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Introduction

Depuis des milliers d’années, I’homme a toujours utilisé les plantes pour soigner et
traiter certaines maladies, pour cela il a toujours essayé d’exploiter les différentes plantes
qui se trouvent dans son environnement afin de qualifier ses qualités nutritives et
médicinales (Rodrigues 2007). Mais le développement scientifique et technologique a
touché le domaine pharmaceutique, ce qui a délaissé 1’usage des plantes traditionnelles
(Iserin 2001).

En Afrique, en Chine et en Inde, I’'usage thérapeutique des plantes médicinales reste

la forme de médecine la plus répandue et la plus ancienne (Laurant-Berthoud 2013).

L’Organisation Mondiale de la Santé a estimé que 65 a 80% de la population
mondiale est satisfaite par la médicine traditionnelle, car les plantes ont pu démontrer
leurs efficacités (Ma, Tan et al. 1997), sachant que 25% des médicaments prescrits sont
d’origine des plantes (Moutinho, Matos et al. 2013).

Les recherches scientifiques s’intéressent beaucoup plus aux composés des plantes
qui sont destinés a I’utilisation dans le domaine phytopharmaceutique .1l existe beaucoup
de plantes riches en molécules bioactives connues sous 1’appellation de métabolites
secondaires (Hammoudi 2015), a savoir les terpénoides, les alcaloides, les huiles
essentielles, les composés phénoliques,...etc, sont I’origine des propriétés thérapeutiques
des plantes médicinales (Tsao and Yang 2003). Les polyphénols sont les plus étudiés par
les chercheurs, car ils sont 1’origine de plusieurs propriétés médicinales et jouent un réle
trés important dans la lutte contre les cancers, les maladies cardiovasculaires et le stress

oxydant etc (Hennebelle, Sahpaz et al. 2004).

L’Algérie est tellement riche en plantes médicinales a cause de sa localisation
géographique. Parmi ces plantes, on trouve Pistacia lentiscus L connue sous le nom
DARW (BELHACHAT 2019), c’est une plante d’origine méditerranéen, elle a été
considérée comme un bon remeéde pour le traitement des ulceres, I'nypertension, la toux,
les maux de gorge, lI'eczéma, les calculs rénaux et la jaunisse (Djedaia 2017). Cette plante
est connue chez les chercheurs par sa richesse en composés bioactifs et surtout les
polyphénols (Gardeli, Vassiliki et al. 2008).
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En effet, Lors de I’ingestion d’aliments riches en polyphénols, ceux-Ci, entrent en
contact avec différentes matrices biologiques (glucides, lipides et protéines) et
interagissent avec elles. L'interaction la plus décrite est celle des polyphénols avec les
protéines, car ces derniers jouent des rbles importants dans plusieurs activités
physiologiques (Seczyk, Swieca et al. 2019). Ces interactions polyphénols-protéines
peuvent avoir des effets significatifs sur la biodisponibilité et les propriétés bénéfiques
des polyphénols (Bandyopadhyay, Ghosh et al. 2012). La sérum albumine bovin est une
protéine possede 1’habilité a se complexer avec les polyphénols, souvent utilisée comme
protéine modele pour la complexation du concept d’interaction des protéines avec les
polyphénols, elle détire plusieurs fonctions biologiques telle que le transport de molécules

bioactives et permet le maintien de la pression oncotique (Carvalho, Mateus et al. 2004).

L’intérét de cette est la valorisation des fruits de lentisque trés répandu sur le tell
algérien, pour cela nous avons envisagé la caractérisation phytochimique de ce fruit, nous
nous sommes fixées pour objectif, d’étudier les interactions polyphénols-protéines et
I’effet de celles-ci sur la biodisponibilité et I'activité antioxydante des polyphénols ainsi
que sur I’activité antibactérienne. Pour atteindre cet objectif, ce travail s’organise en deux

parties :

v" Une partie bibliographique dans laquelle nous avons réalisé une synthése des
connaissances concernant le lentisque, les molécules bioactives et leurs activités.
v Une partie expérimentale qui est subdivisée en trois parties : le dosage des
molécules bioactives, 1’é¢tude de I’interaction et 1’étude de 1’activité antioxydante

et antibactérienne.







Chapitre | Synthése bibliographique

I. Apercu sur la botanique de Pistacia lentiscus L
[1.2 Pistachier Lentisque

Le nom pistachier lentisque vient de mot latin Pistakia qui est une altération du

mot foustak, et lentiscus vient de mot latin lentiscus qui est le nom de 1’arbre mastic (lauk,
Ragusa et al. 1996).

Le Pistachier Lentisque appelé communément arbre mastic, en arabe Darou ou Tadist
(Bézanger-Beauquesne and Pinkas 1964). Le lentisque appartient a la famille des
Anacardiacées ou, il pousse dans 1’état sauvage sur les sols en friches ou les brandes.
Le pistachier est classé comme suit :
Regne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta
Super division : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae
Ordre : Sapindales
Famille : Anacardiacéesou
Genre : PISTACIA L. — pistache
Espeéce : Pistacia Lentiscus L

. 3 - ?
» A

Figure 1:Photographie de Pistacia Lentiscus L(Bellakhdar 2013).
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Le lentisque est une espece qui se trouve couramment dans les régions
méditerranéennes de 1I’Europe et I’Afrique, en sites arides Asie, jusqu’aux canaries
(Bellakhdar 2013).11 est spontanée tres répandue dans les régions subhumide et semi-
aride en Algérie (Smail-Saadoun 2005), Cette plante se trouve précisément dans le bassin
de Soummam en association avec le pin d’Alep, le chéne vert et le chéne liege (Smail-
Saadoun 2005).

L’arbre mastic se caractérise par une hauteur de 1 a 3 métres ramifié (Bellakhdar
2013), ainsi par sa forte odeur de résine avec un goQt acre. Cette plante préfére les endroits
chauds avec une exposition longue aux radiations solaires, ainsi que les endroits pauvres
en nutriments et en eau (Magiatis, Melliou et al. 1999).

Pistacia lentiscus L est composée de :

e Ecorces, rougeatres quand la plantes est jeune et il devient gris avec le temps,
avec des branches tortueuses et pressées (Hans YK. 2007).

e Feuilles, sont composantes a folioles en nombre paires de 6 a 12, leurs couleur est
vert sombre, entieres, coriaces, elliptiques, obtuses, le pétiole est bordé d’une aile
verte. Lorsqu’elle est une espéece dioique, on trouve des pieds males et des pieds
femelles (Hans YK. 2007).

e Fleurs, présentent une forme de grappe. Elles sont unisexuées, avec une largeur
de 3 mm, trés aromatiques. les fleurs femelles sont vert jaunatres, et les fleurs
malles sont rouges foncées (Benmeggoura, Zerroukhi et al. 2021).

e Fruits, une baie globuleuse ou une petite drupe arrondie remplie d’un nucléole de
la méme forme (Benmeggoura, Zerroukhi et al. 2021), les fruits de lentisque ont
deux stades de maturation, mature ou les fruits sont verts et rouges, mature ou les

fruits sont noirs (Quézel and Santa 1962). lls sont monospermes.

Figure 2: Feuille, fleur, graine du Pistacia lentiscus L (Abdelwahed, Bouhlel et al.
2007).
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I.1.1  Les composants phytochimiques de Lentisque
L’étude de la composition chimique de la plante a montré que cette derniére
contient une huile essentielle, des métabolites secondaires : les polyphénols, les

flavonoides, les tannins, des triterpénes, etc.

1) Les polyphénols
Les polyphénols constituent une famille tres large des meétabolites secondaires
d’origine végétale, avec au moins un cycle aromatique et plusieurs groupes hydroxyles

qui se lient a d’autres fonctions comme : 1’éther, ester ou hétéroside.

IIs se trouvent généralement dans toutes les plantes vasculaires, ou ils se localisent

dans les racines, les tiges, les feuilles, les fleurs, les fruits (Manallah 2018).

Les polyphénols peuvent étre des molécules simples comme 1’acide phénolique,
ou complexes telle que les tannins. lls possedent des propriétés anti-inflammatoires,
antioxydantes, antiallergiques, et luttent contre les maladies cardiaques et le cancer (Gani,
Wani et al. 2012).

Groupe hvdroxvie —  »0OH

Novau aromatique — |

~

Groupe phenol
Figure 3:Structure de base des composés phénoliques (Manallah 2018).

2) Les flavonoides
Les flavonoides sont des molécules qui ont des structures chimiques variées et des
caractéristiques propres (Tsimogiannis and Oreopoulou 2006). Ce sont les polyphénols
les plus étudiés et diversifiés avec plus de 8000 variant (Beta, Nam et al. 2005). Ce sont
des pigments incolores ou colorés, constitués d'un grand groupe de composés
polyphénoliques ayant une structure benzo-ypyrone et de fagcon ubiquitaire dans les

végétaux (Kumar and Pandey 2013).

Les activités biologiques des flavonoides sont dues a leurs pouvoir antioxydant et

chélateur, en inhibant la croissance de plusieurs type de carcinome humain comme le
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cancer des seins, du colon, la leucémie, prostate, adénocarcinome, Le carcinome

hépatocellulaire et cancers bronchiques a petites cellules (Kumar and Pandey 2013).
OH

HO O
> OH
OH
OH

Figure 4: Structure de base des flavonoides(Coste 2015).

3) Les tanins
Résultent de la condensation des formes simples des flavonoides, et selon le type
de condensation on distingue deux types des tannins : les tannins hydrolysables et les

tannins condensés (lauk, Ragusa et al. 1996).

les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols (Jean
2009) et les tanins condensés sont des polymeéres flavaniques constitués d’unités de

flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone(Jean 2009).

Figure 5: Structures chimiques (a) d’un tanin hydrolysable et (b) d’un tanin
condensé(Bayart 2019).

