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Résumé :

Dans le cadre d’une valorisation des ressources naturelles, les extraits méthanoliques et
aqueux des feuilles de Pistacia lenliscus L. récoltés dans la région du Maamora de la wilaya
de Saida, ont fait I’objet de notre étude.

L’étude phytochimique a dévoilé la richesse des feuilles de Pistacia Leniscus L en terme
d'humidité (46.95 %). De point de vue composition, il est clair que les feuilles de Pistacia
Lentiscus L. présentent de fortes teneurs en polyphénols (588.33 mg EAG/g) pour I’extrait
méthanolique contre (232.66 mg EAG/g) pour I’extrait aqueux. De méme, les taux en
flavonoides étaient 690 mg CE/g pour I’extrait méthanolique contre (462.35 mg CE/g) pour
I’extrait aqueux.

L’analyse chromatographique par CCM, a permis de mettre en évidence de nombreuses
taches (spots) dans les deux extraits. Ces résultats 1a, renforcent I’hypothese de leur richesse
en composés phénoliques.

Le pouvoir antiradicalaire a révélé un effet hautement significatif pour les deux extraits
méthanolique et aqueux avec 1Cso de 2.962 mg/ml et 2.623 mg/ml, respectivement.

Une activité antimicrobienne trés impressionnant a été constaté vu les diametres des zones
d’inhibition qui avoisine 24mm et 19mm pour les deux especes bactériennes Pseudomonas
aeruginosa et Bacillus subtilis, respectivement.

Mots clés: Pistacia lenliscus L., TPC, TFC, CCM, activité antioxydante, activité

antimicrobienne.

Abstract :

As part of the development of natural resources, the methanolic and aqueous extracts of
Pistacia lenliscus L. leaves harvested in the Maamora region of the wilaya of Saida, were the
subject of our current study.

Phytochemical study revealed the richness of Pistacia Leniscus L. leaves in terms of moisture
(46.95%). From a composition point of view, it is clear that the leaves of Pistacia Lentiscus L.
have high polyphenolic contents (588.33 mg EAG/g) for methanolic extract against (232.66
mg EAG/g) for aqueous extract. Likewise, flavonoids levels were 690 mg EC/g for
methanolic extract versus (462.35 mg EC/g) for aqueous extract.

Chromatographic analysis by CCM revealed numerous spots (spots) in the two extracts.

These results reinforce the hypothesis of their richness in phenolic compounds.



The anti-radicals power revealed a highly significant effect for both methanolic and aqueous
extracts with ICso of 2,962 mg/ml and 2,623 mg/ml, respectively.

Very impressive antimicrobial activity was observed considering the diameters of the zones of
inhibition approaching 24mm and 19mm for the two bacterial species Pseudomonas
aeruginosa and Bacillus subtilis, respectively.

Keywords : Pistacia lenliscus L., TPC, TFC, CCM, antioxydant activity, antimicrobial

activity.



Introduction générale

Introduction générale :
Dans le monde, les plantes ont toujours été utilis€ées comme médicaments. Ces derniers a base
de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux médicaments
pharmaceutiques. Les industries pharmaceutiques sont de plus en plus intéressées par 1’étude
ethnobotanique des plantes [1].
Dans ce cadre, les plantes médicinales ont été utilisées par 'homme dans la médecine
traditionnelle en raison de leur potentiel thérapeutique et la recherche sur les plantes
médicinales ont conduit a la découverte de nouveaux médicaments candidats utilisés contre
diverses maladies. L'organisation mondiale de la santé (OMS) estimé qu'environ 80% de la
population mondiale dépend encore des médicaments a base de plantes pour leurs soins de
santé primaires [2].
Généralement, la phytothérapie, c’est ’emploi de plantes ou de médicaments a base de
plantes (poudres, préparations en ampoules, infusions...) pour soigner naturellement les
différents maux du corps humain [3].
Actuellement, I’Algérie couvre une superficie de 2 381 741 km?, dont 84 % représente le
Sahara, I'un du plus vaste déserts du monde. L’Algérie fait partie du climat méditerranéen qui
est caractérisé par une période seéche estivale. Certaines régions de montagnes appartiennent
au climat humide, leur situation géographique et climatique confirme sa richesse en plantes
médicinales [4]. Parmi ces plantes, on trouve Pistacia Lentiscus L. Cependant, plusieurs
travaux de recherche ont montré la richesse du Pistacia Lentiscus L. en molécules bioactives.
Cette plante est une source de composés polyphénoliques [5].
Pour atteindre cet objectif, ce travail s’organise en trois parties qui s'articulent autour de cinq
chapitres :
La premiere partie (étude bibliographique) est subdivisé en deux chapitres ;
v Le premier chapitre comprend un rappel sur la médecine traditionnelle et Ia
phytothérapie.
¢ Le deuxieme chapitre présente un apercu de la diversité des structures et des fonctions
pharmacologiques des métabolites secondaires.
% Un troisieme chapitre est consacré a l'espece Pistacia lentiscus L. son nom
scientifique et la taxonomie, Classification botanique et Utilisation traditionnelle.
La deuxieme partie développe en deux chapitres les travaux expérimentaux menés au cours de

cette étude ;



Introduction générale

% Le quatrieme chapitre comporte deux parties, la premiere consiste a présenter Matériel
végétal et la zone d’étude, la deuxiéme partie est consacrée au Matériel et aux
méthodes utilisées (les techniques expérimentales).

% Le cinquieme chapitre discute les résultats obtenus, les analyses quantitatives des

extraits de Pistacia lentiscus L. et leurs applications.

Enfin, une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des différents

Résultats obtenus.
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Chapitre I : Médecine traditionnelle

1. Introduction :

Depuis des milliers d’années, ’homme a su exploiter les richesses naturelles se trouvant
autour de lui pour se protéger, se nourrir et se soigner ...,c’est en consommant des fruits, des
herbes et des feuilles et en observant leurs effets qu’il a pu en établir le lien et ¢’est ainsi, sans
avoir au préalable une explication scientifique, qu’il a réussi a identifier progressivement les
propriétés curatives et/ou toxiques des plantes.

L’homme et les plantes ont longtemps cohabité ensemble, faisant que ’homme s’est donc
habituée a consommer différentes especes de plantes qu’il apprécia aussi bien pour leurs
qualités gustatives, nutritives que leurs qualités médicinales, ce qui fait une meilleure
adaptation du corps humain a un traitement a base de plantes qu’aux traitements chimiques
[1].

Depuis l'antiquité, et certainement bien avant, les plantes ont servi de pharmacotheque
naturelle et pragmatique pour 'Homme. Personne ne cherchait & savoir pourquoi ou comment
elles agissent, mais c'était un fait incontesté et qui paraissait magique. En effet, il est étonnant
qu'une feuille, une fleur ou une racine puisse guérir ou tout au moins soulager un état
pathologique ou des troubles organiques [2].

2. Définition de la médecine traditionnelle :

Selon I’Organisation Mondiale de la Sant¢ OMS : « La médecine traditionnelle est la somme
totale des connaissances, compétences et pratiques qui reposent, rationnellement ou non, sur
les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont utilisées pour maintenir
les étres humains en santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies
physiques et mentales. Dans certains pays, les appellations médecine parallele/alternative/
douce sont synonymes de médecine traditionnelle » [3].

Actuellement considérée comme médecine complémentaire, non conventionnelle ou parallele
a la médecine moderne, percue plus siire et plus saine, les gens ont de plus en plus recours a
celle-ci, ceci est en partie 1lié aux nombreux scandales et drames de certains médicaments
chimiques, les multiples résistances et I’efficacité décroissante des traitements tels les
antibiotiques ainsi qu’a leur nombreux effets indésirables mais aussi a la volonté d’avoir une
meilleure hygiene et une meilleure qualité de vie [1]. Elle reste tres répandue dans les pays en
voie de développement mais aussi dans les pays industrialisés, beaucoup de pays comme
I’Afrique, 1’Asie ou encore I’Amérique latine font appel a celle-ci pour leurs soins primaires
[4].

