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ABSTRACT

This work aims for the phytochemical study and evaluation of the antioxidant activity of
phenolic compounds and essential oils of medicinal plant Pistacia lentiscus L. quantitatively
and qualitatively. Through the results obtained, it appears that the leaves and fruits are rich in
substances with a high antioxidant power. The yield of the phenolic compounds obtained
from 10g to powder of plant is for leaves 116.49 % and 61.34 % for fruit . For essential oils,
itis 0.253 £ 0.131 % for 100 g of plant material. The chromatographic profile of the essential
oil of Pistacia lentiscus L. shows that monoterpenes are the major compound (9.675 % of
identified molecules). The strong antioxidant activity of extracts obtained only confirms the
traditional use of this plant by the local population.

Keywords : chromatographic profile ; monoterpenes , secondary metabolites ; Boumerdes .

1. INTRODUCTION

En Algérie, les plantes ont une grande importance dans la médecine traditionnelle. Les
remedes utilisant les plantes, sont moins chéres et sans effet indésirables [1]. La flore
algérienne est caractérisée par sa diversité¢ florale: méditerranéenne, saharienne et paléo

tropicale, estimée a plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques.

Author Correspondence, e-mail: arabkarim3@gmail.com
Tel.: +213661702154; fax: +21324816284.
ICID: 1111591




K. Arab et al. J Fundam Appl. Sci. 2014, 6(1), 77-91 78

Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable (15%) d’especes
endémiques [2]. Ceci a donné a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable. Le
genre Pistacia est de part sa dioicie et ses fleurs nues, un genre particulier de la famille des
Anacardiacées [3]. L’espece Pistacia lentiscus L. est une plante médicinale qui se développe
sur tout type de sol, dans I'Algérie subhumide et semi-aride. La chimie de la plante est
relativement peu étudiée. Selon [4], [5], [6], [7] et [8], les huiles essentielles du Lentisque
sont utilisées pour leurs effets pharmacologiques en tant qu’antispasmodique, ou comme un
remede d'application locale externe sous forme d’onguent pour soigner les brilures et les
douleurs dorsales. Cependant, les travaux réalisés aux Maghreb sont peu nombreux: [9] et
[10] (Algérie); [11] (Tunisie); [12] (Maroc). Vue sa large utilisation par la population locale
lors des infections respiratoires, nous nous sommes intéressées a valoriser plus les huiles
essentielles et les composés phénoliques de cette plante, en évaluant qualitativement et

quantitativement l'activité antioxydante de ces deux métabolites.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. MATERIEL VEGETAL

Le matériel végétal utilisé est constitué de feuilles et de fruits de la plante médicinale Pistacia
lentiscus L. récoltés au niveau de la forét Brouk situé a environ 4.5 km du centre de
Boumerdes. Le choix est en relation avec sa large utilisation par la population locale dans le
traitement des infections respiratoires. La partie aérienne de la plante, (feuilles et fruits),
collectée en octobre 2012, séchée durant 30 jours a ’air libre et a 'ombre et réduits en
poudre fine a 1’aide d’un broyeur ¢€lectrique (Moulinex) a servi pour la caractérisation
phytochimique et I’extraction des composés phénoliques. Les feuilles récoltées durant les
mois de mars et d’avril 2013 sont utilisées directement pour I’extraction des huiles

essentielles.

2.2. CARACTERISATION DES SUBSTANCES PRIMAIRES ET SECONDAIRES DE
LA PLANTE MEDICINALE

Il s’agit d’un ensemble de tests effectués soit sur la poudre, soit sur I’infusé a 5 %. Ils donnent
une idée sur la présence ou I’absence de certains métabolites primaires et secondaires. La

méthode utilisée est celle adoptée par [13] et [14].

2.3. EXTRACTION DES COMPOSES PHENOLIQUES
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Pour extraire les composés phénoliques, nous avons adopté la méthode citée par [15].
L’extraction consiste a macérée 10g de la poudre végétale dans 100ml d’un mélange de
méthanol et d’acide formique (95% -5%) pendant 3 jours, et évaporer le filtrat récupéré dans
un rotavapor (Stuart) a70°C pendant 15 a 20 min, afin d’éliminer le solvant d’extraction. Le
rendement de I’extraction est calculé par le rapport de la masse de 1’extrait sur la masse totale

de la poudre végétale utilisée dans I’extraction

2.4. DOSAGE SPECTRALE DES COMPOSES PHENOLIQUES

Elle est couramment utilisée, principalement pour sa simplicité et sa sensibilité élevée. La
teneur en composés phénoliques est déterminée par le test de Folin-Ciocalteu a 765 nm. Le
principe de cette méthode repose sur la réduction des réactifs acides phosphotungstique et
phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline. La coloration bleu produite
est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans l’extrait analysé¢ [16]. La
concentration des composés phénoliques des feuilles et des fruits de Pistacia lentiscus L. est
calculée a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le
standard étalon d’acide gallique (2,5 - 42,5ug/ml), préparée a partir d’une solution mere de
50pg/ml, et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug/mg).