4) Les terpénes
Les terpenes sont des molécules trés volatiles, tres répondus dans le régne
vegétal(Lamarti, Badoc et al. 1994). IIs sont localiseés dans tous les organes végeétaux :
fleurs, feuilles, rhizomes, écorces et fruits ou graines. Ces derniers sont des substances

trés lipophiles et insolubles dans 1’eau (Meddah and Deloum 2007).Les terpenes sont des
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composés de 5 atome de carbone a la formule générale (C5H8n) ayant pour base un
isopréne et selon le nombre d’entités isopréne qui sont digérées dans leurs structures , les
terpénes sont classées en sept classes : les hémiterpenes, les monoterpenesses, les
quiterpénes, les diterpénes, les triterpénes, les tétraterpénes et polyterpenes (Rebstein and
Soerensen 2011). Le Manool, carnosol et 1’acide ursolique sont des terpénes avec une
activité anti-inflammatoire (Morel 2008).

[.1.2  L’intérét d’exploitation de Pistacia Lentiscus L
Depuis des temps des grecs anciens, plusieurs utilisations de cette espéce ont été
référées. On cite quelques-uns :

1) Traditionnellement :

Plusieurs utilisations thérapeutiques ont été reportées a partir de différentes parties de

cette plante (feuille, fleur, racine, écorce, mastic).

Tableau 1: les différentes parties de lentisque et leur utilisation.

Partie de la plante Utilisation Référence
Feuille Troubles gastro- (Kivgak and Akay 2005)
intestinales, traitement

d’eczéma et des infections

de la gorge.

Fruit Grippe, rhumatisme, (Bozorgi, Memariani et al.
diarrhée. 2013)

Ecorce Douleurs intestinales, (Bozorgi, Memariani et al.
diabéte et diarrhée. 2013)

Mastic Douleurs abdominales, (Kivgak and Akay 2005)

traitement des ulcéres

gastroduodénal.
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2) Phytothérapie :

C’est I’utilisation des plantes a des fins thérapeutiques. Le pistachier est
caractérisé par la production de I’oléorésine qui est utilisée comme un antiseptique des
voies respiratoires. Elle possede une activité antivirale contre les virus d’embryon de
poulet. Elle est bénéfique pour le traitement des ulceres de 1’estomac(Chekchaki,
Boumendjel et al. 2015).

Ainsi que les stérols qui se trouvent dans 1’huile de Pistacia L représentent les précurseurs
de provitamine D3, ils jouent ainsi un réle tres important en abaissant le cholestérol dans
le sang (Chekchaki, Boumendjel et al. 2015).

3) Pharmaceutique et médecine :

Pistachier est une source trés importante des molécules bioactives. Elle est
utilisée, soit par voie interne, transcutanée ou diffusion. Le mastic est utilisé en médecine
vétérinaire en diminuant les risques d’infection des chévres et moutons par les larves
contagieuse (Rogosic, Estell et al. 2008), ainsi qu’en médecine humaine en utilisant les
racines pour les inflammations intestinales et d’estomac (Rogosic, Estell et al. 2008), la
résine connu par ses effets multiples : diurétique, antifongique, antioxydant, analgésique
et dans le traitement d’hypertension (Chekchaki, Boumendjel et al. 2015). Les fruits de
Pistacia lentiscus L contiennent 5,4 mg/ml d’anthocyanines, de plus des polyphénols, sa
composition minérale montre une teneur trés éleve en potassium, de sodium, calcium et

de phosphore (Longo, Scardino et al. 2007).

4) Cosmétique :
la résine est utilisee comme un ingrédient de certains produits cosmétique telle
que les dentifrices, des lotions pour les cheveux, des pommades cutanées, des produits de

la peau et la production des parfums (Hasan, Habib et al. 2011).
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.1.3  Les activités biologiques de Pistacia lentiscus L
L’arbre mastic a démontrée des diverses activités d’aprés des études cliniques et

des recherches, on cite quelques activités :

v'Activité antioxydante : le lentisque est tellement riche en polyphénols et
flavonoides ce qui lui confere une activité antioxydante(Halliwell 1994). Elle
correspond & sa capacité a résister 1’oxydation (Barus 2008). La plupart des
antioxydants d’origine naturelle possédent un groupement hydroxyphénoliques. Cette
activité est due a leur capacité de neutraliser les radicaux libres (Barus 2008).

v Activité anti-inflammatoire : les flavonoides qui se trouvent dans le pistachier lui
confére une activité anti-inflammatoire, par une inhibition de certaines enzymes de
régulation (Manthey 2000).

v Activité antimicrobienne et antivirale : le mastic a un moyen de défense contre
les microorganismes grace aux composés phénoliques qu’il contient. En effet les
groupements hydroxyles augmente la toxicité contre soit par la chélation des ions
métalliques, ou par des interactions non spécifiques, comme I’interaction avec les
protéines de paroi cellulaire avec des ponts hydrogeénes, pour inactiver 1’adhésion
des microorganismes (Cowan 1999).

v Activité antimutagene : d’aprés des essaies in vitro, les polyphénols de Pistacia
lentiscus L ont une activité inhibitrice de la mutagénécité et la génotoxicité (Barus
2008).

v’ Activité anticancéreuse : lagomme du mastic de Pistacia Lentiscus L contient des
composées qui inhibent la prolifération et induisent 1’apoptose des cellules
cancéreuses (Manthey 2000).

1) Etude sur P’activité antioxydante

Les radicaux libres sont des armes a double tranchants, d’une part ils proteégent
I’organisme de certaines microorganismes et des cellules tumorales, d’autre part ils sont
responsables de la toxicité d’oxygene et ses effets mutagenes(Wilson and Salamatian
2003), sachant qu’ils sont dures a étudier a couse de leurs courte durée de vie (Favier
2003).

Ces radicaux sont des espéces qui possédent un seul électron sur leurs couches
externes, ils sont produits au niveau de différents organites cellulaires (mitochondrie-

cytosol) (Wilson and Salamatian 2003),L’ensemble de ces radicaux avec leurs
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précurseurs forme ce qu’on appelle les especes réactives d’oxygene (ERO). C’est a cause
de ces ERO comme I’ion superoxide (O2), le peroxyde d’hydrogene (H203), et le radical
hydroxyle (HO") qui cherchent a se stabiliser en acquérant 1’électron qui leur manque
(Halliwell 1995), qu’il y aura un déséquilibre entre ces derniers et les antioxydants et on
appelle ca « le stress oxydatif » qui est I’origine de plusieurs maladies telle que : le cancer,
’athérosclérose, Alzheimer et la déficience du system immunitaire (Aruoma 1998).
Les sources de la provenance des espéces réactives d’oxygene sont (Halliwell
1995), (McCord 2000) :
» Sources endogénes : NADPH oxydase, Chaine respiratoire mitochondriale,
Peroxysome, Cycloxygénase, Lipoxygénase, Xanthine oxydase, Cytochrome P-
450.
» Sources exogenes : Polluants, Radiations (X, UV), Xénobiotiques pro-oxydants,
Cytokines pro-inflammatoires.

a) Les antioxydants

L’organisme est capable de développer des mécanismes pour limiter le stress
oxydatif, les molécules qui sont capable de limiter les dommages des radicaux libres sont
appelées les antioxydants, il existe deux types : enzymatique et non enzymatique
(Halliwell 1995).

» Les antioxydants enzymatiques : les plus efficaces chez les mammiféres et les
plantes sont : la catalase, glutathion peroxydase.

» Les antioxydants non-enzymatiques : on trouve la vitamine C et E, les béta-
carotenes, les flavonoides et les polyphénols alimentaires.

b) Le stress antioxydant

Le stress antioxydant est un déséquilibre dans les conditions de mauvaise
alimentation, d’ou vient I’'importance d’une alimentation riche en antioxydants (Rolland
2004). Comme il peut étre définit comme un déséquilibre causé par le systéeme de défense
antioxydant suivi par une augmentation des ERO, ce qui cause I’apparition des maladies

pathogénes telle que le cancer, I’arthrite...(Evans and Halliwell 1999).

La plante choisie pour ce travail doit une grande partie de capacité antioxydante
aux polyphenols (Singh, Prabha et al. 2017).Ces polyphénols sont synthétises par la voie
de Shikimate qui est présente que chez les bactéries, les champignons et les plantes.

(Hoffmann 2003). Sachant que les polyphénols sont des excellents piégeurs des ERO et
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des tres bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre(Guillouty
2016).

2) Etude de P’activité antimicrobienne

Chez une plante on ne parle pas d’un systéme immunitaire, mais plutot de
propriété antibactérienne qui est efficace contre une gamme des microorganismes.

Lorsqu’on parle d’une activité antibactérienne on cite deux types d’effets, soit une
inhibition de croissance, ou une activité létale. Les plantes agissent sur la pathogénicité
des bactéries par 1’accumulation des composés phénoliques dans leurs couches
phospholipidiques qui perturbent la couche membranaire et les échanges intercellulaires
nécessaire pour la biosynthése et la croissance(Cox, Mann et al. 2001).

Les bactéries se divisent en deux groupes : les Grams positifs et les Grams
négatifs. Les positifs sont celles qui possedent une enveloppe cellulaire constitué d’une
membrane cytoplasmique et une paroi épaisse et a la fin de la coloration de Gram elles
sont colorées en violet, telle : staphylococcus aureus, Bacillus asparagines, listeria ....
Les Grams négatifs possédent une enveloppe cellulaire avec une membrane
cytoplasmique d’un périplasme et elles sont colorées en rouge a la fin de la coloration de
Gram, et on trouve : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella... (Cox,
Mann et al. 2001).
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[1.2 Interaction polyphénols-protéines

Les polyphénols ont plusieurs effets biochimiques et pharmacologiques, celles
que les chercheurs sont intéressés est la capacité des polyphénols de se lier aux protéines.
Cette interaction se fait d’'une maniére réversible ou irréversible en formant un systeme
moléculaire organisé. Cette interaction s’influence par certaines conditions telles : le pH

et la température.

Cependant, la plupart des recherches sur ce sujet sont basées sur I’interaction

tanins-proteéines.

[.2.1 Généralités sur les protéines

Les protéines sont des éléments essentielles pour la cellule, sont des
macromolécules azotés formes de nombreux acides aminés unis entre eux par des liaisons
peptidiques (Whitford 2005), toutes les protéines, des bactéries a ’homme sont créées de
méme groupe de 20 acides aminés. Elles ont un réle : catalytique, de transport, de
protection (Kamoun 2003). Elles ont quartes structures, une structure primaire,
secondaire, tertiaire et quartenaire.