2.1. Médecine traditionnelle en Algérie :
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En Algérie, les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle, qui
elle-méme est largement employée dans divers domaines de santé. Des publications anciennes
et récentes réveélent qu'un grand nombre de plantes médicinales sont utilisées pour le
traitement de nombreuses maladies [5]. Les plantes utilisées en médecine traditionnelle dont
au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs
composés chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les
différents composés présents [6].
En effet, dans plusieurs pays en voie de développement, une grande partie de la population
fait confiance a des médecins traditionnels et a leurs collections de plantes médicinales pour
les soigner [7]. La pratique de la médecine traditionnelle varie grandement d’un pays a
I’autre et d’une région a ’autre. Elles sont influencées par des facteurs connus : la culture,
I’histoire et philosophies personnelles [8]. Selon 'OMS, pres de 80% des populations des
pays en voie de développement de la région d’ Afrique ont recours a la médecine traditionnelle
[9].
Les plantes ayant des propriétés médicinales sont étudiées dans le cadre de la
pharmacognosie. (Du grec pharmakon drogue, poison et gnosis connaissance) :

¢ plantes a I’origine, directement ou indirectement de la majorité des médicaments.

s Médecines traditionnelles : utilisation empirique, I’OMS a répertorié plus de 22 000

plantes utilisées dans les médecines traditionnelles.

3. Définition de la phytothérapie :
3.1. Introduction :
La phytothérapie provient de deux mots grecs : «phython » qui signifie plante, « thérapein »
qui signifie soigner donc c’est une pratique thérapeutique qui utilise des plantes pour prévenir
ou soigner une maladie [10], c’est donc une discipline destinée & prévenir et a traiter certains
troubles fonctionnelles et/ou certains états aux moyens de plantes, de parties de plantes ou de
préparations de plantes [11].
Ces plantes ont d’abord été utilisées en 1’état, enticres ou en parties, puis I’extraction des
substances actives s’est développée avec le progrés de la chimie organique, depuis la 2™
partie du XX*™ siécle, et I’évolution de la chimie moderne en recherchant le principe actif;, la
molécule agissante, le géne a utiliser...etc., et ce dans des laboratoires de recherche afin de
transformer grace a ’industrie pharmaceutique, la plante en composé actif produisant ainsi le
phyto-médicament mais aussi a reproduire chimiquement un grand nombre de leurs composés
et I'usage des plantes seules s’est régressé et s’est alors limité a leur usage comme matiéres

premieres ou comme excipients dans la synthese chimique [12].

5
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On distingue a I’heure actuelle, deux concepts distincts :

% La phytothérapie moderne : elle s’appuierait sur des connaissances biochimiques,
cherchant a soulager des symptomes grace a des principes actifs identifiés, testés
cliniquement et contenus dans les plantes médicinales. Elle aurait surtout recours a des
produits d'origine végétale obtenus par extraction et présentés comme toutes autres

spécialités pharmaceutiques;

X/

% La phytothérapie dite « traditionnelle » qui reprendrait des usages ancestraux,
empiriques et qui reposerait sur une approche holistique : elle utilise les effets de la
plante totale sur I’individu dans sa globalité [13].

Actuellement la phytothérapie connait un regain d’intérét, en partie grace au développement
technologique et a ’avancée de la science qui a permis de démystifier les composants des
plantes et d’en faire des remedes plus simples avec I’avenement des formes simples et
pratiques [14].
La phytothérapie, au sens large, peut englober plusieurs familles de produits qui n’ont pas
tous les mémes caractéristiques : les plantes médicinales en vrac, les préparations
pharmaceutiques, les médicaments a base de plantes fabriqués industriellement et les
compléments alimentaires. Elle est surtout utilisée dans le traitement des troubles bénins
mineurs (fatigue, rhume, troubles digestifs ...etc.,). En revanche, elle ne doit pas étre utilisée
pour certaines pathologies telles le cancer, le diabete, les maladies cardiovasculaires [15]. Elle
propose des traitements et des remeédes acceptés par I’organisme et souvent associ€ées aux
traitements conventionnels.

3.2. Historique :

Les soins par les plantes, aussi appelées la phytothérapie, est une science millénaire tres

ancienne basée sur un savoir empirique qui s'est transmis et enrichi au fil d'innombrables

générations. Il est tres difficile d’établir avec précision 1’origine de la premicre utilisation des
plantes par les humains comme thérapie car toutes les cultures les ont utilisées a un moment
de leur histoire comme source de traitement.

Au cours de I’évolution : hasard, négligence et une indéterminable série d’essais et d’erreurs

ont permis a I’homme d’acquérir des bonnes et des mauvaises expériences avec les différentes

especes (herbes, arbres, mousse, champignon...etc.,) [16]. On choisissait souvent les plantes
pour leur apparence qui évoquait un organe ou une affection et il s'avéra souvent que cette
similitude indiquait mystérieusement un effet thérapeutique.

A T'origine, il semble que la transmission du savoir se fait de facon orale et se perpétue avec la

tradition [13].
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3.3. Définition de la phytothérapie :

Le mot "phytothérapie" se compose étymologiquement de deux racines grecques : phuton et
thérapie qui signifient respectivement "plante” et "traitement". La Phytothérapie peut donc se
définir comme étant une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains
troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de
plantes ou de préparations a base de plantes [17].

La phytothérapie consiste a I'utilisation des plantes médicinale pour " guérir " mais aussi pour
prévenir. Il s’agit la dune phytothérapie millénaire ; car L'homme depuis la des temps ; a
toujours cherché a se servir des plantes pour s’alimenter et pour soigner [18].

La phytothérapie est donc une thérapeutique destinée a traiter certains troubles fonctionnels et
certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes et de préparations a
base de plantes. C’est une thérapeutique inspirée de la médecine traditionnelle basée sur un
savoir empirique enrichi au fil des générations. C’est ce qu’on appelle la « phytothérapie
traditionnelle », qui est toujours grandement utilisée dans certains pays qui perpétuent les
usages de leurs ancétres.

On distingue deux types de phytothérapies :

» La phytothérapie traditionnelle : C'est une thérapie de substitution qui a pour but de
traiter les symptomes d’une affection. Ses origines peuvent parfois étre trés anciennes
et elle se base sur I'utilisation de plantes selon les vertus découvertes empiriquement
[19].

» La phytothérapie clinique : C'est une médecine de terrain dans laquelle le malade
passe avant la maladie. Une approche globale du patient et de son environnement est
nécessaire pour déterminer le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet [20].

3.4. Origines de la phytothérapie :

Cette pratique trés ancienne n’est pas propre a I’espéce humaine. En effet, de nombreuses
especes animales savent choisir dans leur habitat des fruits, des racines, des plantes connues
pour leurs propriétés nutritives, mais aussi pour leurs vertus curatives afin de corriger des
carences alimentaires ou soigner certaines maladies. Ainsi, il est tout a fait vraisemblable que
I’utilisation des plantes a des fins thérapeutiques par ’homme ne soit que I’évolution d’un
savoir ancestral dont I’origine nous échappe encore [21].

3.5. Avantages de la phytothérapie :

N’oublions pas que de tout temps a ’exception de ces cent derni€res années, les hommes
n’ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu’il s’agisse de maladies bénignes, rhume ou

toux ou plus sérieuses telles que la tuberculose. Aujourd’hui, les traitements a base de plantes
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reviennent au premier plan car D’efficacit¢ des médicaments tels que les antibiotiques
(considérés comme la solution quasi universelle aux infections graves) décroit, les bactéries et
les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus. La
phytothérapie qui repose sur des remedes naturels est bien acceptée par I’organisme et,
souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques comme
I’asthme ou I’arthrite [22].

3.6. Bienfaits de la phytothérapie :

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a l'exception de ces cent dernieres
années, les hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de maladies
bénignes (toux...) ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria. Aujourd'hui, les
traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car I'efficacité des médicaments tels
que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux infections graves),
décroit : les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et leur résistent
de plus en plus [23].

La phytothérapie est moins chere que la médecine orthodoxe. Le colit de cette derniere est
augmenté par la technologie de santé moderne, qui dans beaucoup de cas est inappropriée,

inapplicable aux besoins immédiats des habitants des pays en voie de développement [24].
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1. Les principes actifs (métabolismes secondaires) :
1.1. Définition :
Le principe actif est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour
I'Homme ou I'animal. 11 est contenu dans une drogue végétale ou une préparation a base de
drogue végétale. En fait, dans le langage courant, le terme se substitue a celui de constituant a
effet thérapeutique. Les constituants a effet thérapeutique sont des substances ou groupes de
substances, chimiquement définis, dont la contribution a l'effet thérapeutique d'une drogue
végétale ou d'une préparation a base de drogue (s) végétale (s) est connue. [1]. Aujourd'hui les
principes actifs des plantes sont des composants essentiels d'une grande partie de nos
médicaments et produits de soins. [2].
A nos jours, la phytothérapie moderne s’appuie sur des connaissances biochimiques et
cherche a soulager des symptomes grace a des principes actifs identifiés, testés cliniquement
et contenus dans les plantes médicinales. Elle a surtout recours a des produits d'origine
végétale obtenus par extraction et présentés comme n’importe quelle spécialité
pharmaceutique. [3].
Les métabolismes secondaires appartiennent a des groupe chimique variés (alcaloides ;
terpenes ; compos¢ phénolique...) qui sont trés inégalement réparti chez les végétaux mais
dont le niveau d’accumulations peut quelque fois atteindre des valeurs élevées dont les
composés phénoliques des végétaux: un exemple de métabolites secondaires [4].
Les plantes contiennent ces métabolites secondaires qui peuvent étre considérées comme des
substances indirectement essentiels a la vie des plantes par contre aux métabolites primaires
qu'ils sont les principales dans le développement et la croissance de la plante, les métabolites
secondaires participent a I'adaptation de la plante avec 1'environnement, ainsi a la tolérance
contre les chocs (lumiere UV, les insectes nocifs, variation de la température etc) [5].
Les principes actifs se classent en de nombreux groupes, dont trois grands groupes chez les
plantes :

» Le type polyphénols : tels que les flavonoides, les tanins etc.