2.5. EXTRACTION DE L'HUILE ESSENTIELLE

L’extraction des huiles essentielles est faite par hydrodistillation. Cette méthode est basée
selon [17] sur I’éclatement et la libération des molécules odorantes (non solubles dans I’eau)
contenues dans les cellules végétales une fois mise en contact avec de 1’eau chaude. Ces
molécules aromatiques une fois condensées, dans un réfrigérant, forment les HE. La
séparation de la phase organique (HE) et la phase aqueuse (I’eau aromatique) est faite par
I’ajout de 1’éther dié¢thylique. Enfin, I’huile essentielle obtenue est conservée dans 1’obscurité
a basse température de 4 °C, dans des flacons en verre bien fermés pour éviter toute
dégradation de I’essence. Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini par le rapport
de la masse des huiles essentielles de la phase organique sur la masse initiale de la maticre

végétale.

2.6. PROPRIETES ORGANOLEPTIQUES DE L’HUILE ESSENTIELLE
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Selon [18], les propriétés organoleptiques des huiles essentielles portent sur 1’étude de

I’aspect, de I’odeur, et de la couleur.

2.7. CARACTERISATION DE L’HUILE ESSENTIELLE PAR LA GC/SM

Notre échantillon d’huile essentielle a été analysé¢ par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse. L’appareil de type CG 6890 N (HP Agilent
Technologies) est équipé d’une colonne capillaire HP 5-MS (5% de phényle; 95% diméthyle
polysiloxane) de 30 m de longueur et de 0,25 mm de diamétre interne. L’épaisseur du film de
la phase est de 0,25 um. il est couplé a un spectrometre de masse (SM) de type: MS - 5973 N
(HP Agilent Technologies) avec un détecteur Scan a impact d’¢lectron. Les conditions
analytiques sont les suivantes :

e Le gaz vecteur qui constitue la phase mobile est ’Hélium ;

e Le débit est delml/mn. ;

e Latempérature de I’injection (mode split) est de 250°C. Initialement la température du
four est maintenue a 35°C en isotherme pendant Smn, puis elle subit une augmentation
a raison de 5°C / mn, jusqu'a 250°C. Pour le spectrométre de masse la température de
détection est de 250°C.

e [La fragmentation est effectuée par impact électronique sous un champ de 70eV, et une
pression de 6,75Psi ;

e Le volume injecté est de 0,2 pl. L appareil est relié¢ a un systéme informatique gérant
une bibliothéque de spectre de masse. L’identification des constituants de 1’huile
essentielle extraite est basée sur :

a) La comparaison des spectres de masse des molécules inconnues a ceux des
composés purs cités par la littérature.

b) En tenant compte de I’ordre d’¢élution du composé sur la colonne considérée;

c¢) En tenant compte de la proposition et du pourcentage de probabilité¢ de
présence du composé fourni par la base de données du micro-ordinateur couplé

au spectromeétre de masse.

2.8. EVALUATION QUANTITATIVE DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES
COMPOSES PHENOLIQUES ET DE L’HUILE ESSENTIELLE
Elle consiste a évaluer I’activité antioxydante in vitro par la mesure du pouvoir de piégeage

du radical DPPH (1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) (SIGMA ALDRICH, Germany). Pour cela,



K. Arab et al. J Fundam Appl. Sci. 2014, 6(1), 77-91 81

25ul de chaque solution méthanolique des extraits testés a différentes concentrations (1; 0,8;
0,6; 0,4; 0,2 et 0,1 mg/ml), préparées a partir d’une solution mere de 1mg/ml, sont mélangées
avec 975ul d’une solution méthanolique de DPPH a une concentration de 0.024mg/ml. Apres
une période d’incubation de 30 minutes a I’obscurité, et a la température du laboratoire,
I’absorbance est lue a 517nm. En parall¢le, des dilutions d’une solution méthanolique du
controle positif (B carotene ; BHT) de 1mg/ml a des concentrations de 1 mg/ml ; 0,8 mg/ml ;
0,6 mg/ml ; 0,4 mg/ml ; 0,2mg/ml et 0,1 mg/ml sont préparées. L’inhibition du radical libre
de DPPH en pourcentage (1%) est calculée, selon [19] et [20].