La structure primaire est un enchainement des acides aminés monomeres, dont
I’assemblage est controlé par un code génétique (Boumaza 2014). Les protéines peuvent
adoptées une structure secondaire qui correspond aux hélices a et feuillets f (Boumaza
2014).La structure tertiaire est un repliement a 1’échelle moléculaire ce qui lui donne une
structure tridimensionnelle et lui confére une activité biologique (Whitford 2005).

La structure quaternaire est le niveau le plus élevé d’organisation des protéines ou
I’interaction de plusieurs protéines appelé une sous-unité protéiques (Ansari and Helms
2005).

Il existe plusieurs protéines qui peuvent intervenir dans I’interaction avec les
polyphénols, on trouve :

v' Caséines : elles représentent 80 % de lait de vache, Les caséines al, a2 et B sont
des phosphoprotéines, la caseéine K est une phosphoglycoprotéine. Elles sont
hétérogénes par rapport a leur teneur en phosphore et en sucre (Guillou, Pelissier
et al. 1986).

v' La pepsine : c’est une protéine secrétée par la muqueuse gastrique. Elle est
caractérisée par sa teneur élevée en acides aminés acides et B-hydroxylé, elle a

une forme bilobée (Nalinanon, Benjakul et al. 2010).
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v Le sérum albumine bovine (BSA) :

c’est une protéine globulaire, hydrosoluble qui est produite par le foie (Murray,
Granner et al. 2003), elle est similaire a la protéine de plasma humaine (HSA), elle est
nécessaire pour la distribution des fluides corporelle (Isaza, de Seigneux et al. 2012).

Son poids moléculaire est 66.43KDA, sa structure primaire est sous la forme d’un
ceeur, alors que sa structure secondaire est formée de 68% d’hélices a et 18% feuillets 3
(Bos, Labro et al. 1989). Elle est composée de 609 acides aminés, avec un faible taux de
tryptophane et de méthionine, et un taux ¢élevé de cystéine et d’acides aminés chargés
(Friedli 1996).

L’albumine maintient la pression osmotique du sang a cause de sa masse
moléculaire faible et sa concentration ¢levé, ¢’est un transporteur d’acide aminé soluble
dans le plasma, elle a une affinité avec les composés aromatiques chargés négativement
(Friedli 1996).

1.2.2 Le principe de complexation et de précipitation

L’interaction des polyphénols avec les protéines se déroule en trois étapes,
commengant par 1’association des polyphénols a la surface de la protéine, ce qui conduit
au changement de conformation de la molécule de protéine. La deuxiéme étape est la
formation des colloidaux insolubles, ou les polyphénols vont se lier a plusieurs molécules
de protéines. Durant la derniére étape, le nombre d’interactions augmente, ce qui cause
un accroissement des agrégats qui provoque leur précipitation (Jobstl, O’Connell et al.
2004).

Fixation des polyphénols a Pontage entre deux Formation de grand

La surface de la protéine molécules de protéines complexe : sédimentation

Figure 6: Principe de complexations entre les polyphénols et protéines (Jobstl,
O’Connell et al. 2004).
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[.2.3 Les principaux mécanismes d’interaction
1. Les interactions hydrophobes

les protéines et les polyphénols s’orientent 1’un par rapport a 1’autre (Charlton,
Baxter et al. 1996). Ce type d’interaction se produit entre un noyau aromatique des
polyphénols et des acides aminés (Ozdal, Capanoglu et al. 2013).

2. Les liaisons hydrogénes
Ce sont la force majeur de stabilisation de complexe, ses liaisons se forment entre

les groupements carboxyles des protéines et les groupements hydroxyle des polyphénols
(Hagerman and Butler 1978).

3. Les liaisons ioniques

Se créent entre les ions phénolate et les cations protéiques (Croft and Foley 2008).

Liaison hydrogéne
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Figure 7: Liaisons non covalentes mises en jeu dans I’ interaction polyphénols-protéines
(Croft and Foley 2008).

[.2.4  Les types d’interaction
1) Interaction réversible

Se fait par des liaisons de faible énergie ce qui forme des complexes solubles et
facile a se precipiter (Haslam, Lilley et al. 1988).
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2) Interaction irréversible

C’est la formation des complexes qui contient des liaisons covalentes (Ozdal,
Capanoglu et al. 2013), ce type est trouvé dans les aliments qui ont subi une

transformation industrielle (Dupas 2005).

Le type le plus étudié est I’interaction réversible a cause de manque de méthodes
appropriées pour la quantification des liaisons covalentes entre les molécules (Ozdal,
Capanoglu et al. 2013).

[.2.5 Les paramétres influencant P’interaction entre les polyphénols et les
proteines

L’interaction entre les polyphénols et les protéines est un phénomeéne complexe
qu’il faut I’étudier de maniere détaillée pour optimiser les propriétés nutritionnelles et
fonctionnelles. 1l existe plusieurs paramétres qui influencent sur I’interaction entre les
polyphénols et protéines, ces parameétres sont classés dans deux types différents,
intrinséque et extrinséques (Ribéreau-Gayon 1968).

1.2 Les paramétres intrinséques
Ces parameétres sont liés a la nature des polyphénols et protéines.

v’ Lataille de la protéine : joue un role trés important, ou plus une protéine est de
grande taille plus le nombre de site potentielle est importante. D’aprés des
recherches, les interactions entre les protéines et les polyphénols sont plus fortes
avec quelque protéines, contrairement aux protéines ou I’interaction est faible
comme : épigallocatéchine et la gélatine (Ribéreau-Gayon 1968).

v' Types et structure des composés phénoliques : I’interaction entre les
polyphénols et les protéines est influencé par la taille des polyphénols, lorsque la
taille des polyphénols est grande, les liaisons avec les protéines augmentent ce qui
favorise la complexation avec les protéines (Freitas and Mateus 2002).

1.2 Les paramétres extrinséques

v" Le pH : I’affinité des protéines pour les polyphénols augmente en s’approchant
au pH isoelectrique de la protéine. En effet, la précipitation du complexe
protéine/polyphénol augmente lorsque pH est proche de point isoélectrique
(Hagerman and Butler 1978).

v Latempérature : La température joué un réle trés important dans 1’interaction




Entre les polyphénols et les protéines, ou I’interaction augmente en augmentant la
température (Siebert 2006).

La force ionique : La force ionique présente un effet sur la formation de
complexe entre les polyphénols et les protéines, plus la force ionique augmente
plus I’interaction augmente (Hagerman and Butler 1978).

L’effet du sucre : Plusieurs études ont démontré que les sucres et les
polysaccharides sont capables d’interférer d’une maniére compétitive avec les
protéines lors de [I’interaction avec les polyphénols (Simon 2003). Les
polysaccharides ont la capacité d’entrer en compétition avec les polyphénols grace
a des liaisons hydrogénes ou hydrophobes (Freitas and Mateus 2002). lls
améliorent la solubilité des complexes polyphénols-protéines et diminuant la

quantité d’agrégats insolubles (Haslam 1998).
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Il. Matériel et méthodes

1.2 Appareillage et matériels
11.L1.1 Appareillage

L’appareillage utilisé durant le travail expérimental est présente dans le tableau

ci-dessus :

Tableau 2: L’appareillage utilisé afin de réaliser la partie expérimentale.

Appareil Référence
Ultrason (JP SELECTA S A, 611898, Spain)
Bain marin (MEMMERT WNB22, L519.0937,

Lyophilisateur
Centrifugeuse
Etuve

PH métre

Balance électrique
Vortex
Réfrigérateur

Autoclave

Broyeur

Agitateur magnétique

Spectrometre UV-visible

Bec benzéne
Ecouvillon
Anse en platine

Boites de pétri

Germany)
/

(sigma3-16L, 172577, Germany)
(MEMMERT, B319.0656, Germany)

(Al Amel Scientific Group, Five Easy
F20, B615331415, Switzerland)
(OHAUS, px85, B937268868, USA)

(Nhita, C84181, 50681500,....)
(Christ, D-37520, 22645, Germany)

(Daihan  Scientific Co, Wac-80,
S/N.0400930108R001, Korea)
/

(Stuart, SB162, R600002574, PRC)

(Optima,  SP-3000nano, 5T5701-
143132-00, Japan)
/

/
/
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11.1.2 Produits chimiques

Des differentes réactifs chimiques et solvants ont été utilises dans les expériences. Le

tableau ci-dessous représente ses derniers :

Tableau 3: Réactifs chimique et solvant utilisé afin de réaliser la partie expérimentale.

Réactif chimique et solvant

Formule chimique

Ethanol

Méthanol

DPPH

ABTS

Phosphate de sodium monobasique

Phosphate de sodium dibasique

Serum albumine bovine

D-glucose

Chlorure de sodium
Folin-Ciocalteu

Chlorure d’hydrogene

Acide ascorbique

Acide acetique

Carbonate de sodium

Chlorure d’aluminium

Vanilline

Chlorure de fer

C2HsOH
CH30OH
2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle
C18H18N406S4
NaH2PO4
NaxHPO4

/
CsH1206
Na cl
H3PMo12040
HCL
CeHgOs
CH3COOH
Na2COs
AICl;
CsHsOs

FeCl;
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11.1.3 Matériel végétal

L’étude a été réalisée sur les fruits de Pistacia lentiscus L a trois différents stades

de maturation, stade immature (vert et rouge) et stade mature (noir).

Figure 8 : Photographie représente la plante et les fruits de Pistacia lentiscus L

(originale).

11.1.4 Récolte

Les fruits de lentisque ont été recueillis a la commune d’EL ARAYCHE, Wilaya
de Jijel en Aout 2020 pour le stade vert, Octobre 2020 pour le stade rouge et en Novembre
2020 pour le stade noir. La situation géographique de la région de la récolte est tracée

dans la carte géographique ci-dessus :
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Jijel

y o ) Latitude: 36.8175050
= ‘ Longitude : 5,7302170
s : Altitude: 10 m

Figure 9: Carte géographique qui représente la région de la récolte de fruits de Pistacia

lentiscus L.