» Le type azoté : tel que les alcaloides.

» Le type terpene et stéroides : tels que les saponosides, les huiles essentielles etc.
1.2. Composés du métabolisme primaire :
Ces premiers produits de photosynthese sont des substances de bas poids moléculaires tels les
sucres (glucides) les acides gras et les acides aminés.

> Les glucides :
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Composés universels du monde vivant, chez les végétaux, parfois appelés hydrates de
carbone, ce sont des composés organiques carbonylés poly hydroxylés.
Ils représentent pour les végétaux :
% Un moyen de stockage de I’énergie solaire, ils forment le groupe le plus important,
sous forme de polymeres (amidon) ;
» Des éléments de soutien, ils participent a la structure du végétal (cellulose...) ;
% Constituants de métabolites (les enzymes, acides nucléiques, hétérosides ...) ;
¢ Des précurseurs des autres métabolites [6].
> Les lipides :
Sont des substances naturelles, constituées d’esters d’acides gras et d’un alcool ou d’un
polyol. Appelés aussi des corps gras, ce sont des substances hydrophobes et parfois
amphiphiles, solubles dans les solvants organiques polaires et apolaires et sont non volatils.
Ils rentrent dans les constituants de structures cellulaires tels les glycolipides, les
phospholipides membranaires, ils peuvent aussi étre des éléments de revétement comme les
cires ou les cutines, mais aussi des substances de réserves, sources d’énergies [6].
» Les protéines :
Constituées principalement d’acides aminés, elles jouent un réle fonctionnel (les enzymes) et
un role dans la structure du végétal. Le role diététique des protéines végétales est loin d’Etre
négligeable mais également leur utilisation en pharmacie aussi bien dans le domaine médicale
ou industriel (chimique ou agroalimentaire) [6].
1.3. Composés du métabolisme secondaires :
1.3.1. Les composés phénoliques ou les composés aromatiques :
Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, d'un poids moléculaire élevé. Ils
sont largement distribués dans le régne végétal. Les composés phénoliques d’origine naturelle
constituent une famille importante d’antioxydants exogenes. Les polyphénols sont
généralement des molécules efficaces contre le stress oxydant. Dans cette famille sont
regroupés les alcools et les acides phénoliques, les flavonoides, les tannins et les lignanes [7].
Les acides phénoliques sont classés en deux sous-familles :
» les acides cinnamiques,
» les acides benzoiques.
Parmi les acides cinnamiques, I’acide caféique est présent dans de nombreuses plantes et
particulierement dans les grains de café dont il tire son nom. Il s’agit d’un excellent radical
libre. L’acide gallique est un acide hydroxybenzoique, c’est également un trés bon

antioxydant [7].
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1.3.1.1. Phénols et acides phénols (ou acide phénoliques) :

Les acides phénoliques (comme 1’acide rosmarinique), sont fortement antioxydants et anti-

inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales [8].

Deux principales classes sont distingués chez les acides phénoliques ; les dérivés de 1’acide

benzoique et les dérivés de 1’acide cinnamique [9].

% Les acides phénols dérivés de I’acide benzoiques :
QH COOH COOH COOH
\©i OH OH
_— I
I'acide Gentisique I'acide Salicylique OCH,

I'acide Vanillique

HO COOH COOH H;CO COOH
HO; % HO HO
OH

OH OCH,

I'acide Gallique I'acide Protocatéchique I'acide Syringique

¢ Les acides phénols dérivés de I'acide benzoique :

[:::::[::f§§y//
OH

COOH

\ COOH

H
Voot e .
I'acide-o-Coumarique I'acide-p-Coumarique
ool X CooH
OH OCH,
I'acide Caféique I'acide Férulique
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H,CO X CooH

OCH,

I'acide Sinapique

1.3.1.2. Les flavonoides :

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans
le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On les trouve dissous
dans la vacuole des cellules a I'état d'hétérosides [10].

Le terme flavonoide regroupe une tres large gamme de composés naturels polyphénoliques.
On dénombre prés de 6500 flavonoides répartis en 12 classes [11].

Ils possedent de nombreuses vertus thérapeutiques. Ils sont particulierement actifs dans le
maintien d’une bonne circulation. Certains ont aussi des propriétés anti-inflammatoire, anti-
oxydante anti-enzymatique et hépatoprotectrice ; ils jouent un réle important dans le systeme
de défense et anti virales [12].

Voici la structure de base des principaux flavonoides :
o
\_“ Oj/
_‘_’_.-"
0 O

Flavonones ne comporte pas

la « = »entre C2 et C3

Flavone vraie

14



Chapitre I : Métabolites secondaires
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‘”’f OH
0

Flavonols possédant un OH
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1.3.1.3. Les tanins :
Les tannins sont des molécules poly phénoliques de poids moléculaire compris entre 500 et
3000 Da. IIs sont présents dans les feuilles, les fleurs et les graines des plantes [13]. Ils sont
du grand intérét pour la nutrition et la médecine a cause de leur capacité antioxydante
puissante et leur effet protecteur possible sur la santé humaine. [14].
Les tannins sont subdivisés en deux classes différentes :

» les tanins hydrolysables,

» les tanins condensés.

¢ Les tanins hydrolysables :
Les tannins hydrolysables sont des polymeres a base de glucides dont un radical hydroxyle
forme une liaison ester avec ’acides phénolique, ils sont ainsi des hétéropolymeres dont
I’hydrolyse chimique ou enzymatique libére un sucre, généralement le glucose, et un acide
phénolique. L’acide phénolique libéré peut étre 1’acide gallique dans le cas des tannins
galliques, I’acide hexahydroxydiphénique et ses dérivés comme 1’acide éllagique dans le cas

des tannins éllagique [15]. La pédunculagine est le tannin hydrolysable représentant de cette

classe [16].
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OH
o
OH
OH
o
n OH OH
HO / ©
o __o
\ o
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\, HO o OH
HO o
HO
OH
penta-O-galloylglucose
OH HO

+» Les tanins condensés :

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines, les tanins condensés, sont des
polyphénols de masse molaire élevées. Ce sont des dérivés non hétérosidiques résultent de la
polymérisation autooxydative ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées

majoritairement par les liaisons C4-C8 (parfois C4-C6) des unités adjacentes [17, 18].

OH

OH

3-flavonmol [(+)-catechine (3 O-0H)]

Procyandiol

1.3.1.4. Les coumarines :
La coumarine est une molécule aromatique comporte le noyau benzo-o pyrone (benzo-2-

pyrone) issus de la cyclisation du résidu C3 de dérivés du cinnamate. Aujourd’hui, prés de
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1000 composés coumariniques sont isolés de plus de 800 especes de plantes et
microorganismes.

Dans les plantes, on les rencontre chez les Apiacées, les Astéracées, les Fabacées, les
Rosacées, les Rubiacées, les Rutacées et les Solanacées. Du point de vue structural, ils sont
classés en coumarines simples avec des substituant sur le cycle du benzene, les
furanocoumarines, les pyranocoumarines, les coumarines substitués en position 3 et/ou 4 .Le

dernier groupe serait celui des dimeres [19].

ey IO

Prenyletine

Peucénadol

1.3.2. Les composés terpéniques et stéroidiques :
1.3.2.1. Les saponines :
Le nom saponine dérive du mot latin «sapo», qui signifie savon, parce que ces composés
moussent une fois agités avec de 1’eau. Ils se composent d’aglycones non polaires liés a un ou
plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires explique
leur comportement moussant en solution aqueuse. Comme définition, on dirait qu’une
saponine est un glycoside de stéroide ou de triterpene. Fondamentalement, on distingue :

» les saponines stéroiques,

» les saponines triterpéniques [20].

