29,17).

Les résultats obtenus pour la teneur en peroxyde sont représentés dans le tableau
28. L'indice de peroxyde est une grandeur qui permet d'apprécier le degré d'oxydation
d’une huile. La valeur de I’indice de peroxyde obtenue pour I’huile analysée (4,2
mg/kg d’huile) est inferieure aux normes du codex alimentarius qui fixe la valeur
inférieure a 10 mEq de peroxydes/kg d'huile.

La bibliographie mentionne que I’indice de peroxyde (IP) de certaines huile

veégétales oscillent entre 10,96 et 18,7 méq O, actif / kg d’huile.
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e Point de goutte et point de fusion

En examinant le tableau 28 I’huile du lentisque qui présente un point de goutte
23,4°C proche de la tempeérature ambiante, une telle valeur obéie aux normes de
I'’AOCS (American Oil Chemists' Society) qui exige la fusion de I'échantillon a des
températures inférieures a I’ambiante.

L’huile du lentisque présente un point de fusion faible soit de 2,7 degrés valeur
plus faible que plusieurs huiles végétales comme I’huile d’arachide 3°C, huile d’olive
5-7°C, huile de coco 23°C.... Le point de fusion d'un corps représente la température a
laquelle coexistent son état solide et son état liquide. Lorsqu'une substance solide est
chauffée, elle augmente de température jusqu'a atteindre le point de fusion. Une fois au
point de fusion, la température reste constante tant que la substance n'est pas passée

entierement sous phase liquide.

¢ Indice de saponification et pourcentage en insaponifiable

L’huile du Pistacia Lentiscus présente un indice de saponification de 192, 67
mgKOH/g d’huile valeur légeérement inferieure a celle trouvée par Boukeloua et ses
collaborateurs qui mentionnent que I’huile du lentisque cultivée en Algérie présente un
indice de saponification compris entre 197,75 a 213,45 mgKOH/g d’huile Bouteldj et
Kadjoudj (2013). Par contre Charef et al (2008) ont révéle un faible indice par rapport a
celui de la présente étude en effet I’huile extraite a partir des fruits noirs de Pistacia
lentiscus présente un indice de 147,8 + 0,2 mgKOH/g d’huile tandis que pour les fruits
rouge, cet indice est de 154,6 0,1 mgKOH/g d’huile.

La variation de I’indice de saponification peut étre due aux facteurs
peudoclimatiques et le stade de maturité. Mais géenéralement cet indice est comparable
avec les indices d’autres huiles végétales comme 1’huile d’olive, de palme et d’avocat
qui ont respectivement des indices de saponification de 184 a 196, de 190 a 205 et de
177 a 198 mgKOH/g d’huile (Karleskind A., 1992).

I11-2- Quantification de la vitamine E dans I’huile du Pistacia
La teneur en vitamine E dans la fraction lipidique des fruits de Pistacia

Lentiscus est déterminée colorométriguement dans la région du visible entre 400 — 700

-117 -



Partie Ill: Résultats et discussions- Analyses quantitative et qualitative des
SEIELIBIECEIEN huiles de Pistacia

nm pour les substances colorées tout en utilisant une courbe d’étalonnage d’une

solution mére de I’a-tocophérol comme standard de concentration initiale de 2102

mg/ml les mesures sont effectuées a Amax =510 nm (Fig.51).
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Figure 51. Courbe d’étallonnage de la vitamine E dans un milieu heptanique de FeCls.

A partir de la relation y=0,227x-0,005 du courbe de calibration du tocophérol
Abs=f(C) est déduite la concentration en vitamine E dans 1’huile du lentisque soit de
6,6mg/100g d’huile. Cette concentration s’avére importante par comparaison avec
I’huile de R. heudelotii ayant une teneur basse soit 0,39 mg/g d’huile.

La vitamine E (a-tocophérol) assure les propriétés vitaminiques et antioxydantes
des huiles. Le role important et la fonction la plus universellement reconnue de la
vitamine E est sa fonction antioxydante qui protége les acides gras polyinsaturés, mais
également les protéines membranaires (en particulier leurs fonctions thiols). Contre

I’oxydation par les radicaux libres.

D’autre part, la teneur trouvée en vitamine E dans I’échantillon s’avére faible en
comparaison avec d’autres huiles végétales a savoir 1’huile de tournesol qui présente
une concentration de 94 mg par 100g, I’huile brute de soja renferme une teneur
comprise entre 80 et 167 mg par 100 g.
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111-3- Couleur LOVIBOND
Le colorimétre visuel permet la mesure des huiles végétales selon les unites

Lovibond. La couleur est déterminée en comparant la lumiére transmise a travers
I'échantillon et celle transmise a travers les standards de couleur Lovibond, une série
de verres colorés calibrés dans lequel chacune des couleurs de base rouge, jaune, bleu
en partant de teintes trés pales jusqu'a des teintes trés sombres. Les huiles sont
mesurées soit par la lumiére transmise quand elles sont en fusion, soit par la lumiére
réfléchie quand elles sont a I'état solide. Les résultats de mesure sur I’huile de Pistacia
lentiscus pour 1’évaluation de la quantité des pigments, donnés par I’equation 19,
sont consignés dans le tableau 29.