11.1.5 Lavage et Séchage

Apreés la récolte, Les fruits de lentisque étaient bien nettoyés avec 1’eau de robinet
dans le but d’éliminer toute la poussiére et les impuretés, apres ils étaient lavés avec de
I’eau distillée et essuies avec du papier absorbant, puis séchés a des différentes
tempeératures pour chaque stade : le vert, rouge et noir a 100 °C et 80 °C a I’étuve. Apres
séchage, la plante était conservée dans des bocaux hermétiques dans un endroit sec a

I’abri de la lumiére.

Le but de séchage est I’arrét des réactions chimiques afin d’éviter la dégradation
et ’oxydation des composés bioactifs, I’obtention d’un meilleur broyage et une meilleure
extraction, uniformisation des taux d’humidité résiduelle des échantillons et la

conservation des échantillons par 1’¢élimination d’eau.

11.1.6 Broyage et tamisage

Le matériel végétal séché a été broyé a 1’aide d’un moulin & café en poudre pour
permettre une meilleure extraction, puis délipidé. Les poudres obtenues ont été tamisées
par un tamis (la taille des particules < 200 pum). Ces derniers ont été ensuite utilisés pour

faire une extraction par ultrason.
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11.2 Méthode

11.2.1 Extraction assistée par ultrason (UAE)

» Principe

Les ultrasons provoquent la propagation des ondes qui entrainent des cycles de

compression et de raréfaction, ce qui provoque des mouvements a 1’intérieur du liquide

(Mason, Paniwnyk et al. 2003).

Lors de cycle raréfaction, des bulles de cavitation vont se former a I’intérieur de
liquide, jusqu’a ce qu’elles atteignent leurs dimension instable, a ce moment les bulles
s’implosent et libérent la molécule d’intérét avec une énergie trés importante, c’est le
cycle de compression (Chemat 2011). Ce processus est appelé cavitation (Mason,
Paniwnyk et al. 1996)

Les paramétres qui influencent cette technique sont : le solvant, la température et

le temps d’extraction.

v’ Lesolvant : joue un rdle trés important pour pouvoir extraire la molécule d’intérét,
ce dernier doit avoir deux points essentiels : une affinité importante pour les
molécules ciblées et grande capacité de dissolution (Chemat, Rombaut et al.
2017). Le méthanol, I’éthanol, le propanol, 1’acétone, I’acétate d’éthyle ainsi que
leur mélange avec 1’eau sont des solvants trés utilisés pour extraire les composés
phénoliques (Pinelo, Del Fabbro et al. 2005; Yilmaz and Toledo 2006; Penchev,
Angelov et al. 2010).

v’ La température : elle a plusieurs effets telle que : la diminution de la solubilité et
la diffusivité dans la solution et la réduction de viscosité, elle produit moins
d'énergie de cavitation due a la diminution de la tension superficielle et a
I’augmentation de la pression de vapeur, elle affecte ainsi la stabilité de certains
composés phénoliques (Fischer, Carle et al. 2013).

v’ Le temps : permettre d’arréter D’extraction lorsque le taux de rendement

d’extraction est maximal (Wen, Zhang et al. 2018).
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» Le protocole d’extraction

L’extraction a été effectuée sur les fruits de lentisque (vert-rouge et noir) qui ont

été separés au niveau de laboratoire de la faculté de science de la nature et de vie-Bouira.

La poudre des fruits préalablement broyée et tamisé (200um) et délipidée a été
mise a extraction par ultrasons (JP SELECTA SA) selon le protocole de (Dahmoune,
Boulekbache et al. 2013) : 1g de poudre de chaque fruit a été introduit dans trois béchers

différents, mélangé avec 40ml d’un solvant hydroéthanolique (63.93%), la température a
été réglé a 20°C (température ambiante) pendant 15 minutes. Les six extraits hydro-

alcooliques étaient récupérés dans un premier temps, par la suite filtrés avec un papier
Wattman (N° 02). Le solvant a été ensuite éliminé du filtrat par évaporation dans I’étuve
(MEMMERT) a 40 °C afin d’éliminer 1’¢thanol et le reste de 1’extrait a été congelé a une
basse temperature (-20 °C) toute la nuit. Le lendemain, le mélange était lyophilisé dans
un lyophilisateur (CHRIST Alpha 1-2 LD PLUS), les poudres des différents extraits ont
été récupérées dans des eppendorfs et conservées dans le réfrigérateur (Christ) jusqu’a

’utilisation.
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11.2.2 Le dosage des antioxydants
1) Dosage des polyphénols totaux

» Le principe

Le réactif de folin-ciocalteu, est réduit lors de I’oxydation des polyphénols, en un
mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne, ce qui aide a doser les polyphénols

a une longueur d’onde de 765 nm (Guillouty 2016).
» Mode opératoire
Cette technique est étudiée selon (Singleton and Rossi 1965).

Une concentration de 0.5mg /ml des extraits (vert-rouge-noire) est préparé est
réalisé : 5Smg/ml de poudre d’extrait dans10 ml d’éthanol (63.93%). La solution de folin-
ciocalteu est préparée comme suit : 1ml de folin a été ajouté a 9ml de ’eau distillée.
Solution de carbonate sodium est réalisée comme suit : 7.5g de carbonate de sodium dans
100ml de I’eau distillé.

200 pl d’extrait ont été mélangé avec 1 ml de réactif de folin et incubé pendant 3
minutes a une température ambiante, aprés 800 pl de carbonate de sodium ont été ajouté
et mélangé a 1’aide d’un un vortex, puis incubé pendant 30 minutes a 1’obscurité a une

température ambiante. La lecture est réalisée a I’aide d’un spectrophotometre a 765nm.

Les résultats sont exprimés a partir d’une courbe d’étalonnage (y = ax + b) ,
¢tablis avec des concentrations précises de I’acide gallique, comme un standard de

référence. La droite d’étalonnage est effectuée en suivant le méme protocole.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent d’acide gallique par mg
d’extrait (ug EAG/ml d’extrait). La fonction linéaire de courbe d’étalonnage :

y=7,3268x+0,026.
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2) Dosage des flavonoides
» Principe

Les flavonoides ont la capacité de chélate les métaux comme le fer et I’aluminium
(Kim, Chun et al. 2003), grace aux groupements hydroxyles des flavonoides capable de
donner un complexe en présence d’aluminium (trichlorure d’aluminium) (Chang, Yang

et al. 2002).
» Le mode opératoire
Cette étude est réalisé selon (Ghafar, Prasad et al. 2010)

Une concentration de 1mg/ml des extrais (vert, rouge et noir) est préparé comme
suit : 10mg /ml de poudre d’extrait a été ajouté a 10ml d’éthanol (63.93 %). La solution
de trichlorure d’aluminium 2% est préparée comme suit : 2g de trichlorure d’aluminium

dans 100ml de méthanol.

Iml des extraits ont ét¢ mélangés avec 1ml de de chlorure d’aluminium, mélangé
avec le vortex, et incubé pendant 10 minutes a 1’obscurité a une température ambiante.

La lecture est réalisée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 430nm.

La quantification des flavonoides contenus dans les extraits des fruits de lentisque
a été faite en fonction d’une droite d’étalonnage linéaire (y = ax + b) réalisé par un
standard étalon « la Quercétine (0-40ug /ml) ». Les résultats sont exprimés en
microgrammes d’équivalents de Quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/ mg

E).Fonction linéaire de courbe d’étalonnage de Quercétine : y=35,575x+0,0061

3) Dosage des tannins hydrolysables
» Principe

Les tanins hydrolysables réagirent avec le trichlorure de fer (FeCl;),qui va
provoquer une coloration rouge voilette du complexe, cette couleur est due de la
formation des ions de (Fe*") (Dif, Benchiha et al. 2015).

» Mode opératoire
Cette étude est réalisée selon (Dif, Benchiha et al. 2015).

Une concentration de 0.5mg/ml des extraits (vert, rouge et noir) qui ont été
prépares a partir de 5mg de la poudre (vert, rouge et noir) dans 10ml d’éthanol (63,93%).
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1ml des extraits (vert, rouge et noir) a été mélangé avec 3.5ml de FeCl; (0.01M)
et incubé pendant 15 secondes, a une température ambiante a I’obscurité. La lecture est

réalisée a I’aide d’une spectrophotométrie a 660 nm.

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalents d’acide tannique par
milligramme d’extrait (ug TAE/ mg Extrait).Fonction linéaire de courbe d’étalonnage de
I’acide tannique Y=0,839x+0,0081.

4) Dosage des pro-anthocyanidines

» Principe

Ce sont des structures plus complexes, on les appelle également les tanins

condensés (Peronny 2005). lls sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu
acide.
Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins
condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré a 500 nm. La
réaction de la vanilline avec les tanins n’implique que la premiére unité du polymére
(Julkunen-Tiitto 1985).

» Mode opératoire :
Cette étude est réalisée selon (Peronny 2005).

Une concentration de 0.5mg/mL des extraits (vert, rouge et noir) qui ont été
préparé a partir de Smg des poudres (vert, rouge, noir) dans 10mL d’éthanol (63,93%).

4% de vanilline qui a été prépareé a partir de 5g de vanilline dans 100ml de méthanol.

0.25mL des extraits (vert, rouge et noir) a été mélangé avec 1.5mL de vanilline
(4%), aprés 0.75mL de HCL ont été ajoute, agité avec le vortex et incubé pendant 20
minutes a 1’obscurité. La lecture est réalisée a 1’aide d’un spectrophotométre a 500 nm
(Melo, Lima et al. 2006).

Les résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalents de catéchine par
milligramme d’extrait (ug CatE/ mg Extrait).La fonction linéaire de la courbe

d’étalonnage de la catéchine y=2,4387x+0,017.
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11.2.3 Etude de ’interaction polyphénols-protéines
Les polyphénols ont cette propriété interactionnelle avec les protéines, ou ils

forment des complexes polyphénols-protéines grace a I’affinité des liaisons des

polyphénols (Naczk, Grant et al. 2006).