¢ Les saponosides stéroidiques :
Ils sont aussi nommé saponines a génines stéroidiques sont constitués d’un aglycone

stéroidique comprenant généralement une structure a cinque anneaux.

=
=
=

RO

ow/// , 7

Spirostane Triterpenoide
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OR,

Furostane

% Les saponosides triterpéniques :
Ils sont constitués d’un aglycone triterpénique, qui se compose d’un squelette de C30,

comprenant une structure pentacyclique.

Oleanane
Dammarane

COOH

HO

Acide Glycyrrhitinique

1.3.2.1. Les huiles essentielles :
Les huiles volatiles, ou essences aromatiques végétales nommées huiles essentielles [21], sont

des substances odorantes, volatiles, huileuses donc de nature hydrophobe, totalement solubles
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dans les alcools, I’éther et dans les huiles végétales et minérales. Lorsqu’elles sont pures et
naturelles, elles ne contiennent aucun corps gras : elles sont uniquement constituées de
molécules aromatiques volatiles [22].
Les huiles essentielles dont (90% des huiles essentielles sont des monoterpenes) sont des
mélanges huileux volatiles et liquides, sont trés nombreuses et leur composition est tres
variés, on distingue trois qualités d’essences :

» Les essences hydrocarbonées qui contiennent pour la plupart une dizaine

d’hydrocarbures représentant 90-95% d’huile totale,

» Les essences oxygénées,

» Les essences sulfurées.
L’activité antimicrobienne des huiles essentielles extraites des plantes aromatiques a été
largement décrite in vitro ainsi que les activités antispasmodique, diurétique ou expectorante,
anti-oxydante et anti-inflammatoire et elles présentent également un fort pouvoir antifongique
[23-25]
L'action antifongique des huiles essentielles est due a une augmentation de la perméabilité de
la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu
cytoplasmique et donc la mort de la levure. En effet, les composés terpéniques des huiles
essentielles et plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les
aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique

des levures [23].

PR Y
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x\ OH
CHzOH
HO

Ciéraniol Menthol Hornéal
S g
H
CHO
Giéranial . .
Néral Citronellal

Aldehyde

A TR

Tagéton Menthone Carvone Camphre Thuyone

Cétone

1.3.3. Alcaloides
Initialement définis comme des substances azotées, d'origine naturelle, ils ont une structure

complexe : leur atome d'azote est inclus dans un systeme hétérocyclique et ils possedent une
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activité pharmacologique significative [26]. Ils existent a I'état de sels et 1'on peut ajouter
qu'ils sont bio-synthétiquement formés a partir d'un acide aminé.

On peut donc dire qu'un alcaloide est un composé organique d'origine naturelle (le plus
souvent végétale), azoté, de distribution restreinte et doué, a faible dose, de propriétés
pharmacologiques marquées.

Les alcaloides possedent des effets thérapeutiques variés [27] :

» Action dépressive (morphine, scopolamine...) ou stimulante (caféine, strychnine) sur
le systéme nerveux centrale ;

» Action sympathomimétique (éphédrine) ou sympatholytique (yohimbine, certains
alcaloides de I’ergot de seigle), parasympathomimétique (physostigmine, pilocarpine),
anti cholinergique (atropine, hyoscyamine) ou ganglioplégique (nicotine, spartéine)
sur le systéme nerveux autonome ;

» Action anti tumorale (vinblastine, ellipticine).

Ce qui conduit a une large utilisation des plantes a alcaloides dans différents traitements soit
sous forme de préparations galéniques ou comme matieres premieres pour les extractions

industrielles, mais un usage qui reste délicat suite a leurs puissants effets [6].
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Chapitre III : Généralités sur I’espece Pistacia lentiscus L.

1. Généralités :

Le Lentisque pistachier est une plante du maquis utilisée depuis 1’antiquité notamment pour
sa résine obtenue par incision du tronc. Une fois séchée cette résine forme une sorte de
gomme aux multiples utilisations : utilisée en médecine traditionnelle pour traiter entre autres
les ulceres gastriques, elle est aussi utilisée en alimentation (patisserie, ancétre du chewing-
gum, élaboration de liqueur). A Ghisonaccia, en Haute-Corse, se trouve un spécimen dont
I’age a été estimé entre 700 et 1000 ans. [1-5]

2. Dénominations et étymologie :

Nom binomial : Pistacia lentiscus L.

Noms francais : Lentisque pistachier ou Arbre a mastic.

Concernant I’étymologie, « pistachier » vient du grec « pistaké », terme désignant un arbre
résineux des régions chaudes.

« Lentisque » vient du latin « lentiscus » ou « lentisculus » signifiant « visqueux » et faisant
probablement référence a la résine épaisse produite par cette plante. [2]

3. Taxonomie :

Le Lentisque pistachier est une espece de la famille des Anacardiacées. C’est a cette famille
qu’appartiennent, entre autres, I’ Anacardier (Anacardium occidentale L.) dont on tire les noix
de cajou, le Manguier (Mangifera indica L.) ou encore le Pistachier vrai (Pistacia vera L.).

4. Classification botanique du Pistacia Lentiscus L. : [6]

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

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, Pistacia lentiscus, Pistacia

terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica. [7]
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5. Description botanique :

Le Lentisque pistachier est un arbrisseau de 1 a 3 m de hauteur, certains spécimens pouvant
atteindre les 6 m. Une de ses caractéristiques est sa forte et désagréable odeur résineuse et son
écorce de couleur rougeatre qui tire vers le gris avec le temps. Une autre caractéristique du
Lentisque pistachier est son port buissonnant et ses branches tortueuses formant une masse
serrée. Les feuilles du Lentisque sont persistantes, coriaces, glabres. D’un vert sombre, elles
sont luisantes sur le dessus et mates sur le dessous.

Régulierement on y trouve des galles en forme de corne provoquées par ’action de parasites :
acariens (Eriophyes stefanii) ou pucerons (Anopleura lentisci). Ces galles peuvent servir
d’indice pour identifier le Lentisque pistachier ; on en trouve €galement sur d’autres especes

de pistachier comme le Pistachier térébinthe (Pistacia terebinthus L.). [2, 8-10]

Pistacia lentiscus L.

Fig. 1 : Pistacia lentiscus L

La floraison du Lentisque a lieu a la fin du printemps, les fleurs sont unisexuées (le Lentisque
est une espece dioique c’est a dire qu’il y a des individus males et des individus femelles).
Elles sont différenciables par leur couleur : les fleurs femelles sont jaunatres et les fleurs
males sont rouge foncé. Elles sont de petite taille et regroupées en grappes (on parle
d’inflorescence racémeuse). Le fruit est une drupe (comme les abricots et les olives par
exemple) de petite taille initialement rouge puis noire a maturité : I’ensemble (graine et partie
charnue) est comestible.

6. Ecologie :

Le Lentisque pistachier pousse dans les garigues et les maquis de ’ensemble du pourtour
méditerranéen. On en trouve également quelques spécimens en Afrique et dans les iles
Canaries. Il se développe particuliecrement bien dans des conditions climatiques extrémes :
sols pauvres en nutriments et en eau, fortes températures et exposition solaire importante. [8,

11]
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7. Utilisation traditionnelle :

Pistacia lentiscus L. est connu pour ses propriétés médicinales. Elle est utilisée contre la
bronchite, 1'asthme, la sinusite, I'eczéma (psoriasis et lichen plan) et les briillures. [12]
L’huile essentielle de Pistacia lentiscus L. Elle est utilisée pour les indications suivantes :

varices et jambes lourdes, congestions et pour soigner les briilures ou les douleurs dorsales
[13].
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Chapitre IV : Matériels et méthodes

1. Objectif :
L’objectif de notre travail est d’étudier la phytochimie et les différentes activités de la plante
de Pistacia lentiscus L. trés utilisé a ’ouest algérien en médecine traditionnelle pour leurs
vertus thérapeutiques.
2. Matériel végétal :
Pistacia lentiscus L. (feuilles) a été récoltés prés de la ville de Saida (région Maamoura)
durant le mois de mars 2021(fig. 1).
3. Choix de station :
L’ Algérie riche de plusieurs milliers d’espéces botaniques appartenant au domaine de la Flore
d’Afrique du Nord se compose d'une partie de la flore méditerranéenne et est un sous-
ensemble de la flore d’Afrique ; sa position géographique, offre une trés grande diversité
¢cologique et floristique. Elle est 'un des pays méditerranés qui ont une longue tradition
médicale et un savoir faire traditionnel.
La premicere partie de notre travail pratique consiste en une investigation ethnobotanique, cette
démarche nous a permis de choisir I’espéce de Pistacia lentiscus L recueille dans la région de
Maamora (Saida).
4. Présentation de la zone d’étude :
Saida :
La wilaya de Saida (en arabe: 3xaw 4¥y/ en berbére : Tamnadt Saida) elle occupe une
position centrale dans 1’Ouest de 1’ Algérie (tableau 1), elle est limitée :

> au Nord, par la wilaya de Mascara ;

> au Sud, par la wilaya d'El Bayadh ;

> al’Ouest, par la wilaya de Sidi Bel Abbes ;

> al’Est, par la wilaya de Tiaret.
Maamora :
Maamora est une commune de la daira de Hassasnas, distante de 45 kilométres du chef-lieu
de wilaya, Saida. Maamora, en effet, avait été choisie pour étre le deuxieéme village socialiste

agricole, dans le cadre de la premicre phase de la Révolution agricole [1].
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Fig. 2 : carte géographique de zone d’étude [2].