C=70,7j+1,7r +0,3b (19)

Tableau 29. Couleurs complémentaires et couleur lovibond

Couleurs complémentaire Longueurs d’onde (nm) Couleur lovibond
Jaune 345-480 Bleu=0,3
Rouge 490-500 Rouge=1,7
Bleu 580-595 Jaune=70,7

Avec j: jaune ; r: rouge et b: bleu

Les longueurs d’ondes sont transformées en unités LOVIBOND. Nous
observons dans le cas de I’huile de Pistacia Lentiscus que la couleur dominante est la
couleur jaune et que I’origine de I’huile est due a I’abondance des caroténoides. Cette

teneur se trouve dans les normes ce qui confirme la fidélité de la méthode d’analyse.

I11-4- Composition chimique de I’huile de lentisque par CPG

Les acides gras sont considérés comme un code génétique des huiles, ce sont les
constituants majoritaires de ces derniéres avec lesquels on peut identifier leurs natures.
L’analyse des résultats des esters méthyléniques relatifs aux acides gras de I’huile de

lentisque etudié montre la présence de cing acides gras (Tab.31).
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Les acides gras figurant dans les chromatogrammes des figures 52 sont identifiés

a partir de la comparaison des temps de rétention et des caractéristiques des acides

avec ceux des standards et des esters méthyliniques.

Figure 52. Chromatogrammes CPG de I’huile du Pistacia Lentiscus

L’analyse chrommatographique par CPG-FID des esters méthyliques obtenus par
trans-estérification directe permet de classer cette huile caractere insaturé. Nous
constatons une prédominance des acides gras insaturés.

Au total, cing acides gras (Tab. 30) ont éte identifiés dans I’huile du lentisque;
dont un acide est a caractere saturé : (acide palmitique) et quatre acides gras sont
insaturés a savoir les acides: acide palmitoléique, linoléique (w6), oléique et

linolenolique (®9).
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Tableau 30. Temps de rétention des constituants standards, des esters méethyliques et

acides gras de I’huile de Pistacia.

Pl standards Esters Acide gras (%)
Tr (Min) Tr (mMin) identifié

1 10,70 10,55 A. palmitique C16 :0 2,039

2 11,33 11,33 A. palmitoléique C16 :1 27,189

3 14,66 14,39 A. oléique C18 :1 19,832

4 15,03 15,01 A. linoléique C18 :2 (w6) 49,163

5 15,33 15,50 A. linolénolique (»9) 1,775

Tk : temps de rétention.

Cette composition est conforme aux résultats donnés par d’autres travaux
(Kallihecka, 1995 ; Eugene, 1995), mais une variabilitt est notée dans les
pourcentages. En effet, Charef et al. (2008) ont montré que I’huile extraite de fruits du
Pistacia lentiscus d’Algérie, de la région de Skikda, est composée de trois acides gras
dominants et qui sont palmitiques 16,3%, oléiques 55,3% et linoléique 17,6%. L’huile
contient une quantité appréciable d'acides gras insaturés 78,8% la fraction non
saponifiable contient des tocophérols, des stérols et des composants phénoliques

La valeur ¢levée de I’acide palmitoléique qui est de I’ordre 27,1 est une
exception par rapport a I’huile de soja et d’olive que I’on retrouve soit a 1’état de trace
ou a treés faible teneur. D’aprés 1’étude de Mezni et al. (2012), la composition en acide
gras (Tab.53) de I'huile des fruits mdrs de Pistacia cultivées a Nefza et Bizerte
(Tunisie) a donné une composition différente de celle de la présente étude.

Tableau 31. Composition en acides gras d’huile de lentisque d’aprés Mezni et al. (2012)

Région Nefza Bizerte
Acides gras Composition (%)
Oléique (C18 :1) 54,45+2,11 54,45+3,08
Palmitique (C16 :0) 26,94+0,8 27,79+0,8
Linoléique (C18 :2) 16,03+1,50 15,49+3,10
Palmitoléique (C16 :1) 1,41+0,08 0,66+0,34
Stéarique (C18 :0) 1,15+0,10 1,60+0,50
% A.G.Saturé 28,09 29,39

% A.G.Insaturé 71,89 71,52
Saturé / insaturé 0,39 0,41
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En comparant les résultats de la composition en acide gras de I'huile investiguée
avec ceux collectés par Unciani (1992) et en raison de son contenu en acides gras
insaturé (oléeique, linoléique) et d'acides gras saturés, nous pouvons affirmer que notre
huile est de bonne qualité nutritive et médicinale

L’utilisation thérapeutique de cette huile par la population algérienne peut étre
expliquée par sa teneur élevée en acide linoléique. Cet acide gras polyinsaturé est le
précurseur de la famille de ’acide gras oméga 3 connu pour leur grand intérét dans la
prévention des maladies cardio-vasculaires