Pour 1’étude de ce phénomeéne, la BSA est utilisé comme un standard, et 1’acide
gallique comme un standard pour la comparaison avec 1’extrait. Cette étude réactionnelle
est faite en dépendance de plusieurs effets : concentration de I’extrait, concentration

sucre, la force ionique et le pH.

1) Effet de la concentration d’extrait

Cette étude est réalisé selon (Naczk, Oickle et al. 1996) , elle repose sur la

turbidité de la solution qui contient la BSA et I’extrait.

La solution protéique d’une concentration de 0.5mg/ml est préparée comme suit :
25mg de la poudre de BSA a été mélangé a 50ml de tampon A de pH=6.9. Une gamme
de concentrations des extraits (0.025M, 0.05M, 0.075M, 0.1M) a été préparée en diluant
la solution mére des extraits (vert, rouge et noir) préparé comme suit : 10mg de poudre
d’extrait dans 10ml d’éthanol 63.93%.

Dans des tubes a essai, 500ul des extraits ont été mélangé avec 500ul de BSA,
mélangé ensuite avec le vortex et incubé pendant 1 heure & 37°C. La lecture est réalisée

par un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 280nm.
Le méme protocole a été utilisé pour la préparation du standard : Acide gallique.

2) Effet du pH

Cette étude a été réalisee selon (Freitas and Mateus 2002).

La préparation de BSA est comme suit : 25mg de BSA a été mélangé a 50ml de
tampon A de pH= 6.9. Une concentration de 0.5mg/ml des extraits (vert, rouge et noir) a
été réalisée comme suit : 5mg de poudre des extraits solubiliseé dans 10ml d’éthanol
63.93%. Des différent pH (2-7 et 9) ont été préparés comme suit : 38.5ml de Na2PHO4
(0.2M) a été mélangé a 11.5ml de NaH2POg4, les degres de pH ont été régulés par I’ajout
de HCI.
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Dans des tubes a essai, 500l des extraits (0.5mg/ml) ont été mélangé avec 500ul
de BSA (0.5mg/ml), 500l des différents degrés de pH, mélangé avec le vortex et incubé

pendant 1 heure a 37°C. La lecture est réalisée a ’aide d’un spectrophotometre a une

longueur d’onde de 280nm.

3) Effet de concentration du sucre

L’¢étude de I’influence de la concentration du glucose sur ’interaction entre la

plante et la protéine est réalisée selon le protocole (de Freitas, Carvalho et al. 2003).

Pour cela une gamme de concentrations de solution de glucose est réalisée
(Img/ml, 0.08 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.1 mg/ml) & partir de la solution
meére qui a eté préparée par 10 mg de poudre D-glucose dans 10 ml de I’eau distillée. Une
concentration de 0.5 mg/ml a été préparée comme suit : 5 mg des poudres (vert, rouge,
noir) dans 10ml d’éthanol (63,93%). Solution de BSA (0.5mg/ml) a été préparée comme
suit : 25mg de BSA dans 50ml dans un tampon A pH=6.9.

0.5ml des extraits (vert, rouge et noir (0.5mg/ml)) a été mélangé avec 0.5ml de
BSA (0.5mg/ml) aprés les concentrations de glucose ont été ajoutées et incubé pendant 1

heure a 37°C. La lecture est réalisée a I’aide d’un spectrophotométre a 280nm.

4) Effet de la force ionique

L’étude de I’influence de la force ionique est réalisé selon (de Freitas, Carvalho et
al. 2003).

Pour cela une gamme de concentration de solution de NaCl a été réalisée
(0.1mg/mL, 0.08mg/mL, 0.06mg/mL,0.02mg/mL, 0.004mg/mL), a partir d’une solution
qui a été préparée par 1mg de NaCl dans 10mL d’eau distillée. Une concentration de
0.5mg/ml a été préparée comme suit : 5mg des poudres (vert, rouge, noir) dans 10mi
d’¢éthanol (63,93%). Solution de BSA (0.5mg/ml) a été préparée comme suit : 25mg de
BSA dans 50ml dans un tampon A pH=6.9.

0.5mL des extrais (vert, rouge et noir (0.5mg/ml)) ont été mélangé avec 0.5ml de
BSA (0.5mg/ml), aprés 1’ajout de la gamme de concentration de NaCl qui a été préparée
et incubé pendant 1 heure & 37°C.la lecture a été réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre
a280nm.
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11.2.4 L’activité antioxydante
1) Test de décoloration d’ABTS*

Le test d’ABTS* est réalisé selon le protocole de Dahmoune, Spigno et al. (2014)
» Principe

C’est une méthode basé sur I’évaluation du degré de réduction du ’ABTS™ en
présence d’un antioxydant et passe a la forme non radicalaire I’ ABTS" ce qui explique la

disparition de la couleur bleu verte. Sachant que le radical ’ABTS™ est généré en

Poatssium Persulfate i

présence des ions de persulfate.

ABTS - -
< - "_\" """"
3 4 i : -
jleeos < B rt;‘» «:3:7‘""]
= “ANTIOXIDANT" 'g =
i.e. Trolox

Figure 10: Réaction de I’ABTS* avec des composés antioxydants (Abdelwahed,
Bouhlel et al. 2007; Boligon, Machado et al. 2014).

» Mode opératoire

Une gamme de concentrations des extraits des différents stades de la plante
(Img/ml, 0.5 mg/ml, 0.4 mg/ml et 0.2 mg/ml) été réalisée, la solution d’ABTS été
préparée comme suit : ABTS* a 7 mM + persulfate de potassium a 2,45 mM, puis incubée
a I’abri de la lumiére pendant 12 a 16 heures avant I’utilisation. Cette solution a ensuite
été diluée avec de 1’éthanol jusqu’a une absorbance de 0.705 £+ 0.02 a 734 nm.

20 pL des extraits a des différentes concentrations ont été mélangés avec 2000uL
de la solution diluée d’ABTS*, le mélange a été mélangé au vortex et incubé pendant 6
minutes a I’obscurité et a température ambiante, La lecture est réalisée a 1’aide d’un
spectrophotométre (Optima) a 734 nm contre de I'éthanol a 63.93 %.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition donné par la formule

suivante :




Chapitre 11 Matériel et méthodes

L. . Abs (blanc) - Abs (extrait)
Pourcentage d'inhhibition (%) = Abs (controle) x 100

Le méme protocole a été réalisé sauf que la gamme des extraits (vert, rouge et noir) a été

remplacée par une solution qui contient :
v Essai 01 : 500yl extrait (0.5mg/ml) a été mélangé avec 500ul de BSA.

Et les résultats sont exprimés aussi en pourcentage d’inhibition selon la formule

précédente.

2) Test de piégeage du radical libre DPPH*
» Le principe

Le 1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl est un radicale libre stable, d’une couleur
violacée, absorbe a 517nm (Talbi, Boumaza et al. 2015). Un mélange d’une solution de
DPPH avec une substance donneuse d’atome d’hydrogéne, antioxydante, méne a la
formation d’un 2,2- diphénylhydrazine (DPPH-H), ce qui réduit et change sa couleur en

virant au jaune (Brand-Williams, Cuvelier et al. 1995).
» Le protocole
Cette technique est décrite par (Talbi, Boumaza et al. 2015).

La solution de DPPH a été préparée en solubilisant 4mg de la poudre de DPPH
dans 100ml de méthanol (a I’abri de la lumiére), cette solution a été ensuite diluée avec

le méthanol jusqu’a I’obtention d’une absorbance entre 0.7 et 0.8 a 517nm.

100 pL des extraits ont été mélangés avec 1300uL de la solution diluée de DPPH,
le mélange a été melangé au vortex et incubé pendant 30 minutes a 1’obscurité et a
température ambiante, La lecture est réalisée a I’aide d’un spectrophotométre (Optima) a
517nm contre le méthanol.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition donné par la formule

suivante :

. L. Abs (blanc) - Abs (extrait)
Pourcentage d'inhhibition (%) = Abs (controle) x 100
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Le méme protocole est réalisé sauf que la gamme des extraits (vert, rouge, noire)

a été remplacée par une solution qui contient :
v Essai 01 : 500yl extrait (0.5mg/ml) a été mélangé avec 500ul de BSA.

Et les résultats sont exprimés aussi en pourcentage d’inhibition selon la formule

précédente.

11.2.5 Activité antibactérienne :

Les tests antimicrobiens ont pour but de rechercher 1’activité biologique de chaque
extrait (vert, rouge et noir) de fruits de lentisque. Les extraits bioactifs pourraient ainsi
justifier I’'usage en médecine traditionnelle des plantes dont ils sont extraits et permettre

a partir du présent travail, d’ouvrir d’autres pistes pour la recherche.
» Principe

L’activité antimicrobienne des extraits (vert, rouge et noir) a été testée in vitro par

la méthode de diffusion sur gélose (Osato, Reddy et al. 2001).

Cette méthode repose sur le méme principe que celui des tests d’antibiogramme.
C'est-a-dire, I’application de patchs imprégnés d’extrait de plante sur des milieux de
culture ensemencés de microorganismes. La présence d’une activité antimicrobienne Se

manifestera alors par des zones d’inhibition autour des disques.
> Activité antimicrobienne des extraits

L’activité antibactérienne des extraits a ét¢ déterminée par la méthode de diffusion

en milieu gélosé citée par (Lesueur, Serra et al. 2007).
» Souche bactériennes utilisée

Ces souches proviennent du laboratoire de microbiologie du département de
biologie de la faculté des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre,

Université de Bouira.

Deux souches bactériennes ont été testées : Pseudomonas aeruginosa et Bacillus

subtilis.
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» Milieux de culture utilisés

Trois milieux de culture ont été utilisés : Gélose Nutritive (GN), Gélose Mueller

Hinton (MH), et I’cau physiologique stérile.
» Mode opératoire

Les deux souches bactériennes testées ont été revivifiées sur gélose nutritive (GN)
en boites de Pétri par I’utilisation d’une méthode appelée méthode des stries et incubées
a 37°C pendant 24 h.