Tableau 01 : localisation et climat de la zone d’étude [https://fr.db-city.com] :

Station latitude Longitude Altitude Climat

Maamora 34.6818 0.500264 1141 m semi-aride
34° 40" 54" | 0°30' 1" Est sec et froid
Nord

5. Etapes de préparation d’échantillon (plante) :

~ Medrissa
Aoy io Wi

"Aln ez Zeia

5.1. Effeuillage : Cette opération a été effectuée manuellement dans le but de collecter les

feuilles récoltées.

5.2. Rinc¢age : Les feuilles ont été lavées avec de 1’eau distillée.

5.3. Séchage : Les feuilles lavées ont été égouttées et ensuite séchées dans un endroit aéré a

I’abri de lumiére.

5.4. Broyage : Le broyage du matériel végétal est effectué avec Moulin électrique jusqu’a

I’obtention d‘une poudre homogene.

Fig. 3 : Photos montrant Pistacia lentiscus L. apres séchage et broyage.
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6. Détermination de la teneur en humidité :
Le principe de la détermination de I’humidité du matériel végétale est la différence de masse
de I’échantillon avant et apres séchage jusqu'a 1‘obtention d’un poids constant.

La teneur de 1‘humidité est donnée par la relation suivante :

« 15, - lamasse de I’échantillon avant séchage - 1a masse de I’échantillon aprés séchage
% Humidité= & P g

x100 | @v.n

la masse de I’échantillon aprés séchage

7. Méthodes d’extractions :

7.1. Extraction par soxhlet :

Le principe de cette méthode consiste a faire tremper les plantes dans un solvant organique
volatil a chaud, soit pour obtenir des produits que 1’on ne peut extraire par un autre procédé,
soit en vue de rendements plus élevés [3].

L’extraction de lentisque est réalisée dans un appareil approprié de type Soxhlet (fig. 4) en
utilisant de méthanol comme solvant d’extraction. L’¢limination du solvant nous permis
d’avoir un substrat (métabolites).

50 g de I’échantillon a analyser sont placés dans une cartouche a extraction, cette dernicre est

placée dans I’appareil a extraction (Soxhlet), puis 500 mL de méthanol est versée dans le

ballon durant 3 heures.

Fig. 4 : Photos montrant ’extraction par soxhlet.

L’extrait ainsi obtenu est évaporé jusqu’au 1’obtention d’un résidu moyennement gélatineux.
7.2. Extraction par macération :

Cette méthode consiste a laisser séjourner a froid un solide dans un liquide pour en extraire
les constituants solubles dans ce liquide.

La poudre de plante a été mise en macération avec de 1’eau distillée pendant 24 heures a une
température ambiante et sous agitation (fig. 5). L’extrait récupéré par filtration est soumis au

séchage.
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Fig. 5 : Photos montrant 1’extraction par macération.

8. Calcul du rendement :
Le rendement en extrait est défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait obtenue

apres évaporation de solvant et la masse séche du matériel végétal a traiter [4].

R(%) =M / Myx100 |.......... (Iv.2)

Dont :
R(%) : Rendement exprimé en %
M: représente la masse en gramme de 1’extrait.

My: représente la masse en gramme du matériel végétal sec.

9. Testes phytochimiques quantitative :

9.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC) :

Le réactif est constitué¢ par un mélange d’acide phosphotungstique (H;PW,049) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo0;,04) est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdeéne [5].

La coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise entre 760 et 765 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’extrait végétal.

A. Dosage des polyphénols totaux (TPC) dans I’extrait aqueux :

A partir d’une solution mére d’acide gallique préparé dans de I’eau a une concentration de 1
mg/mL, des solutions filles de différentes concentrations ont été obtenu par dilution. A une
quantité de 0.1 ml de chaque solution de I’acide gallique ainsi préparée on ajoute 0.1 mL du
réactif de Folin Ciocalteu. 0.3 mL d’une solution de carbonate de sodium (NayCOs) (2%) est
ajouté au mélange précédent. Aprés une agitation rigoureuse, 4.5 mL d’eau distillé est ajouté.
Aprés une incubation a 1’obscurité pendant 2 h a une température ambiante, la mesure de

I’absorbance a I’aide d’un spectrophotomeétre UV est effectuée a 760 nm [6].

31



Chapitre IV : Matériels et méthodes

B. Dosage des polyphénols totaux (TPC) dans I’extrait organique (méthanol) :

A partir d’une solution mére d’acide gallique préparé dans de méthanol a une concentration
de 1 mg/mL, des solutions filles de différentes concentrations ont été obtenu par dilution. A
une quantité de 0.1 ml de chaque solution de I’acide gallique ainsi préparée on ajoute 0.1 mL
du réactif de Folin Ciocalteu. 0.3 mL d’une solution de carbonate de sodium (Na,CO3) (2%)
est ajouté au mélange précédent. Apres une agitation rigoureuse, 4.5 mL d’eau distillé est
ajouté. Apres une incubation a I’obscurité pendant 2 h a une température ambiante, la mesure
de I’absorbance a 1’aide d’un spectrophotometre UV est effectuée a 760 nm [6].

C. La courbe d’étalonnage :

On trace la courbe d’étalonnage qui représente la variation de I’absorbance du mélange des
solutions déja préparées en fonction des concentrations des solutions filles.

La quantité¢ des polyphénols dans les extraits étudiés a été déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage et le taux des polyphénols totaux (TPC) est exprimé en (EAG mg /g MS) par la

formule générale suivante:

TPC = [EAG] x ¥/M }.. IV.3)

Ou:
TPC : quantité des polyphénols totaux en EAG mg/g

EAG mg/g : équivalent de polyphénol en milligramme par gramme de plante seéche.

[EAG] : Concentration de polyphénol obtenu de I’équation de ponte établie de la courbe
d’étalonnage

V : Volume d’extrait (ml) = 0,1 ml

M : masse d’extrait de plante pure (g) = 0,1.107 g.

9.2. Dosage flavonoides totaux (TFC) :

L’évaluation quantitative des flavonoides dans les différentes extraits est réalisée selon la
méthode du trichlorure d‘aluminium (AICls) citée par Lamaison et Carnat [7].

A. Dosage des flavonoides totaux (TFC) dans I’extrait aqueux :

A partir d’une solution mere de Catéchine préparé dans 1’eau de concentration 1 mg/ml, des
solutions filles sont préparés par dilutions. A une quantité de 0.5 mL de chaque solution de
Catéchine ainsi préparée on ajoute 0.15 mL de la solution aqueuse de chlorure d’aluminium
AICl; de (10%) et 0.15 mL d’une solution de NaNO, (7%), aprés une incubation de 5 min a
I’obscurité et a la température ambiante, 1 mL d’hydroxyde de sodium NaOH (4%) est ajouté

puis le volume total est complété jusqu’au 5 ml.
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Apres une incubation de 10 minutes a 1’obscurité. L’absorbance du mélange a été mesurée a
une longueur d’onde de 510 nm [7].

B. Dosage des flavonoides totaux (TFC) dans organique (méthanol) :

A partir d’une solution mére de Catéchine préparé¢ dans de méthanol de concentration 1
mg/ml, des solutions filles sont préparés par dilutions. A une quantité de 0.5 mL de chaque
solution de Catéchine ainsi préparée on ajoute 0.15 mL de la solution aqueuse de chlorure
d’aluminium AICl; de (10%) et 0.15 mL d’une solution de NaNO, (7%), apres une incubation
de 5 min a I’obscurité et a la température ambiante, | mL d’hydroxyde de sodium NaOH (4%)
est ajouté puis le volume total est complété jusqu’au 5 ml.