L’utilisation des indices de KOVATS mesurés sur les colonnes polaires et
apolaires présente une meilleure information concernant les acides gras car les temps
de rétention ne sont pas significatifs, ce qui nous a ramené a opter vers la methode
technique NEAT utilisant comme étalon méthyle oléate. Les résultats sont des deux
échantillons (huile pure et étalon interne) ainsi que leurs superpositions sont donnés

par la figure 53.
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Figure 53.Composition du spectre de I’huile pure a celui du methyle oléate
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En examinant les chromatogrammes de la figure 53, dix composés ont été

identifiés répartis en acides gras, aldéhydes, terpenoides et esters. Les composes
majeurs sont les acides gras comme I’acide élaidique, acide stéarique, acide
nonanoique, acide oléique, chlorododécanoique, acide azélaique, methyle oléate,

decanal, nonanal et I’oxacyclopentadécane -2- one.
I11-5- Analyse de I’huile fixe de Pistacia Lentiscus L. par IR

Les résultats de 1’analyse de I’huile du lentisque par infrarouge sont consignés

dans le spectre de la figure 54.
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Figure 54. Spectre IR de I’huile fixe de Pistacia Lentiscus L extraite par Soxhlet.

L’analyse du spectre permet d’identifier des hydrocarbones aliphatiques,
oléfines, et des composes aliphatiques carbonates d’esters
» Hydrocarbones aliphatiques

Les deux pics situés a 294147 cm™ et 2870,77 cm™ caractérisent les
hydrocarbones aliphatiques. L’¢longation de la liaison C-H a forte intensité présente
deux autres pics 1’un situé a 1469,36 pour 1’élongation C-H a forte intensité le second
est situé & 1384,47 cm™ exprimant la déformation de la liaison C-H dans CH, et CHs.

Le pic situé & 727,28 cm™ & intensité moyenne définit I’¢longation de la liaison C-H.
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= Oléfines

Elles sont caractérisées par un pic a faible intensité situé a 3023,38 cm™
correspond a I’¢longation de la liaison =C-H dans (R CH = CH R). et un deuxiéme pic,
a faible intensité situé a 1660cm™, correspond & 1’élongation de liaison C=C (cis —
RCH=CHR).

= Aliphatiques carbonates esters
lls sont caractérisés par deux pics : un pic situé a 1755,99 cm™ pour 1’élongation
de la liaison C=0 & forte intensité dans (R COOR), le second pic situé a 1300 cm™
pour I’¢longation de liaison C-O a forte intensité dans (R COOR).
D’aprés les données ci-dessus, on prévoit que quelques constituants de 1’huile de

Pistacia Lentiscus L.ont pour formule brute :

CH3-(CH2)n1- CH =CH - (CHz)nz - CH =CH- (CHz)ng— COO-R

I11-6- Analyse de I’huile de Pistacia Lentiscus L. extraite du fruit par FT/IR

Pour plus d’informations sur la composition de 1’huile étudiée une deuxieme
technique d’analyse de I’huile de Pistacia Lentiscus a ét¢ menée qui couple
I’infrarouge avec la transformée de Fourier (Eq. 20,21).

Les deux equations suivantes en cosinus sont essentielles, elles permettent de
relier ’intensité 1(8) de la radiation arrivant au détecteur a la densité spectrale de

puissance B(v), pour un nombre d’onde v.

Blv) = J+xf(5:}{.'ﬂ.5‘2?rv 5 dé (20)

oo

1(8) =L B(v)cos 2mv &dv (21)

La premiere de ces deux équations exprime les variations de la densité spectrale
de puissance en fonction de la différence de chemins optiques 8. la seconde relie les
variations d’intensité au nombre d’onde v. Ces deux équations peuvent étre
interconverties par une transformation de Fourrier. L’obtention d’un spectre infrarouge

a partir de ’interférogramme est en réalité une opération trés complexe. Le spectre de
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I’huile du lentisque est analysé en se basant sur celui de 1’étalon le méthyle oléate qui

est représenté par la figure 55.
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Figure 55. Caractéristiques des composés de référence méthyle oléate.

La figure 56 illustre le spectre de I’huile de Pistacia lentiscus ainsi que les
vibrations tandis que la figure 57 présente la superposition des deux spectres FTIR de

I’huile et de I’étalon le méthyle oléate.
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Figure 56. Spectre IRFT du méthyle oléate et résultat du triage des pics.
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Figure 57. Spectre IRFT de I’huile pure de Pistacia lentiscus et esters méthyliques.

L’étude spectrale de I’huile analysée par FTIR montre les différentes
caractéristiques et les élongations des bandes d’absorption des différents groupes
fonctionnels des constituants de 1’huile de Lentisque (Tab.32).

Tableau 32. Comparaison entre les nombres d’onde du méthyl oléate (IRFT) de I’huile

(IRFT) et de I’huile (IR).