Apreés la revivification, les colonies obtenues ont été prélevées a I’aide d’une anse
de platine, ensuite homogénéisées avec 9 ml d’eau physiologique stérile dans un tube a
essai. Des dilutions successives ont été préparées dans la méme solution jusqu’a
I’obtention d’une densité optique a 626nm comprise entre 0.08-0.1, cette concentration a
subi par la suite une autre dilution.

Le milieu gélosé de Muller Hinton stérile et liquéfié a été coulé dans des boites de
Pétri vides et stériles jusqu’a la solidification de milieu, 4 puits ont été faites a 1’aide des
embouts stériles qui ont été remplis avec 0.1 ml de : extraits éthanoliques (20mg/ml),
solvant d’extraction (éthanol a 63.93%) comme témoin, BSA (50mg/ml) et le dernier
puits par de I’extrait-BSA.

Par I’utilisation des écouvillons stériles, chargés de la suspension bactérienne déja
préparée, I’ensemencement par étalement a été fait. Les boites ont été par la suite
incubées en premier lieu a 4°C pendant 30 minutes pour assurer la diffusion des extraits,

puis incubées dans 1’étuve a 37°C pendant 24h.
Analyse statistique

Toutes les expériences ont été menées en triple et les résultats sont exprimés en
moyenne * standard déviation (SD). L'analyse de variance (ANOVA) a été réalisée en
utilisant le logiciel JIMP. Le test multiple de Tukey (HSD) a été utilisé pour comparer les
moyennes des parametres déterminés. Les évaluations étaient basées sur le seuil de

signification p < 0,05.
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I1l. Reésultats et discussions
I11.1 La teneur en composés phénoliques

Les analyses quantitatives des phénols, des flavonoides et des tannins sont
déterminées a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage
exprimées successivement en g équivalent d’acide gallique, ug de Quercétine, en ug

d’acide tannique et en pug de catéchine par mg d’extrait éthanolique de Pistacia lentiscus
L.

1) Les Polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé selon la méthode Folin-ciocalteu
en utilisant 1°acide gallique comme standard, la teneur en composés phénoliques des
extraits a été calculée a partir de la courbe d‘étalonnage d‘acide gallique, et exprimée en
milligramme d‘équivalent d‘acide gallique par gramme de la matiére séche (mg EAG/g.

mQ).

Les résultats de dosage des polyphénols totaux sont représentés dans la figure

suivante :

2 2307 B Vert 100°C
AB == vert 80°C
Ll 200- == Rouge 100°C
< == rouge 80 °C
(D 150 mmm Noir 80°C
== Noir 100 °C

Figure 11 : Résultat de dosage des Polyphénols des fruits de Pistacia lentiscus L en

fonction de stade de maturation.
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D’apres les résultats illustrés dans la figure précédente, on remarque qu’il existe

une différence significative entre les extraits verts (100-80 °C), ainsi qu’entre les extraits
rouges (100-80°C), et noirs (100-80 °C). On remarque aussi qu’il y a une différence non
significative entre 1’extrait vert 100 °C et 1’extrait noir 80 °C et entre les extraits rouge

80, rouge 100 °C et noir 100 °C.

On constate ainsi que la teneur la plus élevé est enregistré dans le stade rouge 80
(206,184+ 4,353ug EQ/g d’extrait), et la plus faible dans le stade vert 80
(49,589+14,20583 ug EQ/g d’extrait).

Les travaux de (Amel, Nabila et al. 2016) réalisés sur les feuilles et les fruits de
Pistacia lentiscus ont montrés que les fruits ont une valeur de 103.342 + 2.317 ug EQ/g
d’extrait. Alors que (Toul, Belyagoubi-Benhammou et al. 2017) ont trouvés la valeur de
205.219 £ 9.974 ug EQ/g d’extrait.

(Bozorgi, Memariani et al. 2013) a prouvé que la parie aérienne de Pistacia

lentiscus L est riche en polyphénols.

2) Les flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode trichlorure d’aluminium
en utilisant la Quercétine comme standard, la teneur en flavonoides des extraits a été
calculée a partir de la courbe d‘étalonnage de la Quercétine, et exprimée en milligramme

d‘équivalent de Quercétine par g de la matiére séche (mg QE /g d’extrait)

Les résultats de dosage des polyphénols totaux sont représentés dans la figure

suivante :
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Figure 12: Résultats de dosage des Flavonoides des fruits de Pistacia lentiscus L en

fonction de stade de maturation.

D’aprés les résultats illustrés dans la figure précédente, on remarque qu’il existe
une différence significative entre les extraits verts (100-80 °C) et noirs (100-80 °C), alors
qu’on observe une différence non significative entre vert 80 °C et noir 100 °C, ainsi

qu’entre les extraits vert 100, vert80, noir 100 °C et noir 80 °C.

Les résultats montrent une teneur plus élevée pour vert 100 °C avec une valeur de
15,242 £1,305 mg QE /g et une faible teneur en flavonoides pour les rouges 100 d’une
valeur de 7,184 +0,310 mg QE /g.

Une autre étude menée par (Amel, Nabila et al. 2016) sur les fruits de Pistacia
lentiscus L a montré une teneur presque similaire d’une valeur de 7.893 + 0.481 mg QE
/g. D’autres travaux réalisés par (Amel, Nabila et al. 2016) ont trouvé une valeur de 4.696
+0.329 mg QE /g.

3) Dosage des Tanins hydrolysables :

Le dosage des tanins hydrolysables a été réalisé avec le trichlorure de fer (FeCls,.
En utilisant I’acide tannique comme standard, la teneur des tanins hydrolysables des

extraits a eté calculée a partir de la courbe d‘étalonnage de I’acide tannique, et exprimeée
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en milligramme d‘équivalent de 1’acide tannique par g de la matiére séche (mg TAE/Q).
Les résultats de dosage des tanins hydrolysable sont représentés dans la figurel4 :

500~ == vert 100°C
0
S 4004 = Rouge 80°C
; Bl |2 s
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Figure 13 : Résultats de dosage des Tanins hydrolysable des fruits de Pistacia lentiscus

L en fonction des stades de maturation.

Ces résultats indiquent la présence d’une différence non significative entre les
extraits verts (100-80 °C), et entre les rouges (100-80 °C), par contre il existe une
différence significative entre les extraits noirs (100-80 °C). . On remarque également que
la teneur la plus élevés est enregistrée pour le extrait verts 80 (460,985+6,564 mg EAT/g
d’extrait), et la plus faible est celle de extrait noir 80 (262,733+8.622mgEAT/ g d’extrait).

Ces résultats sont en accord avec les travaux (Djedaia 2017) qui ont montré que
la tenure des tanins hydrolysables des fruits de lentisque est (51,54+ 1,25 mg EAT/g).
D’autre travaux de (Mebirouk-Boudechiche, Cherif et al. 2014) ont montré que la teneur
des tanins hydrolysables est (74,62+2,03 mg EAT/Q).

D’apres la comparaison avec les résultats des articles (Djedaia 2017), et
(Mebirouk-Boudechiche, Cherif et al. 2014), on constate que nos résultats sont meilleurs
que leurs résultats.
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4) Dosage des Pro-anthocyanidines :

Le dosage des Pro-anthocyanidines (tanins condensés) a été réalisé selon la
méthode de la vanilline en milieu acide. En utilisant la Catéchine comme standard, la
teneur des tanins condenses des extraits a été calculée a partir de la courbe d‘étalonnage
de la catéchine, et exprimée en milligramme d‘équivalent de catéchine par g de la matiere

seche (mg ECat/mg).

Les résultats de dosage des Pro-anthocyanidines sont représentés dans la figure
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Figure 14: Résultats de dosage des Proathocyanidines des fruits de Pistacia lentiscus L

en fonction des stades de maturation.

Ces résultats indiquent la présence d’une différence significative entre les extraits
vert et rouge 80 °C, par contre il existe une différence non significative entre les extraits
noir et rouge et vert 100 °C et le noir 80 °C. On remarque également que la teneur la plus
élevée est
enregistrée pour 1’extrait vert 80 (184,525+8,191 mg ECat/mg d’extrait), et la plus faible
est celle de ’extrait noir 100 (87,205+8,817mgEAT/ g d’extrait).
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Ces résultats sont presque similaire avec les travaux de (Hayat, Akodad et al.
2020) qui ont monté que la tenure de tanins condensé des fruit de Pistacia lentiscus L est
(258,68+4,50ECat/ mg). D’autre travaux de (Amel, Nabila et al. 2016) ont montré que
la teneur des fruits des tanins condensé est (19.162 + 0.436 ECat/ mg).

111.2  Evaluation de I’étude de I’interaction polyphénols-protéines

Pour cette étude d’interaction polyphénols-protéines, une mesure de turbidité a été
réalisée, des solutions contenant 1’extrait et la BSA, I’extrait-BSA et glucose, Extrait-
BSA et NaCl, Extrait-BSA a différents pH, ainsi que I’extrait seul et la BSA seule.

Le Choix des extraits secs pour I'étude de I'interaction

Pour le choix des extraits secs pour continuer I’étude de 1’interaction, nous nous
sommes fixés sur I’étude comparative entre les résultats de 1’interaction polyphénols des

fruits de Pistacia lentiscus L (mature et immature) séchés a différentes températures

(100°C et 80°C) avec la protéine de la BSA.

Les résultats sont exprimés sur le graphe ci-dessus, ainsi que dans les annexes 03 :
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Figure 15: Résultat de la DO de I’interaction Polyphénols-Protéines de 1’extrait vert
(stade immature) de Lentisque a deux températures : 100 et 80 °C.

D’aprés les résultats illustrés dans la figure précédente et les annexes (04), on a

remarqué que tous les extraits verts, rouges, et noirs ou les fruits ont été séchés a 100 °C,

présente une meilleure turbidité par rapport aux extraits des fruits séchés a 80 °C.
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En comparant avec les résultats de dosages des composés phytochimiques, on a
observé que les extraits des fruits séchés a la température 100°C, présentent une teneur

plus élevé par rapport aux autres extraits (80 °C).