Aprés une incubation de 10 minutes a ’obscurité. L’absorbance du mélange a ét¢ mesurée a

une longueur d’onde de 510 nm [7].

(.5 ml solution de la cathechine eau/methanol

'

0.15ml d'une solution d'AICL(10%).

* Incubation 5 min

0.15 ml d'une solution de NaNo2 (7%).

* Incubation 5 min

1 ml d'hydroxyde de sodium NaOH (4%) .

'

3.2 ml d*cau distillée,

Y

Incubation pendant 10min

'

Lecture d'absorbance :510 nm,

Fig. 6 : Protocole expérimental de dosage des flavonoides totaux (TFC).
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C. La coube d’étalonnage :

On trace la courbe d’étalonnage qui représente la variation de I’absorbance du mélange des
solutions déja préparées en fonction des concentrations des solutions filles.

La quantité des flavonoides dans les extraits 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 se¢che (CE mg /g MS) par la formule générale suivante:

TFC= [CE] x V/M:-+{:- (Iv.4)

Ou:

TFC : quantité des flavonoides totaux en CE mg/g

CE mg/g : équivalent de Catéchine en milligramme par gramme de plante séche.

[CE] : Concentration de Catéchine obtenu de 1’équation de ponte établie de la courbe
d’étalonnage

V : Volume d’extrait (ml) = 0,5 ml

M : masse d’extrait de plante pure (g) = 0,5.107 g.

10. Chromatographie couche mince (CCM) :

La technique présentée ici est la chromatographie sur couche mince (CCM). Elle utilise une
phase stationnaire déposée sur une plaque d'aluminium. La phase mobile est entrainée par
capillarité vers le haut de la plaque [8].

Dans ce travail, la CCM a été utilisée pour la séparation et la mise en évidence des composés
présents dans les deux extraits obtenus afin de vérifier s’il ya une déférence d’efficacité entre
les différentes méthodes d’extraction.

Dans un premier temps, on introduire dans notre cuve (systéme chromatographique), 1’¢luant
choisi. Ce dernier peut étre un solvant comme il peut étre un mélange de plusieurs solvants.
Pour notre cas, nous avons adopté 1’éluant suivant :

Premier éluant : chloroforme (3ml).

Deuxieme éluant : chloroforme (1,5ml) + méthanol (1,5ml)

Troisiéme éluant : chloroforme (1 ,5ml) + hexane (1.5 ml).

Au début de test, une ligne de dépdt a été tracée a environ 1 cm du bord de la plaque ; sur
laquelle et a I’aide d’une micropipette 0,5ul de chaque échantillon (extraits aqueux et

organique) a été déposée puis sécher rapidement.
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Une fois elle est préte, placé la plaque dans la cuve chromatographique contenant le systeme
¢luant et la recouvrir.

Lorsque le front du solvant se trouve a environ de 1 cm de I’extrémité supérieur, arréter le test
en retirant la plaque puis la sécher a I’air libre. Utilis¢ les vapeurs de d’iode comme moyen de
révélation des taches. Les positions des taches (spots) colorées doivent €tre notées en les
cerclant juste a la fin de la chromatographie car certains produits disparaissent avec le temps.

Enfin calculer le rapport frontal (Rf) pour chaque spot par la relation suivante :

Distance parcourue par le constituant

Rf = —=anceparcourue par’e consutuant | ... AV.5)

Distance parcourue par l'¢luant

11. Activité anti-radicalaire (méthode DPPH) :

Le 2,2-diphényl -1-picrylhydrazyle (DPPH) est défini comme un radical libre stable en vertu
de la délocalisation de 1’¢lectron disponible, ce qui donne la couleur violette profonde, en
présence de composés anti radicalaires, le radical DPPH (fig. 7) est réduit et change la

couleur de violette en virant au jaune [9].

Nk

Fig. 7 : Structure chimique du radical libre DPPH

11.1. Protocole expérimental :

On dissout 0,7 a 0,8 mg de DPPH dans 20ml de méthanol (0.04%). La solution préparée est
rapidement conservée a +4°C a 1’abri de la lumicre.

Le solvant Méthanol est utilise comme blanc pour le controle négatif.

L’absorbance de solution de DPPH et du solvant, est mesuré a t =0 min a (515 nm).

Pour chaque solution d’acide ascorbique (contrdle positif) préparé dans de méthanol ou I’eau
de concentration (1mg/ml), des solutions filles de différentes concentrations ont été obtenu

par dilution.
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A une quantité¢ de 0.1 mL de chaque solution d’acide ascorbique ainsi préparée on ajoute 3,9
mL de solution DPPH.

Pour chaque échantillon végétal et pour chaque concentration, 0,1 ml d’extrait dans du solvant
déja préparé dans leurs solvants convenables (méthanol ou eau) est additionne a 3,9 ml de
solution DPPH (0.04%) dans du méthanol. Aprés agitation et incubation pendant 30 min
I’absorbance est lue a une longueur d‘onde A=515nm.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH par 1’antioxydant peut étre calculé selon la

formule accordée a Yen et ses collaborateurs [10].

1% = [(Ac- At)/ Ac] x 100 |......... (IV.6)

Ou:

1% : pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’antioxydant

Ac : L’absorbance de la solution de DPPH sans antioxydants a t = 0 min

At : L’absorbance a I’établissement de 1I’équilibre de la solution de DPPH aprés addition d’un

volume d’antioxydant

On Trace la courbe d'inhibition (I %) en fonction de la concentration ; de quel on peut retirer
le ICsy.

La ICs est définie comme étant ; la concentration nécessaire pour réduire 50 % de radicale
DPPH.

12. Activité antimicrobienne :

Nous avons adoptés une technique standard pour la détermination de la susceptibilité des
microorganismes (bactérie, levures, champignons, ....) aux agents antimicrobiens. Cette
technique est réalisé selon les recommandations d’institut de laboratoire standard et clinique
CLSIMO02-A10 [11].

L’activité antibactérienne de nos extraits contre différentes bactéries et levure a été testé en
appliquons la méthode de diffusion sur disque décrite par [12]. Une suspension bactérienne
d’une culture jeune de 18 a 24 heures est ajustée a une turbidité standard 0.5 McFarland [13].
0,1 ml de cette dernicre est étalé¢ a la surface de gélose MHA (Muller Hinton Agar). Des
disques stérile de 6 mm de diametre imprégner de 0,02 ml d’extrait sont placées au surface
des boites pétris. Apres 1 heure de conservation a 4 °C, les boites pétris sont incubées au 37
°C pendant 24 heures. Le pouvoir antimicrobien est estimé par la mesure de diamétre d’aréole

au tour de disque.
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1. Introduction :

L’ensemble des résultats obtenus concernant les caractérisations phytochimiques des feuilles
de Pistacia lentiscus L et leur activités biologiques pourrait étre favorisées en recherche
pharmacologique.

2. Détermination de la teneur en humidité :

La détermination de I’humidité de I’espece Pistacia Lentiscus L est illustrée dans la figure 8.
Ces résultats ont montré une richesse en taux dhumidité (46.95%). En revanche, 53.05%
représente le taux de matiere seche ayant servi réellement a 1’extraction des métabolites

secondaires.

B taux d'humidité

B matiere seéche

Fig. 8 : Les teneurs en humidité et matiere seche

Lorsqu'un échantillon végétal est séché dans un endroit aéré, 1'eau (H20) s'évapore et le résidu
sec s'appelle la matiere seche (MS).

D’apres la fig. 7, nous constatons une forte teneur en eau, cela est claire vu le taux d’humidité
(46.95%) qui représente presque la moitié du poids de la plante fraiche, ce qui explique ce que
nous avons constaté de 1’enquéte ethnobotanique sur I’espece Pistacia Lentiscus L sur leur
utilisation traditionnelle contre 1'eczéma et les briilures.

3. Détermination du rendement d’extraction :

Le tableau 2 présente le rendement d’extraction de Pistacia Lentiscus L par deux méthodes a
savoir : soxhlet et macération avec des solvants de polarité croissante (MeOH et eau).