Méthyl oléate Huile (IRFT) Huile (IR) Groupes
V (IRFT (cm™) v (cm™) v (cm™) fonctionnels
3006,48 C-H 300648 C-H 3023,38 C-H alcanes (R-H)
1658,75 C=C 165752 C=C 1660 C=C RCH =CHR
1747,19 C=0 1747770 C=0 175599 C=0
1238,08 C-O0 1238,08 C-O 1300 C-O RCOOR
2923,36 C-H 2919,70 C-H 294147 C-H R-H
2854 ,13 C-H 2854,13 C-H 2870,77 C-H R-H
1464.,47 C-H 1464,67 C-H 1469,36 C-H R-H
1377,89 C-H 137789 C-H 138447 C-H -CH3,-CH,
722,211 C-H 722,211 C-H 72728 C-H R-H

On constate sur le spectre de 1’huile donné par IR/TF, un pic situé¢ a 1711,51

cm™ pour Iélongation de la liaison C=0 a forte intensité dans (R-CO-R "), un pic situé
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41711,51 cm™ a forte intensité dans (RCHO), lepic situé a 590,11 de liaison C-Cl dans
(R-CHCI-COO0-RO).

En se basant sur ces donnés nous constatons que 1’huile de Pistacia Lentiscus

L.extraite du fruit renferme des cétones, des aldéhydes, des chlorures et des esters.

I11-7- Analyse de I’huile de Pistacia Lentiscus L. par UV /VIS

L’analyse spectrale dans la région visible enclore la limitation des composés
colorés ou incolorés qu’on peut les transformer en composés colorés par réaction
chimique ou les rendre colorés par addition de réactifs qui forment avec ces composés
des complexes colorés. Dans la région visible, I’absorbance du rayonnement lumineux
est situes dans la région des longueurs d’onde de 400-800 nm.
Tandis que I’analyse spectrale dans la région UV, renferme tous les composes colorés
et non colorés qui possédent une absorbance dans la région des longueurs d’onde pour
les rayonnements UV situés entre 185-400 nm.

A partir de ces longueurs d’onde pour des concentrations différentes (Fig.59,
60 et 61) on peut déduire les chromophores correspondant a ces longueurs d’onde
caractéristiques de 1’absorption électronique moléculaire.

Les longueurs d’onde 315 nm, 316 nm et 317 nm correspondent a un
chromophore constitué par la molécule conjuguée entiére.
Nous avons utilisé comme référence I’azobenzéne qui a une absorbance correspondant
a une longueur d’onde A= 315 nm. Le doublet électronique de 1’azote participe en fait

a la conjugaison (R-N=N-R)

oAY

Azobenzéne

- La longueur d’onde 226 nm correspond a des esters et acides (R-COO-R, RCOOH)
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- La longueur d’onde 217 nm correspond a des alcénes (bande intense 3,14 245) met
en jeu le systeme a deux doubles liaisons conjuguées dans son entier (R-C=C-C=C-R)

-La longueur d’onde 211 nm correspond a des aldéhydes et cétones

(R-CHO, R-CO-R).

Donc, on peut prévoir que I’huile extraite du fruit de Pistacia Lentiscus L.est
constituée de molécules renfermant les fonctions (ester, acides, cétones, aldéhydes et

alcenes conjuguées).

La superposition des spectres a différents concentrations 20 ; 5 ; 2,5 et 1,25¢/L
de I’huile de Pistacia est donnée dans la figure 59 et celle de I’huile fixe de Pistacia
Lentiscus L est donnée par figure 60 tandis que le spectre des esters méthyliques est
donnée par la Figure 61. Ces spectres permettent d’identifier des fonctions diverses :
hydrocarbures, alcools, aldéhydes, cétones et esters dans I’huile fixe de Pistacia. Ces
composés mineurs ne représentent que 1’insaponifiable des I’huiles fixes extraites de la

graine oléagineuse.
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Figure 58. Superposition des spectres UV/VIS a différents concentrations 20 ;5 ; 2,5
et 1,25g/L de I’huile de Pistacia.
Les résultats des analyses montrent que 1’huile du fruit du Pistacia contient un

taux important d’acides gras insaturés. Selon la classification des huiles végétales
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alimentaires en acides gras insaturés, nous pouvons classer 1’huile de Pistacia parmi

les huiles végétales de type oléo- linoléique.
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Figure 59. Spectre UV de I’huile fixe de Pistacia Lentiscus L.
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Figure 60. Spectre UV des esters méthyliques de Pistacia Lentiscus L.

Les composés identifiés ci-dessus possedent des fonctions diverses :
hydrocarbures, alcools, aldehydes, cétones et esters. Ces composés mineurs ne
représentent que I’insaponifiable des 1’huiles fixes extraites de la graine oléagineuse.
Ces composés jouent un grand role dans I’ardme de I’huile vierge et contribuent au

plan analytique a 1’établissement d’un diagnostic de pureté ou qualité de I’huile.
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Conclusion géeneérale

Les plantes sont et restent une source inépuisable de composés a structures complexes
auxquels sont attribués de nombreuses propriétés thérapeutiques

Le présent mémoire de thése représente une contribution a la connaissance du
fruit Pistacia lentiscusL par une étude ethnobotanique, physico-chimiques
phytochimiques et I’évaluation de I’activité antioxydante par le test du piégeage par le
radical DPPH, en se basant sur des techniques analytiques CPG, IR et UV.