Pour cela on a choisis les fruits séchés a 100 °C, pour la réalisation de reste de

travail.
1) Effet de la concentration de I’extrait

A TI’issu de la mise en contact de différentes concentrations d’extraits de plantes,
avec la BSA, il y a eu formation d’un trouble dans les solutions. Une mesure de la densité
optique a 1’aide d’un spectrophotométre, et les résultats des absorbances correspondent a

chaque dilution sont illustrés dans la figure en dessus :
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Figure 16: Variation de la DO en fonction des concentrations de 1’Extrait des fruits de
Pistacia lentiscus L.

D’aprés la figure, I’interaction BSA-polyphénols est réalisée par la mesure de la
turbidité des solutions de mélange BSA et I’extrait hydro-éthanolique de différents stades
de maturation de fruit de lentisque (vert- rouge et noir), on observe que les absorbances
s’augmentent avec 1’augmentation de la concentration de 1’extrait. On remarque aussi que

I’extrait rouge a une forte interaction par rapport aux autres extraits (explication par DO),
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on peut dire que cette différence est due a la teneur élevé en polyphénols de cet extrait a

ce stade (d’apres les résultats de dosage).

Donc on peut constater que 1’évolution de I’interaction dépend de la concentration
de I’extrait. On remarque aussi I’absence de degré de saturation qui peut étre expliqué

par : la concentration de 1’extrait n’est pas suffisante pour atteindre la saturation (Siebert

2006).

Les résultats illustrés dans la figure montrent que 1’évolution de la DO est
proportionnelle a la concentration de I’acide ascorbique est similaire avec tous les extraits

de Pistacia lentiscus L.

(Simon 2003) a interprété le fait que la turbidité s’accroit avec 1’augmentation de
la concentration de 1’extrait par la présence des sites de fixation pour les polyphénols sur
la protéine, ces derniers vont se fixer sur les protéines et induisent des changements de

conformation de ces derniéres.

Les résultats obtenus sont similaires avec celles de (Siebert 2006), qui ont montré
que la DO augmentent avec I’augmentation de la concentration de 1’extrait. Ainsi que
1I’étude de (Carvalho, Mateus et al. 2004) a confirmé que la saturation n’est pas obtenue

que lorsque la concentration de I’extrait est suffisante.
2) Effet de la concentration du glucose :

L’influence du glucose sur la formation du complexe polyphénols-protéines est

Représentée dans la figure ci-apres :
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Figure 17: Variation de la DO des complexes Extraits de Pistacia lentiscus L (vert-

rouge et noir)-BSA.

D’aprés les résultats illustrés dans la figure ci avant, la concentration de glucose
Dans les extraits étudiées influence sur ’interaction des polyphénols présents dans les

fruits des extraits de Pistacia lentiscus L pour les différents stades de maturations (vert,
rouge et noir) et la BSA, qui ont été séchés dans la température 100°C, on remarque que

pour les deux conditions plus la concentration de sucre est élevée, plus I’interaction
polyphénol-protéine augmente.

Les résultats illustrés dans la figure montrent que 1’évolution de la DO est
proportionnelle a la concentration de I’acide ascorbique. Ces résultats sont similaires avec
les résultats de tous les extraits de lentisque, a I’exception de I’extrait vert, on observe
qu’il y a une interaction plus élevée pour a la concentration de glucose de 0.4mg/ml par
rapport a I’acide gallique et pour I’extrait noir on remarque une turbidité élevée a une
concentration 0.6 & 0.8 mg/ml.

D’apres nos résultats on peut constater que 1’augmentation de 1’interaction est
dépendante de 1’augmentation de la concentration du glucose.

(de Freitas, Carvalho et al. 2003) et (Mateus, Carvalho et al. 2004) ont trouvé que
I’interaction protéines-polyphénols diminue en présence de glucose. lls ont expliqué ce

phénoméne par que la structure de glucose a une forte affinité pour se lier avec les
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polyphénols, et qu’elles sont capable d’encapsuler ces dernier, ce qui empéche leur
interactions avec les protéines.

Les résultats obtenus par ces chercheurs et les résultats de notre travail sont
différents. Cette différence peut étre due a plusieurs variables parmi lesquelles : les
conditions de séchage, la méthodologie de travail, le milieu expérimental et les réactifs
utilisés.

3) Effet de la force ionique

L’influence de la force ionique est effectuée par la mesure de la turbidité des
solutions de NaCl contenant le mélange BSA et I’extrait de fruits de lentisque par un
spectrophotometre.

Les résultats de l’effet de la force ionique sur la formation du complexe

polyphénols-protéines sont représentés dans la figure ci-dessous :
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Figure 18: Variation de la DO des complexes Extraits de fruits de Pistacia. L (vert-
rouge et noir)-BSA sous ’effet de NaCl.

D’apres les résultats illustrés dans la figure, la concentration de la force ionique
(NaCl) dans les extraits étudiées influence sur I’interaction des polyphénols présents dans
les fruits des extraits de fruits de lentisque et la protéine (BSA), pour les différents stades
de maturation (vert, rouge et noir), on remarque que plus la concentration de NaCl
augmente, plus I’interaction Polyphénol-Protéine augmente.

Les résultats illustrés dans la figure montrent que 1’évolution de la DO est

proportionnelle a la concentration de I’acide gallique est similaire pour tous les extraits,
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sauf qu’il y a une interaction plus élevée pour le stade vert (immature), lorsque la
concentration de NaCl est de 0,06mg/ml par rapport a I’acide gallique.

Donc on peut constater que 1’augmentation de I’interaction est dépendante de
I’augmentation de la concentration de NaCl.

Les résultats obtenus dans la figure précédente, sont en accord a ceux montrés par
(de Freitas, Carvalho et al. 2003), qui ont démontrés qu’ a une faible concentration de
NaCl, la densité optique est trés faible ce qui exprime qu’il n’a aucun effet sur
I’interaction entre polyphénol et la protéine (BSA), et a des fortes concentrations de NaCl,
la charge globale de la protéine s’augmente par les ions qui provoquent 1’augmentation
des répulsions électrostatiques entre les protéines ce qui provoque la diminution de la
turbidité du complexe.

D’autre travaux de (Hagerman, Riedl et al. 1998), ont montré que I’interaction
entre les polyphénols et la protéine (BSA), dépend fortement des critéres ioniques du
milieu réactionnel.

(de Freitas, Carvalho et al. 2003), Ont démontré que les ions de NaCl peut se fixer
sur le complexe polyphénol-protéine, qui va former ce dernier une monocouche des ions
qui va permet de former des interactions hydrophiles, ce qui exprime la solubilité de
complexe et la diminution de la densité optique. Il reste difficile de savoir si I’effet de la
force ionique est lié a des modifications de conformation des protéines ou des
polyphénols.

4) Effet de pH
Le pH de la solution est I’un des paramétres les plus importants. Il controle le
degré des groupements des chaines latérales des protéines. Pour cette étude on a choisi
trois Tampon phosphate différents : un Tampon phosphate a pH acide (pH=2), Tampon
phosphate a pH neutre (pH=7) et un Tampon phosphate a pH basique (pH=9).

Les variations d’absorption du complexe Extrait de plante-BSA en fonction de pH

sont représentées dans la figure suivante :
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Figure 19: Variation de la DO des complexes Extraits de fruits de Pistacia. Lentiscus L
(vert-rouge et noir)-BSA dans un tampon phosphate a différents pH.

D’apreés la figure précédente, on observe une augmentation croissante de turbidité
des solutions des différents extraits (vert-rouge et noir) en degré de pH a I’intervalle 4-9.
On remarque aussi que 1’extraits rouge présente une augmentation élevée par rapport aux
autres extrais vert et noir en augmentant le degré de pH. On constate ainsi que 1’évolution
de la DO de I’acide gallique est proportionnelle au degré de pH, ce qui est presque

similaire avec tous les extraits de fruits de lentisque.

Les résultats montrent que les interactions entre les extraits (vert, rouge et noir)-
BSA en présence d’un tampon phosphate a différents pH sont dépendantes au degré de
pH. Cette augmentation pourrait étre expliquée par I’augmentation de I’absorbance de la

BSA et qui pourrait étre aussi attribuée a la formation des complexes.

Nos resultats sont presque similaires avec les résultats des travaux de (Hagerman
and Butler 1981) qui suggerent que la BSA est une protéine globulaire qui se précipite a

un intervalle de pH de 3 a 6 d’une manic¢re générale.
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111.3 Evaluation de P’activité antioxydante In vitro des extraits de

Pistacia lentiscus L
1) Test de décoloration de radical ABTS*

Dans cet essai le cation radical stable d’ABTS est oxyd¢ par 1’ajout de potassium
persulfate qui lui donne une coloration bleu-verte, la présence des antioxydants neutralise
le radical et provoque une décoloration du milieu, par I’apport d’hydrogeéne ou d’électron

au radical (Brand-Williams, Cuvelier et al. 1995; Re, Pellegrini et al. 1999).
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Figure 20: Pourcentage d’inhibition des Extraits de fruits de lentisque (vert- rouge et

noir) par la technique de décoloration d’ABTS*.

D’aprés les résultats observés dans le graphe de la figure 20, on déduit une
variation du pourcentage d’inhibition des extraits vert, rouge et noir sur le radical ABTS*,

une différence significative d’activité est apergue chez les extraits vert, rouge et noirs.

La plus forte activité parmi les trois extraits qui ont une différence non
significative a été enregistrée chez I’extrait noir 80 avec 91.525+1.231% et la plus faible

a été enregistrée chez 1’extrait rouge avec 77.354+0.778%.

A cause de différents conditions de travail, en utilisant les extraits des fruits de
Pistacia lentiscus L (stade immature : vert-rouge et stade mature noir), la littérature leurs

accrédite une activité supérieure dans le stade immature (le rouge) avec 40.918+2.42%
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(Chelghoum, Guenane et al. 2020). Nos résultats paraient meilleurs que les résultats
obtenus par ces chercheurs, cette différence peut-étre due au milieu et la technique

d’extraction.

Dans une autre étude similaire, (Botsaris, Orphanides et al. 2015) ont montrés des
résultats similaires avec nos résultats avec un taux d’inhibition de 92+3.9%.
2) Test de piégeage du radical libre DPPH*

Le DPPH est caractérisé par son adaptation a plusieurs échantillons dans une
courte dur, aussi il est assez sensible pour détecter les ingrédients actifs a des basses
concentrations, a cet effet, il a été employé pour le criblage des activités antiradicalaires
des extraits vegétaux.