2.9. EVALUATION QUALITATIVE DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES
COMPOSES PHENOLIQUES ET DE [L’HUILE ESSENTIELLE PAR
CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DE SILICE

Les trois extraits a tester (composés phénoliques et 1’huile essentielle) ont été dilués dans de
’é¢thanol pur (SIGMA ALDRICH, Germany) a 0,4 ; 0,2 ; 0,1 ; 0,05 et 0,01 mg/ml pour les
composés phénoliques et a 100 ; 50 ; 25 ; 12,5 ; 6,25 mg/ml pour l'huile essentielle. Le
contrdle positif utilisé est le BHT (SIGMA ALDRICH, Germany) aux mémes concentrations
des extraits testés. Les aliquots (10ul d’échantillon ou de contrdle positif) sont déposés sur la
plaque de silice. Apreés séchage, la plaque est complétement trempée dans un bac contenant
une solution de DPPH (0,4 mM), pendant 10 secondes et séchée sur papier filtre Wattman
(GLASSE MICROFIBRE FILTRES, England, 70 mm). Cette méthode est généralement
basée sur l'inhibition de 1’accumulation des produits oxydés. Dans ce cas la génération des

radicaux libres est inhibée par 1'ajout de molécules antiradicalaires.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. SCREENING PHYTOCHIMIQUE

Le test phytochimique montre que les fruits de Pistacia lentiscus L. ont une trés forte teneur
en anthocyanes, leucoanthocyanes, tannins totaux, tannins galliques, flavonoides, glucosides
et amidon. En revanche, on note une présence modérée des mucilages et une absence totale
des saponosides, des sénosides, des quinones libres, des coumarines, des irridoides et des
alcaloides. Concernant les feuilles, 1’étude a révéler une tres forte teneur en leucoanthocyanes,
en tannins totaux, en saponosides, en sénosides, et en alcaloides, une forte teneur en tannins
galliques et flavonoides et une teneur moyenne en glucosides. Les autres substances ne sont

pas présentes (Tableau 1).
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Tableau 1. Résultats de screening phytochimique des feuilles et des fruits de Pistacia

lentiscus L.

Substances Fruits Feuilles
Anthocyane -+ _
Leucoanthocyane -+ 4+
Tannins totaux ++++ A+
Tannins galliques ++++ +++
Flavonoides -+ +++
Saponosides - -+
Sénosides - 4+

Quinones libres - -

Coumarines - ;
Irridoides - }
Mucilages ++ .
Glucosides -+ Tt
Amidon S )
Alcaloides - o+

(-): absence de substance ; (++) : moyenne teneur en substance ; (+++) : forte teneur en

substance ; (++++) : trés forte teneur en substance.

Il est a souligner que la chimie de la plante est relativement peu étudiée. La plante est connue
pour contenir une huile essentielle et fixe [8], une huile grasse [21], des glycosides
flavonoiques [22], des anthocyanes [23], et des triterpenes [24]. L'abondance des flavonoides
et des glycosides a également été noté dans les parties aériennes de P. lentiscus, P. atlantica,
P. vera, et P. chinensi [25]. De méme, I’examen de criblage phytochimique préliminaire pour
Pistacia lentiscus L. réalisé par [26] a révélé une présence d'hydrates de carbone et / ou
glycosides, stérols insaturés et / ou triterpénes, des tanins et flavonoides, et une absence des
alcaloides, des glucosides cardiotoniques, des saponines et des anthraquinones. Il est a noter
que ces résultats sont similaires a ceux obtenus dans notre étude. La comparaison des résultats
des tests phytochimiques obtenus des deux organes de la plante médicinale Pistacia lentiscus

L. fait ressortir des similitudes en teneur pour les leucoanthocyane et les tannins totaux .
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3.2. RENDEMENT EN COMPOSES PHENOLIQUES

Apres évaporation des deux macéras, 1’extrait phénolique des feuilles obtenu présente un
aspect liquide, gélatineux et d’une couleur vert foncé. L’extrait phénolique des fruits présente
plutdt un aspect liquide peut gélatineux et d’une couleur rouge foncé. D'apres les résultats,
pour 10 g de poudre végétale, on a eu un meilleur rendement en composés phénoliques des
feuilles qui est presque 1’équivalent du double du rendement en composés phénoliques des
fruits. Les valeurs obtenues sont respectivement 116,49 % et 61,34 %. Par manque de

données nous n’avons pas pu discuter ces résultats.