L’¢étude ethnobotanique menée aupres de la population de cing régions du nord
Est: de I’Algérie : El-Hout, Oum-Theboul, Roum EI-Souk, EIl-Aioun et région de
Bougous, a concerné 1’usage de la plante (fruit ; feuille, racine et huile fixe) dans le
domaine médicinale. Cette enquéte nous a permis de répertorier un certain nombre de
maladies traitées par Pistacia lentiscus L. Il s’agit essentiellement d’affections du tube
digestif (estomac, intestins,...) des maladies dermatologiques (eczéma, plaies ...) et
buccodentaires (maladies de gencives).

Cette enquéte a permis de collecter le maximum d’information concernant les
usages theérapeutiques traditionnels locaux de cette plante, de dévoiler le large éventail
de I'utilisation en thérapie de son feuillage et de I’huile des ses fruits. Les résultats
montrent que 47% de la population utilise les feuilles pour le traitement des affections
gastro-intestinales et maux d’estomac. L’huile fixe de Pistacia Lentiscus est trés
utilisée pour soigner les briilures, maux d’estomac les maladies de la peau, les ulceres
et les abcés. Seulement 2% de la population utilise les racines comme tisane pour
apaiser les maux de I’estomac.

Nous avons constaté que la méthode d’extraction d’huile traditionnelle et les
moyens utilisés ne sont pas en faveur d’un bon rendement en huile. En effet en
appliquant cette méthode une quantité considérable d’huile peut se perdre.

Ces résultats peuvent étre considérés comme une source d’information pour les

recherches scientifiques dans le domaine de la phyto-chimie et de la pharmacologie.

L’étude physico-chimique a été consacrée a la caractérisation du fruit (teneur en
eau, cendre, matiere grasse, proteines totales et cellulose brut. Les resultats montrent

des teneurs en eau de 9,95% et en cendres de 3,75%. Cette étude a montré la richesse
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du fruit de Pistacia Leniscus L. en protéines (10 ,95%), cellulose (22,70) utile au
bon fonctionnement des intestins sous forme de fibres végétale et en minéraux (K, Na,
Ca, Fe, Mg, Zn et Cu). Le sodium présente la teneur la plus élevée (Na : 92 ug/g M.S),
le Mn vient en seconde position avec une teneur de 30,5 pg/g M.S. Pour les oligo-
éléments (Fe, Zn, Mn et Cu), le fer présente la teneur la plus élevées (17.3 pg/g M.S),
le phosphore (10,3 pg/g M.S) et le manganése (30,5 pg/g M.S). Ces éléments
protecteurs interviennent dans différents processus métaboliques et affectent la
synthese de diverses hormones.

Ces résultats valorisent cette plante et mettent en avant sa capacité bénéfique

pour la santé humaine et peuvent expliquer son utilisation en médecine traditionnelle.

L’étude phytochimique des extraits du fruit de Pistacia Lentiscus L. met en
évidence sa richesse en antioxydants composés bénéfiques pour la santé humaine. Les
polyphénols totaux sont présents avec des teneurs de 154,35 £2,5 mg EAG/g, les
flavonoides présentent des teneurs de 75,2 mg Eq cat/g de MS ; les tanins enregistrent
des teneurs de 51,5 mg Eq cat/g MS), les anthocynes qui caractérisent la couleur du
fruit montrent une teneur de 7,684 mg/100g.

La richesse des fruits de Pistacia Lentiscus en composés phénoliques permet
d’expliquer I'utilisation de cette plante en médecine traditionnelle. En effet, ces
composés sont largement connus par leurs activités antivirales, antispasmodiques,
antitumorales, anti agrégation plaquettaires, antiallergiques, hypocholestérolémiantes,

anti-inflammatoires, anti-hypertensives et antimicrobiennes

L’analyse des extraits huileux des fruits par les méthodes spectroscopiques et
chromatographiques ont permis d’identifier cing acides gras (Acide palmitique ; Acide
palmitoléique ; Acide oléique; Acide linoléique ; Acide linolénique).

Mis-a-part 1’acide oléique (mono-insaturé) et 1’acide palmitique (saturé), I’huile de
lentisque contient un taux élevé un acide gras di-insaturé considéré comme source
nutritionnelle treés importante,

L’utilisation thérapeutique de cette huile par la population algérienne peut étre

expliquée par sa teneur élevée en acide linoléique. Cet acide gras polyinsaturé est le
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précurseur de la famille de I’acide gras oméga 3 connu pour son grand interét dans la

prévention des maladies cardio-vasculaires.

En perspectives nous envisagerons les études suivantes:

Approfondir I’étude sur les extraits huileux du Pistacia Lentiscus a travers 1’analyse
qualitative des constituants de la fraction insaponifiable du fruit.

Mettre en évidence les potentielles activités biologiques tout en déterminant avec
précision les molécules présentes et responsables de ces activités.