Tableau 2 : Rendement d’extraction (%) de Pistacia Lentiscus L

Méthode d’extraction Solvent  Rendement (%)
Extraction par soxhlet MeOH 27.4
Extraction par macération Eau 4.28
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Le rendement d’extrait méthanolique (27.4 %) est supérieur par rapport a 1’extrait aqueux
(4.28 %), la différence de rendement entre les extraits est due aux techniques d'extraction
utilisées, qui sont totalement différentes et a la composition chimique qui différe d'un extrait a
l'autre. La technique d'extraction est celle qui permet d'obtenir des extraits avec un rendement
élevé [1, 2]. Ainsi, la capacité d'extraction des solvants dépend principalement de la solubilité
du composé dans le solvant [3]. Par conséquent, il est nécessaire de sélectionner la méthode
d'extraction appropriée ainsi que le solvant en fonction des propriétés de la matrice de
'échantillon, des propriétés chimiques des analytes, de l'interaction matrice-analyte [4, 5]. Les
techniques les plus courantes pour extraire les composés phénoliques utilisent des solvants,
organiques ou inorganiques [1].

Outre le choix du solvant d’extraction optimal, il existe deux autres parametres importants
affectent le rendement des composés phénoliques des extraits des plantes médicinales qui sont
le temps et la température d’extraction [6, 7].

4. Résultats des testes phytochimiques quantitative :

4.1. Quantification des composés phénoliques :

4.1.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC) dans I’extrait aqueux :

Le dosage des plyphénoles totaux a été réalisé selon la méthode Folin-ciocalton en utilisant
I’acide gallique comme standard, la teneur en composés phénoliques de I’extrait aqueux a été
calculée a partir de la courbe d’étalonnage d’acide gallique (fig. 9) et exprimée en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de la matiere seche (mg EAG/g).

0.5

g 03 y = 0,362x + 0,076
g R2 = 0,981
=
S 0.2
=
<
0.1
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12

Concentration en mg/ml

Fig. 9 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique (extrait aqueux).
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A partir de I’équation de régression (y= 0.362x + 0.076), du la courbe d’étalonnage d’acide
gallique, on calcule la concentration en polyphénols totaux d’extraits aqueux des feuilles de
Pistacia lentiscus L.

La teneur moyenne en polyphénols totaux est de 232.66 + 0.02 mg EAG/g, calculé a I’aide de
I’équation de régression

4.1.2. Dosage des polyphénols totaux (TPC) dans I’extrait organique (méthanol) :
Egalement, la méme méthode précédemment décrit a été adopté pour déterminer la teneur en
composés phénoliques d’extrait organique (méthanol), cela a partir de la courbe d‘étalonnage

d’acide gallique (fig. 10).

0.35
0.3

0.25

-5
g 0.2
_g y = 0,286x + 0,044
£0.15 R2=0,982
=
< 0.1

0.05

0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentration en mg/ml

Fig. 10 : Courbe d’¢étalonnage d’acide gallique (extrait méthanolique).

A partir de 1’équation de régression (y= 0.286x + 0.044), du courbe d’étalonnage d’acide
gallique, on calcule la concentration en polyphénols totaux d’extrait méthanolique. Ce dernier

a montré une teneur moyenne en polyphénols totaux de 588.33 + 0.01 mg EAG/g.

S 600
<
M 500
g
= 4
o 00
&
= 300
=
5]
5 200
%)
5 100
0
extrait extrait aqueux
méthanolique

Fig. 11 : La teneur en polyphénols totaux (TPC) des extraits de Pistacia lentiscus L.
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D’apres les résultats obtenus, on remarque que la quantité des composés phénoliques dans les
extraits méthanolique (588.33+£0.01 mg EAG/g) des feuilles de Pistacia lentiscus L.est plus
élevée par rapport a celle de I’extrait aqueux (232.66 £0.02 mg EAG/g).

Les résultats de ces études sont difficiles a comparer avec d’autres résultats a littératures a
cause des différences dans les méthodes d’extraction et de calcul [8]. En outre, la température
et le solvant d’extraction jouent un role dans le rendement en polyphénols obtenu [9].

En plus, la quantité des polyphénols dans les plantes dépend de nombreux facteurs intrinseque
(génétique) et extrinseéque (environnemental, récolte, séchage et stockage) [10].

4.2. Quantification des flavonoides :

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les
différents extraits [11].

L’absorbance est mesurée a 510 nm par spectroscopie UV. Les concentrations des
flavonoides des différents extraits sont déduites a partir de la courbe d’étalonnage.

4.2.1. Dosage des flavonoides totaux (TFC) dans I’extrait aqueux :

Les résultats enregistrés lors du dosage des flavonoides a partir des feuilles de Pistacia

lentiscus L. sont calculés a partir de la courbe d’étalonnage réalisé par la catéchine (fig. 12).

4

y = 0,571x + 0,009
R2=0,975

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentration en mg/ml

Fig. 12 : Courbe d’étalonnage de catéchine (extrait aqueux).

A partir de I’équation de régression (y= 0.571x + 0.009), du la courbe d’étalonnage le taux
moyenne de TFC est estimé a (462.35+0.07 mg CE/g).

4.2.2. Dosage des flavonoides totaux (TFC) dans ’extrait organique (méthanol) :

La figure suivante (fig. 13), est appelé la courbe d’étalonnage. Cette derni¢re nous sert a

calculer le taux des flavonoides totaux d’extrait méthanolique des feuilles de Pistacia
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lentiscus L. Elle obtenu par mesure d’absorbance des différents solutions de Catéchine dans

de méthanol par adoption de la méthode décrite précédemment [11].

y =0,789x + 0,025
R%2=0,985

Absorbance
(=]
~

0 0.2 04 0.6 0.8 1 1.2
Concentration en mg/ml

Fig. 13 : Courbe d’étalonnage de la catéchine (extrait méthanolique).

Les flavonoides sont présents dans 1’extrait organique (méthanol) des feuilles avec une teneur

de (690+0.01 mg CE/g) ce qui traduit sa richesse en ces composés.

700
600
500
400
300
200
100

extrait extrait aqueux
méthanolique

Teneur en en TFC (mg CE/g)

Fig. 14 : La teneur en flavonoides totaux (TFC) des extraits de Pistacia lentiscus L.

Selon les résultats enregistrés on remarque que la quantité des composés flavonoides dans les
extraits organique (690+0.01 mg CE/g) des feuilles de Pistacia lentiscus L. est plus élevée par
rapport a celle de I’extrait aqueux (462.35+0.07 mg CE/g).

Les deux résultats obtenus montrent la richesse des feuilles de Pistacia lentiscus L. en

composés flavonoides qui sont largement connus par leurs activités antimicrobiennes [12].
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5. Résultats des analyses chromatographiques :

5.1. Chromatographie couche mince (CCM) :

L’analyse qualitative via CCM, a permis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots).
Ces taches confirment la présence des composés phénoliques et des flavonoides [13].

Les résultats de cette manipulation sont représentés sur la figure 15 et dans le tableau 3.

' oFr= 090 Ri=0.92 i oRi=022 Re=0.92
R;=0.80 QRi=070
Re=0.68
B o _
&%= 058 7= 062 &R =061
oR1= 045
Ri=0.37 Q=036
Rr=0.28 Rf=0.27 .Rf =0.30
. oo Ri=0.15
- Ol EEEEEE e F------
B 2 1 2
phase Chloroforme phase Chloroforme+méthanol
Ri=0.71
Ri=0.60 R=059
oRr= 045 Ri=0.48
- Ry =0.09 oo™
- B  RRREEEE RRRREE
? =2 1 2

phase chloroforme+hexane

Fig. 15 : Résultat de la CCM des trois phases (éluant)

1 : (extrait aqueux), 2 : (extrait organique).

Les résultats illustrés précédemment dans la figure 13 et le tableau 3 dévoilent le nombre des

taches (spots) qui est proportionnelle aux composées phénoliques et flavonoides présents dans

les deux extraits (aqueux et méthanolique).
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Tableau 3: Résultat de la CCM (rapports frontaux « Rf ») des taches obtenues pour les

extraits de Pistacia lentiscus L

Les éluant Extrait aqueux (H,O) Extrait organique (MeOH)

Spot Rf Spot Rf

1 0.125 1 0.15
Chloroforme 2 0.288 2 0.275

3 0.375 3 0.45
4 0.587 4 0.625

5 0.9 5 0.8
- - 6 0.925

1 0.14 1 0.16

2 0.36 2 0.3

Chloroforme + méthanol 3 0.68 3 0.61
4 0.92 4 0.79

- - 5 0.92

1 0.09 1 0.13

Chloroforme + hexane 2 0.45 2 0.48
3 0.60 3 0.59

4 0.71 - -

C’est ainsi clair que les différences dans les valeurs de Rf sont dues a la polarité des
composés vis-a-vis du systeme de solvants d’¢lution et la phase stationnaire.

En général, les constituants chimiques different selon la partie de plante aussi d'une espece a
l'autre [14]. Comme en peut expliquer ces différences par la variabilit¢ de solubilité des
composés phénoliques et flavonoides dans les différents systemes des phases mobiles.