3.3. RENDEMENT EN HUILE ESSENTIELLE

Le rendement moyen en huile essentielle pour 100g de matieére végétale est de 0,253+
0,131%. L’extrait obtenu est de couleur jaune et présente un aspect liquide, mobile et limpide,
avec une odeur aromatique, trés puissante et pénétrante. Nos résultats sont proches de ceux
obtenus par [12], au Maroc et a ceux obtenus par [27] en Sardaigne. Ces auteurs indiquent un
rendement compris entre 0.2 et 0.4 %. Néanmoins, ils sont supérieurs a ceux obtenus par [28]
(0.14%). Le rendement en huile essentielle de P. lentiscus L. semble dépendre donc de la
nature des parties de plante utilisée, le matériel employé pour 1’extraction et la méthode

d’extraction, aussi bien I’origine de la plante et la période de récolte.

3.4. DETERMINATION DE LA CONCENTRATION DES DEUX EXTRAITS
PHENOLIQUES

Les valeurs de I’absorbance des deux échantillons, dilué une fois (d=1/2) pour I’extrait
phénolique des fruits et deux fois (1/4) pour 1’extrait phénoliques des feuilles, a 765 nm sont
respectivement de 0,529 et 0,7. A travers la courbe d'étalonnage obtenue (Y= 0,011 X avec un
coefficient de corrélation R2 = 0,993), la concentration de chaque échantillon exprimée en
mg/ml d’acide gallique est de 12,022 mg/ml pour I’extrait phénolique de feuilles, et
31,81mg/ml pour I’extrait phénolique des fruits. Il ressort des résultats obtenus du dosage
spectral de nos composés phénoliques que les feuilles et les fruits de Pistacia lentiscus L.
renferment ces métabolites secondaires en quantité considérable. Cette richesse est indiquée

par [29] et [30] qui stipulent que les arbustes méditerranéens sont généralement riches en
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composés phénoliques. Par ailleurs, [31] a notée des concentrations en composés phénoliques
de 69.33 mg/ml (feuilles) et de 10.37 mg/ml (fruits) pour Pistacia atlantica L., récoltés du sud
algérien. Ces résultats sont supérieurs aux notres pour les feuilles, et inférieur pour les fruits.
Une étude menée par [32] a démontré une grande quantité de composés phénoliques dans les
fruits de Pistacia lenticus L. (89 mg / g poudre végétale). Cette différence en teneur peut étre

due au biotope de la plante et/ou aux variations interspécifiques.

3.5. Caractérisation de I’huile essentielle du Pistachier lentisque par GC/SM
L’analyse de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus L. par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectroscopie de masse GC/SM a permis de détecter 75 composés (75 pics), 18

ont été identifiés et cités dans le Tableau 2.
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Tableau 2. Concentration des différents composés identifiés par Chromatographie en phase

gazeuse couplée a la spectroscopie de masse de I’huile essentielle de Pistacia lentiscus L.

Composés Formule Temps de Taux
chimique rétention (%)
o- Pinéne CioHy6 8,985 1,665
R-Comphéne CioHy6 9,425 0,290
p-Pinéne CioHy6 10,437 1,100
p-Mircene CioHig 11,094 1,255
a- Phellandrene CioHig 11,397 0,605
o-Terpinéne CeHyp 11,803 0,424
Limonéne CioHig 12,294 4,760
v-Terpinéne CeHyp 13,163 0,828
L-terpinen-4-ol CoH;30 16.644 3,832
3-cyclohexene-1- - 17,055 3,736
methanol,a-a 4-
trimethyl
Carvone CoH14,0 18,472 2,805
L-a-bornyl acetate C,H,,02 19,375 1,192
1-(3- CHyg 19,484 0,733
methylcyclopent-2-
enyl)
cyclohexene
Undecanone C;1H»,O 19,741 5,580
Caryophyllen CisHoy 22,582 3,219
p-Cubebene CsHaa 24,005 5,539
Spathulenol C,;5sH,,0 26,228 13,353
a-Cadinol Cy5H,60 27,623 4,112