Une amélioration des méthodes d’extraction en utilisant 1’extraction par CO,
supercritique qui est une méthode respectueuse de I’environnement et qui permet
d’obtenir des extraits « propres » sans traces de solvants dont leurs utilisation dans les

domaines médicinales, pharmaceutiques et cosmétiques ne présentent pas de risques.
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Listes des annexes
Teneurs des acides phénols totaux :

Tac-phénols =TpPhénols X Tfla + Tta + Tant
TAc.phéno|s =154, 3466 — 126,8968 = 27,4498mgEAG/g .MS
ATac. phénols = 2,5 — X 0,23 + 1,25 + 0,015 = 1.
Couleur LOVIBOND :
Elle est exprimée par 1’équation suivante :
Couleur (C)=XJ+ YR +ZB
J:jaune, R:rouge, B:bleu
X:52 , Y:5 Z: 0.
Indice d’acide (1) :
Calcul :
Pour la prise d’essai : volume de la solution KOH = 0,4 ml
Pour le ttmoin : volume de la solution KOH = 0,2 mi
Volume de la solution KOH neutralisant 1’acide libre = V,,
Vg=0,4-0,2=0,2ml
Masse molaire (M) de KOH =56 g
Normalité (N) de KOH = 0,1
Masse (m) de KOH = 5,6 ¢/ litre

Masse (m’) de KOH dans 0,2 ml = 1,12x 10™3g = 1,12mg et par conséquent : I =
2,24 mg/g d’huile

On a effectué 3 essais :
la1 = 2,24 mg KOH /g d’huile
a2 =2,016 mg KOH /g d’huile

laz =2,779 mg KOH /g d’huile
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o . IA1 +IA2 + IA3 KOH .
Donc I’indice d’acide (In) = % = 2,345 mg P d hut

Indice de Saponification :

- Dosage de la prise d’essai : le volume de la solution HCI (V,) qui a neutralisé le KOH
restant (qui n’a pas saponifié I’ester) = 24,5 ml

- Dosage du témoin avec HCI : le volume de la solution qui a neutralisé le KOH est 37
ml d’acide.

Donc le volume de la solution de KOH n’ayant servi a saponifier I’ester est
égale a V.

10 X245
Y

\%

= 6,62 ml

Il s’ensuit que les 0,98 g de substance ont été saponifiés par V' de solution
KOH.

V = 10- 6,62 = 3,38 ml de solution KOH (1N)

Et par suite ; la masse (m) de KOH contenue dans 3,38 ml

_ 56gx338 .
=— oo = 0.18928 g = 189,28 mg
Comme la prise d’essai était de 0,98 g il aurait fallu pour 1 g

189,28 x 1
U,T = 193 mg de KOH/g d'huile

Et finalement I’indice de saponification I a pour valeur :
Is=193 mg KOH /g d’huile.

La Teneur d’iode :

La teneur d’iode, on la calcule en se basant sur les réactions d’oxydoréductions
suivantes :

|2+I— 4:» 1—3
[3+2e — 3T

25,0,7%  —» S,0,7%+2¢

I3+2S,0;72 — 5 3T +S,0,7°
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Selon cette réaction on constate qu’une mole d’iode réagit avec deux moles
d’ions thiosulfate.
Donc, on doit diluer la solution ICl a I’aide du mélange acide acétique

cristallisable — tétrachlorure de carbone (70 : 30 en volume) de facon que 5 ml de la
solution d’iode finale correspondent sensiblement a 10 ml de Na,S,03 (0,1 N).
Enfin, la normalité de la solution d’iode (N; = 0,1).

Titrage de ’ammoniaque par une solution titrée d’acide chlorhydrique 0,05 N :

En présence d’un acide comme I’acide chlorhydrique (H;O™ CI"), le borate
agira comme une base dans un rapport steechiométrique de 1 pour 1.

NH4 +HzBO3 + (H30+ ; Cl_) — NH4C| + H3803 + Hzo 4
Calculs :

Pour I’acide chlorhydrique on sait qu’une mole d’acide réagit avec une mole
d’ammoniaque donc on obtient 1’égalité suivante :

1 mole d’acide = 1 mole d’ammoniaque = 1 mole d’azote (réaction 4) selon la
formule :

n=c.v

n : nombre de mole
c : concentration (M/L)
v : volume (L)

Donc :

Le nombre de moles d’azote (ny)= C4 Va

C, : concentration de ’acide (HCI)

V,: Volume de ’acide versé a 1’équivalence.
La masse d’azote (my) :

Elle est donnée par la formule suivante :

mN: Ca.Va. M

my=0,05x 0,124 x 14 = 0,087 g
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% en azote = % % 100 = 1,74

% en protéine = 1,74x 6,25 ~ 10,90.