6. Evaluation du pouvoir anti-radicalaire par DPPH :

L’évaluation du pouvoir anti-radicalaire des extraits des feuilles de Pistacia Lentiscus L. a été
évalué en déterminant le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe. Nous avons constaté que
I’absorbance de la solution de 2,2-diphényl -1-picrylhydrazyle (DPPH) diminue au fur et a
mesure que nous ajoutons les extraits (organique / aqueux) ou la solution d’acide ascorbique.
Cette capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des
substances anti-radicalaires [15] ; la couleur passe progressivement du violet au jaune donc
la décoloration sera directement proportionnelle au nombre de protons captés du milieu
réactionnel. Elle méthode nous permet d’évaluer le taux de réduction du DPPH et donc nous
fournit un moyen pratique pour mesurer le pouvoir antioxydant des extraits étudiés (fig. 16 et

17).

44



Chapitre V : Résultats et discussions

Fig. 16 : Résultat de test DPPH pour Fig. 17 : Résultat de test DPPH pour

I’extrait aqueux I’extrait méthanolique

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe. est calculé suite au mesure d’absorbance de
chaque extrait avec différents concentration par la formule (IV.6), cela nous a permis de

tracer les courbes 18 et 19 des extraits méthanolique et extrait aqueux, respectivement.

70
S 60
=
= 50 /
S
= 40
=
= 30 y = 3.861x + 39.879
5 20 R2 = 0.9883
8
2 10

0
0 1 2 3 4 5 6
Concentration en mg/ml

Fig. 18 : Courbe d’activité antioxydante d’extrait méthanolique de Pistacia Lentiscus L.

La concentration capable d’inhiber ou de capter 50% des radicaux libre ICso est calculée a
partir de chaque courbe des deux courbes précédentes. L’ICso des deux extraits (organique et
aqueux) est approximativement proche vu les valeurs trouvées de I’ordre de 2.623 mg/ml et

2.962 mg/ml, respectivement.
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100
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Concentration en mg/ml

Fig. 19 : Courbe d’activité antioxydante d’extrait aqueux de Pistacia Lentiscus L.

Le méme protocole est approuvé pour mesurer le pourcentage d’inhibition du radical DPPHe
(I%) pour 1’étalon (acide ascorbique) dans les deux solvants usuel dans nos tests a savoir le
méthanol et I’eau. Cela nous a aider a tracer les courbes illustrées dans les figures 20 et 21

pour les deux solvants méthanol et eau, respectivement.

120

100

80

60

y =20,47x + 1,722
R2 = 0,984

40

20

Le taux d'inhibition (1%)

0 1 2 3 4 5 6
Concentration en mg/ml

Fig. 20 : Courbe d’activité antioxydante d’acide ascorbique dans de méthanol.
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Fig. 21 : Courbe d’activité antioxydante d’acide ascorbique dans I’eau.

La figure 22, illustre les différentes valeurs d’ICso trouvées pour les différents extraits et

standards.
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Fig. 22 : Les valeurs d’IC, de standard et les extraits de Pistacia lentiscus L.

Au vu des résultats obtenus, nous concluons que nos extraits sont doués d’un pouvoir
inhibiteur des radicaux libres trés important [16].
Un effet antioxydant remarquable vis-a-vis du radicale DPPHe est témoigné par les résultats

obtenus par ce test animer par les extraits méthanolique et aqueux des feuilles de Pistacia
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lentiscus L. Ce pouvoir antioxydant est fort probablement dii aux composés phénoliques
présents dans les feuilles de Pistacia lentiscus L. et qui sont connus comme substances
antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires et les formes réactives de
I’oxygene [17].

7. Evaluation du I’activité antibactérienne d’extrait méthanolique de Pistacia lentiscus L.
L’activité antibactérienne se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition claire autour de
I’extrait étudié. Le pouvoir antimicrobienne d’extrait méthanolique a été estimé en termes de
diametre de la zone d'inhibition autour des puits contenant les extraits a tester vis-a-vis les

bactéries suivants ; Pseudomonas aeruginosa (CECT 110) et Bacillus subtilis (CECT 498).

d'inhibition (mm)
—_ —_ [\o} [\ W
S u & G 3

9]

Diamétres des zones

)

Pseudomonas  Bacillus subtilis
aeruginosa (B.S)
(P.S)

Fig. 23 : Résultat d’activité antibactérienne d’extrait méthanolique de Pistacia lentiscus L.

Les diametres mesurés apres incubation sont représenté sur les figures 24 et 25.

Fig. 24 : Résultats de pouvoir inhibiteur Fig. 25 : Résultats de pouvoir inhibiteur
d’extrait méthanolique sur la croissance de d’extrait méthanolique sur la croissance de
Pseudomonas aeruginosa Bacillus subtilis
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Il est trés clair que I’extrait méthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus L. exerce un
pouvoir inhibiteur tres toléré sur les deux especes bactériennes Pseudomonas aeruginosa et
Bacillus subtilis avec des diamétres des aéroles de 1'ordre de 24 mm et 19 mm,
respectivement (figures 24 et 25).

Cowan [18] a rapporté que les différentes classes de polyphénols essentiellement les tanins et
les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers les microorganismes. Cette
toxicité est fonction du site et du nombre de groupements hydroxyles présents sur le composé
phénolique. En outre, il est évident que 1’augmentation de 1’hydroxylation conduit a une
augmentation de la toxicité. L’effet antimicrobien de ces phénols peut étre expliqué par
I’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires,
I’interaction avec les enzymes et les effecteurs ou la privation en substrats et ions métalliques
[19].

L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif majoritaire, mais
plutdt a I’action combinée (synergie) de différents composés [20]. Le mécanisme des effets
antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres complexe. Parmi les hypotheses avancées,
I’inhibition de la synthése d'acide nucléique, I’altération des fonctions de la membrane
cytoplasmique, la séquestration de substrats nécessaires a la croissance microbienne et

I’inhibition du métabolisme énergétique microbien [21].
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Conclusion générale :

Pistacia lentiscus L. est une plante médicinale tres réparties dans toute I'Algérie. Elle est tres
utilisée par la population locale pour ces propriétés thérapeutiques dont la raison pour laquelle
a été choisie pour objet dans cette étude. Pour valider leur utilisation tres fréquente par la
population locale, nous avons essayé initialement de maitre en évidence sa composition
chimique et cela via des analyses phytochimiques et chromatographique. Parallelement, son
larges pouvoir, nous a poussés a évaluer ces propriétés antioxydant par le test du piégeage

ainsi que son activité antibactérienne.

Deux méthodes simples a fin d’extraire les métabolites secondaires des feuilles de Pistacia
lentiscus L. sont approuvés. Il s’agit d’'une macération par I’eau distillée et une extraction
méthanolique via un montage de soxhlet. Le calcul de rendement nous dévoile que I’extrait
méthanolique possede le plus important taux par rapport a I’extrait aqueux avec des taux en

rendement de 27.4% et 4.28%, respectivement.

La richesse des feuilles de Pistacia Lentiscus en composés phénoliques permet d’expliquer
leur utilisation en médecine traditionnelle. Cela est témoigné avec les taux en polyphénols
tataux (TPC) et les taux en flavonoides totaux (TFC) trouvé pour I’extrait méthanolique avec
588.33 mg EAG/g et 690 mg CE/g, respectivement contre 1’extrait aqueux avec 232.66 mg
EAG/g et 462.35 mg CE/g, respectivement.

L’analyse chromatographique par CCM, a permis de mettre en évidence de nombreuses
taches (spots) dans les deux extraits. Ces résultats la, renforcent I’hypothese de leur richesse

en composés phénoliques.

L’excellent pouvoir du piégeage du radical DPPH des deux extraits méthanolique et aqueux

est traduit par les valeurs d’ICso avec 2.623 mg/ml et 2.962 mg/ml, respectivement.
L’extrait méthanolique de Pistacia lentiscus L. a manifesté avec une bonne activité

antimicrobienne sur les deux espeéces bactériennes Pseudomonas aeruginosa et Bacillus

subtilis, avec des diametres des zones d’inhibition de 24 mm et 19 mm, respectivement.
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En fin, c’est clair que I'utilisation des feuilles de Pistacia lentiscus L. pourrait constituer une

source naturelle contre le probleme de résistance des bactéries aux antibiotiques et

I’apparence des radicaux libres sources des pathologies fréquentes.

En terme de perspective, il est préférable de renforcer cette étude avec des analyses tres

poussés pour maitre en évidence le mécanisme explicatif de ces pouvoir thérapeutiques.
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