Il ressort du tableau 3, que I’huile essentielle de Pistacia lentiscus L. est composée

majoritairement de monoterpénes. En effet sur 55,028 %, ils représentent 9,675%. Parmi ce

groupe chimique le principal composé est le Limonene (4,760%). Pour le groupe chimique

sesquiterpene, il représente (8,758%). Le principal compos¢ est le f Cubebene (5,539%).

uant aux sesquiterpenes oxyeénés, ces derniers représentent 17,467%. Les deux composés
b b

sont Spathulenol (13,353%) et a-Cadinol (4,112%). Il est clair d’apres ces résultats que, la

molécule principale qui caractérise 1’huile essentielle de cette plante médicinale est

Spathulenol avec un pourcentage de 13,353%. Ces résultats sont complétement différents de
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ceux obtenus par d’autres auteurs. Néanmoins, il faut signaler que les mémes molécules sont
présentes mais a des pourcentages différents. Ainsi, [33] ont trouvés comme composé
majoritaire de I'huile essentielle du Pistachier le myrcene et le limonéne, respectivement a
Alixir et au Maroc. Par ailleurs, I'étude faite par [34] en Tunisie a montré une majeure
composition en acide palmitique et en acide linol€ique. Cette variation de composition n’est
que le reflet de la biodiversité moléculaire rencontrée chez P. lentiscus L., due au climat et au

biotope approprié.

3.6. EVALUATION QUANTITATIVE ET QUALITATIVE DE L’ACTIVITE
ANTIOXYDANTE DES DEUX COMPOSES PHENOLIQUES ET DE L’HUILE
ESSENTIELLE

Les résultats du pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les trois échantillons de

Pistacia lentiscus L. sont représentés par la figure 1.

o tebition DPPH

120

100

w +
—EXF

60 - EX FR
== EX HE

40 ———ENT e

20 -

1] .
4] a2 04 4.6 08 1 LI

Conceniration (me/ml)

Fig.1. Activité de piégeage du radical libre du DPPH

Les deux extraits phénoliques réduisent la concentration du radical libre DPPH. Cependant,
I’extrait phénolique des feuilles présente une activité importante par comparaison a celle de
I’antioxydant synthétique BHT. L’huile essentielle reste la moins active. L’apparition des
taches blanches met en évidence le pouvoir antiradicalaire des composés phénoliques et de

I’huile essentielle. Les résultats de ce test sont représentés sur la figure 2.
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-b- fruits ~¢~ huile essenticlle

Fig.2. Dot Blot sur couche mince de silice représentant la chélation de DPPH par les

composés phénoliques des feuilles, composés phénoliques des fruits et I’huile essentielle

Au vu des résultats obtenus, on constate que 1’extrait phénolique des feuilles et de 1’huile
essentielle ont prouvé une trés bonne activité antioxydante par rapport a I’extrait phénolique
des fruits. Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques des feuilles ont été
rapportés: Ils agissent comme un capteur de I' 1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) [35, 9,
37]. 1l a également été¢ montré que la présence d'acide gallique et son dérivé, le 1, 2, 3,4, 6 —
penta galloyl glucose dans les fruits, jouent un role de protection contre la peroxydation
lipidique induite par H,O, dans la lignée cellulaire K562 [38]. D’autre part la différence de
I’intensité¢ de [D’activité antioxydante observée, dans notre étude, entre les composés
phénoliques, et I’huile essentielle peut étre due a I’effet inhibiteur puissant de certains
composés phénoliques. Cette hypothése est basée sur les constatations de [39], [40], [41] et
[42]. En effet, ces auteurs ont rapporté 1’existence d’une relation étroite entre les composés
phénoliques et les activités antioxydantes. Quant a 1’huile essentielle, la faible activité
antioxydante revient probablement selon [43] au faible effet inhibiteur exercé par 1’a-pinéne

et le limoneéne.

4. CONCLUSION

Le screening phytochimique a fait ressortir une forte teneur en métabolites secondaires dotés
d’un pouvoir réducteur et qui peuvent €tre utilisés comme principes actifs des anticancéreux.
De méme, le rendement en huile essentielle est assez satisfaisant. L’analyse de I’huile
essentielle par GC/SM montre une richesse en monoterpénes (9,675%) et en sésquiterpenes

(8,758%). Enfin, l'¢tude qualitatif et quantitatif du pouvoir antioxydant des composés
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phénoliques et 1'huile essentielle de Pistacia lentiscus L. nous permet de noté un plus grand
effet inhibiteur avec 1’extrait phénolique des feuilles. Vue les résultats obtenus, on déduit que

Pistacia lentiscus L. possede des effets médicinaux importants qu’il faudra valoriser.
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