I11.11.2Produits, solvant et standard

H,SO, (99 %, d= 1,15, marque prolabo), K,SO4(marque prolabo), Acide
bourique (marque prolabo), acide chlorhydrique (99 %, d= 1,19, marque prolabo), n-
hexane (marque PRS cheminova), NaOH (marque PRS cheminova). Acide
chlorhydrique et I’acide nitrique (tous deux de qualité pour spectroscopie).Chlorure de
sodium (NaCl) et chlorure de potassium (KCI) de prolabo.Carbonate de lithium
(Fluka).Monochlorure d’iode (IC1) sous forme de cristaux.Acide acétique cristallisable
(CH3COOH).Tetrachlorure de carbone (CCly).Cristaux d’iode (I).Solution d’iodure de
potassium (KI) (100g/l).Solution de thiosulfate de sodium (Na,S,03).Empois
d’amidon (10g/1). Heptane (Fluka, puret¢ 99%, chemika 51750).Solution de FeCls
(0,2%) dans [D’éthanol (Fluka).Solution d’orthophénantroléine (0,5%) dans
I’éthanol.Ether de pétrole (product of Stinnes Chemicals-Deutschland).Ruban
pH.Na,SO, (cristaux).Solution méthanol ascorbique (Janssen.B 2440 Geel
Belgium).Méthanol (R.P.Normapur Prolabo 99,8%). Solution KOH (70%).Solution
d’éther éthylique (Prolabo).n-heptane (FLUKA, pureté 99%).Solution de FeCl; (0 ,2%
dans 1I’éthanol). Methanol (Janssen. B. 2440. Geel Belgium 99, 5% v/v). Heptanes
pour chromatographie. Réactif de Folin-Ciocalteu (Fluka). (Na,Cos, Prolabo).
Vitamine E,acide palmitique, acide palmitoléique, acide oléique, acide linoléique,

acide linolénique, acide érucique et palmitoléate de méthyle.

11.11.3 Matériel

Balance analytique (marque OHAUS), plague chauffante (marque
STUART),étuve (marque MEMMERT).Centrifugeuse(MPW). Agitateur magnétique
(Bioblock Scientific 64725). Montagesoxhlet. Spectromeétre d’absorption atomique a
four de graphite de type GF 90 produit par Thermo-Unicam Cambridge,
GB.Spectrophotometre UV-Visible (Labomed). Spectrométre d’émission atomique de
flamme a double faisceau modéle 1100 B et HGA 700 de chez PERKIN ELMER.
Spectrophotomeétre Model V -630, N°= de série A 125 361 148.Verrerie de laboratoire.
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Appareil de CPG : équipé d’un détecteur a ionisation de flamme et d’un intégrateur
numérique type PACKARD 429.Micro- seringue: pour I’injection des
échantillons.Colonne capillaire : DB 1701(Chromaptic) de longeur 30m et de diametre
0,25mm.
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Amixane Mor® and Saan Do

Laboraiory of The Phyiochrmizry (epoimen of Chewleiny,
L'nivarsiy of Bogd Mobivar BF (2 Aonaba Dy Aleeia
Eomal': iz abuarlboder @vohos pr

mcn-chormaral wisdy arad biochareical propertes of e cilee-
rI:I:u:l mm Piraria bt s prenicd Tho shrob of Mok

mas S e fype o cxteblinhed is te e Bl Kals The exreaced
o | carried oot by e roedes nf e imaction, e persnciens of dae S
e we pyee Acamnding ol neolis b ml i coremnbie wiih
fa clive-roc i incormponcd by usesluorsicd Sety scide esd 3 rether ke
meiesl of vitareis B of the order B b sy 100 @

By Werde (HL Fxérscson d od i Poas o' ool eewr.

INTRODICCTION

The fruit of the Fizacia bresscer is a shrub of mediiamene an the magqus by pe-
Its peesence is marked m the we i siage, sub-humid is sisongly ansereped im the area
of Fl Kala. The fat conient is consamed by the locall popalations after a iechnalogacal
treaime ni nof imcluding undersianding, hvdroge matom. The oill ex tracied e fruit of
the Fimgrig dewincas is of an inlerest paramouni m the Alpenan campaigns. s
wed im tradisonal medicime with knowing, the teatme ni of asthma, bowewr it wse
remains cmpmcal and dod mot bave 1o our knowledge = the subject of detailed
wimk In this article we present the paremeiers physon-chemical om the frat, s
pomient af vitamine Ewe anahvee the fu content and we determane his compositon
in faity acid

EXFERIMENTAL

The fresh fnol ae collecied in the area El Kals in the Algenian cast are dried
with the sun for their conservaison.

Separation pulpe-seed: Realred by a sifting (sieve of the domesac type) of
the fruit while rubbing with the hand to coliledt the massmen of palp, the seoomd
sifing is carmed oul afier passage to the drying owven wath B0 °C for one (L5 b
duratiom The toizl lgpads are ex tracied on the one hand wath 2 mintune CHOOH
CH»{1 (1/2) accomding do the method of Foch « al ', m addwion wsang, ail ether
(40060 °C) using 2n extracior with the Solm et The cadsenra@on of the (3l conient
is made aocoeding o Waol . The cellukse is proportioned sccording io the methed
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Yol 22 Na | (20e Prope i of TH fxiraciod from Pinocds lewdeer S8

of Weende afierdegreasang of the fruil The proporticsang, of nitogen is camed
put by the method Kjedhal Conceming the beogenic salix coe made a de bpidabom
by a dowhie eximction then one proporisoned wang, a sphectrophotometer of atomic
atworption Perlan-Elmer, on the other land, for phosphomus it was determined by a
visible spectmphoiomeier LY on 2 spectropbotometer Shimadrn 1LY AN Tables

1-3}, the proporsomng of methyl esiers is carmed out by gas chromatography after
tremfenicabon -:-[ml.l:-‘u‘m:lha:l:-:-l n the pesenoe of soude”

TAELRE-1
[0 EACTHELOA TICN OF THHE FEATT
Farzme e Rozlll
Waler (% .05
Jushos (% 175
Fal comiin &% iried with e peircieem e e 00000 ) .Ml
Tolal proloins (9 = 6.2 (& 1
[l piree 5 Lo groes ol 270

TABELH-I
CHARATCTERLCATION OF THHE MINHRALE EIEMENTE (pa'a M5}

Flmris K= 3 5 e rii b F{a= F &n [u
HResills 3081 21281 |LHN FE) x4 m in¥a I3 123
Iy emasion of e (lame. *sEy ssrpém with e Smam of gephie

TAELHR-X
DETEREENATIONN OF THH PHY EETDGCFHEM AL PARAMETERS {8 {F " SH
Frampin ' Hasiits
Peazl fosem 0 ]
Moz of drop M) a4
= 13993
Irdee sapmnification (mg KO8 (TE020E standrd) (LUl B
Indine ireler (fwijs) ol
Acid wakue (AR (g KRR g of il IM5
Lo harsd Him Bl Vi lhow
(L] L7 T
% Inspmilise (mém) (e thod heeane) (e
¥iteren E 'IE'IIIIE'I 55

The methy lesiers & idenified by compan=on of e e nbion time . The pemoen-

iape of fatty acd is calculaied by the iniemal nommaleation method wang mednd
palmilsleate & iniemal standard

The proporticning of the vitamin F wes carmed ost by known methed®. Ac
oomding iy the ex perime nizl proioool (Fag. 1) the extract 15 reoovesed m &-heptane
is conceniraied in a drying oven op bo 1 ml. and then added 1 ml. of fermc chionide
The mading is cerned out with the specirophotomeiet with a wavelength 510 nm.
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I g of #d + H¥l ml. sscorbic sdotea meilmmsl I

| Fatkmare (B3 mim |

[ + 15 il KOH 0 % |

I lecarzs=n I

|+ 130 el afc thyl edier | sarewten and :h-l:-hl:i:ml

|

I Fme e | I Ihr"r_n]l

r:pn;'. X T T——— +]=1-]J;Lulr|lp-lrh-
I:r:llrrr_ri;ﬁ'r:ﬂ— Pl spe—=w |1
by - lepiam: izl dimnacd

Iz 1. Bx tracson of the v&amin H

RESULTS AND IHSCUSSHON

While folloeing, the mode of extracion mocomme nded by Floch & &' an five

iesis we ablamed 2yeild 4.7 % Whale by using the Sebmlet o Lraction am Fverage
result of 64.5 % was cbained. B is noted $al no sigeificant difexne heteeen

thess o methods. The chamcienstics and the chemical composition of the olive
Fizaria leesiscer ae comparahie with thal of the alive tee”. The low valoe on the
acid value showrs thai the frat of Pimacia deadsrar dad not underpo auidired and
nvdmalyiic deferioration dunmg, sinrege. The survey of the compoeation in fazy acad
of oil ex trecied of Fizocia feuiaruy (Table-4 and Fag. 2 and 3) shows that these
msults have some differences meadosrs. Howewrr, in absence of the pinoleic acad
amd the presence of lagh concentreisom of the oleic and at the Fench speoes. Om
the other hand, the characienration of Alpenan speces showed @ high conenira-
tiom uple 15:2. This ail shows 2 high mie 1421 conirery o other oils presest m o
er in small quanaty. (zas chromatography analvss rvealed that s oil does mot
comtzim eruck acid (consideed fo be endesirzbie becase of its pathological effect

on e candiac muscle). Thus, present cal & acceptable fom taxsc poaint of vie
and can be consumed wathoul awy nsk This assumpison is in agmee'ment with ihe
use of this cdl in the Alperizn campaigne. Indred, s oil is emarkabie by iss bigh

perceniage of required Imoleic cid for vanous indestmal applications
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TABLES
COMPOSTTION OF THE QR OF Maasoss fovaos

Compooson Sy acek % n wiston of the ey 3o

Palireine okl C160 200
Pk achd C14) 77,199
(ke 3cud C1R 1 19412
Linehsc scad CI%2 0,163
Limekrie weid Cl& 3 1773
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HE 2. Composition of the candant ol
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Fig. 3. Methyl extens of the Gty acids of the od Passacis dontinon
| Palmiog achd, 2« Podisiscde s sobd, 4w Oleic oo, S« Linddeic oM
O = Limnnbeaic acnd
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