L’activité anti-radicalaire des fruits de lentisque a différents stades de maturation
in vitro a été évaluée par la mesure de pourcentage d’inhibition (%). Les résultats sont

exprimés dans la figure suivante :
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Figure 21: Pourcentage d’inhibition des différents Extraits de fruits de Pistacia

lentiscus L par la technique de DPPH.

Le graphe montre que les trois extraits ont une différence significative. La plus
forte activité a éte enregistrée chez I’extrait rouge avec 78.829+ 2.809%, la plus faible a
été enregistree chez le vert avec 46.847+1.997%.

Des travaux similaires réalisés sur les huiles essentielles des fruits rouges et noirs

de lentisque, ils ont enregistrés un pourcentage d’inhibition de 90.62+1.66%(SID, DIB et
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al. 2018). Et (Botsaris, Orphanides et al. 2015) a enregistré un taux d’inhibition de
70.245.3%.
Dans une étude similaire, les résultats de I’activité antioxydante évaluée par les

méme méthodes ABTS et DPPH obtenue par (Bouyahya, Assemian et al. 2019),
montrent que les fruits immatures de lentisque ont une capacité antioxydante plus forte
que les feuilles.
111.3.1 Effet de Dinteraction sur P’activité antoxydante des extraits de Pistacia

lentiscus L

1) Test de décoloration de radical ABTS*

Afin de savoir I’effet de I’interaction polyphénol-BSA sur I’activité antioxydante,
on a suivi le méme décrit par (Brand-Williams, Cuvelier et al. 1995; Re, Pellegrini et al.
1999), avec un changement de la solution des extraits ou on a ajouté la BSA. Les résultats

sont exprimés dans la figure suivante :
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Figure 22: Pourcentage d’inhibition des différents Extraits de fruits de lentisque- BSA

par la technique de décoloration de radical ABTS*.

D’aprés la figure, on observe une différence significative entre les extraits : vert,
rouge et rouge, et une différence non significative pour les deux extraits vert et rouge. La
plus forte activité a été enregistrée pour le stade noir avec un pourcentage d’inhibition
82.886+0.557% et la plus faible chez I’extrait rouge avec 75.436+0.516%.

On comparant ces résultats avec les résultats précédents enregistrés quand I’extrait
était seul, on remarque une légére augmentation pour les extraits verts, rouges et noirs.

2) Test de piegeage du radical libre DPPH*
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Dans cet essai, on a utilisé le méme protocole, en ajoutant de la BSA aux extraits.

Les résultats obtenus sont mentionnés dans la figure ci-dessus :
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Figure 23: Pourcentage d’inhibition des différents Extraits de fruits Pistacia lentiscus
L-BSA par la technique de DPPH*.

Le graphe montre une différence non significative entre les extraits vert, rouge et
noir. Une forte activité a été observée chez ’extrait rouge avec 34.72+0.52%, la plus

faible a été enregistrée chez I’extrait noir avec un pourcentage d’inhibition 18.89+1.39%.

On comparant ces résultats avec les résultats précédents enregistrés quand 1’extrait
était seul en utilisant le test de DPPH*, on remarque une diminution de pourcentage

d’inhibition pour tous les stades.

> Discussion des résultats de I’effet de I’interaction sur I’activité antioxydante

Des travaux presque similaires ont démontrés que le complexe protéine-
polyphénol, présente une activité plus forte que quand les polyphénols ou les protéines

sont tous seuls(Quan, Benjakul et al. 2019).

(Jiang, Zhang et al. 2018), a ajouté que la capacité de piégeage des radicaux libres

¢était augmentée avec 1’ajout du lactosérum et la caséine aux composés phénoliques.

(Tsai and She 2006), Ont aussi documentés que I’activité antioxydante des

protéines a augmentée apres 1’ajout des composés phénoliques.
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Nos résultats de test de décoloration d’ABTS*sont similaires avec les résultats de
ces travaux cités ci-dessus, donc on peut déduire que I’interaction polyphénols-protéines

augmente 1’activité antioxydante de ces derniers.

I11.4 Evaluation de ’activité antibactérienne de I’extrait de Pistacia lentiscus L

La propriété antibactérienne de 1’extrait hydro-alcoolique de Pistacia lentiscus L
a été évaluée vis-a-vis deux souches bactériennes Gram positif et Gram négatif qui sont
les suivantes : Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis. Par la méthode de
diffusion sur gélose, I’estimation de cette activité a été mesurée par I’évaluation des zones

d’inhibition (cm).

> Résultats de Pactivité antibactérienne de Pistacia lentiscus L a différents

stades de maturation

Aprés une observation quantitative, on a renseigné sur l’effet des extraits

organiques a partir de calcul de diamétres des zones d’inhibition apparus.




Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau 4: Les zones d’inhibitions (cm) des extraits des fruits de la plante Pistacia
lentiscus L a différents stades de maturation (vert, rouge et noir), sur les bactéries a Gram
positif et & Gram négatif.

Gram positif Gram négatif
Bacillus subtilis Pseudomonas aeruginosa
Extrait vert 0,3 0,6 0,4 0,4 0,4 0,3
Extrait rouge 0,5 0,1 0,3 0,4 0,5 0,45
Extrait noir 0,6 0,3 0,5 0,6 0,4 0,5
Extrait vert +BSA |0,1 0,2 0,25 0,2 0,3 0,2

Extrait rouge + - - - - - -
BSA

Extrait noir+ BSA 03 | 0,32 034 | 021 | 0,28 0,25

BSA - - - - - -

Ethanol - - - - - -

(-) : indique une absence d’inhibition (absence de ’activité antibactérienne).

1) Résultat de I’activité antibactérienne la Bactérie a Gram négatif

Une sensibilité a été enregistrée pour 1’espéce Pseudomonas aeruginosa devant
les fruits de la plante de Pistiacia lentiscus L a différents stades de maturation (vert, rouge
et noir), cette sensibilisation sensibilité a été observée seulement pour les extraits hydro-

éthanoliques de Pistacia lentiscus L.

La meilleure inhibition marquée pour Pseudomonas aeruginosa a été (5,00+1,00)
mm, et la plus faible zone d’inhibition est de 3,66+0,57 mm, mais elle n’a pas montré une
activité avec Extrait-BSA, Ethanol et BSA.
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4. Résultat de I’activité antibactérienne la Bactérie & Gram positif

La souche a Gram positif Bacillus subtilis, a été sensible seulement aux extraits
hydro-alcooliques des fruits de Pistacia lentiscus L a différents stades de maturation (vert,
rouge et noir). On remarque 1’absence de 1’activité pour les extraits-BSA, éthanol seul et

la BSA seule.

La meilleure zone d’inhibition marquée par Bacillus subtilis est de (4,66+1,52)

mm, et la plus faible zone d’inhibition est de (3,00+£2,00) mm.

> Discussion des résultats de Pactivité antibactérienne de ’extrait de Pistacia

lentiscus L

Plusieurs études ont montrés ’efficacité potentielle des extraits de fruits de
Pistacia lentiscus contre de nombreux agents pathogénes. (Nabila, Fawzia et al. 2008),
On a trouvé que I’extrait éthanolique de fruits de Pistacia lentiscus L est actif contre des

bactéries pathogenes a Gram positif et a Gram négatif.

L’activité antibactérienne des fruits de la plante Pistacia lentiscus L a été
documentée dans plusieurs recherches scientifiques a 1’occurrence celle de (Mezni,
Aouadhi et al. 2015) qui ont trouvés une zone d’inhibition de (9,33+0,003) mm.
(Bammou, Daoudi et al. 2015) Ont trouvés une zone d’inhibition de 10+ 1,00mm.

D’aprés notre expérimentation sur I’efficacité antibactérienne des fruits de
lentisque a différents stades de maturation (vert, rouge et noir), notre étude a présenté un
résultat plus faible par rapport aux résultats des travaux cités ci-dessus, cela est peut étre

dd a ’utilisation d’une faible concentration des extraits.
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Conclusion

Conclusion

Les plantes médicinales sont toujours une source fiable des molécules bioactives.
Ces molécules isolées a partir de ces plantes médicinales, sont intéressantes pour qu’elles
soient utilisées comme une thérapie alternative ou un modéle pour la synthése des

nouvelles substances bioactifs.

Dans un premier lieu, I’extraction de leurs métabolites secondaires depuis
les fruits de lentisque a différents stades de maturation (vert, rouge et noir) a été faite a
I’aide d’un solvant hydro-éthanolique 63,93% par la technique d’extraction assistée aux
ultrasons.

Les tests phytochimiques effectués sur les extraits ont révélés la présence en

quantités relativement importantes de métabolites secondaires d’intérét biologiques et
thérapeutiques :
Phénols totaux (206,184+4,353 mg TAE/Q) pour I’extrait rouge 80 °C, Flavonoides
(15,242+1,305 mg EQ/g) pour I’extrait vert 100°C et les Tanins hydrolysables
(460,985+8,622 mg EAT/g) pour le vert 80 °C et les Proanthocyanidines avec
(184,525+8,191mgECat/g) pour le rouge 80 °C, la détermination quantitative de ces
différentes classes phénoliques est en partie confirmée, par une étude spectrale UV-
Visible.

Les polyphénols de fruits de lentisque possédent une grande affinité de liaison
pour la protéine (sérum albumine bovine), L’étude portée sur I’interaction Polyphénols-
BSA a révélée I’influence de la concentration de I’extrait, la force ionique, le sucre et le
pH sur I’interaction.

L’évaluation de I’activité antioxydante a été déterminée par deux tests ABTS,
DPPH. Les résultats de ces tests ont révélé une capacité antioxydante variable entre les
extraits éthanoliques des fruits a différents stades de maturation, les résultats qui sont
respectivement 91.525+1.231%, 82.432+ 4.414%. L’effet de I’interaction sur ces
activités est que le pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation des
interactions Polyphénols-Protéines.

L’activité antibactérienne a été estimée par la méthode de diffusion sur un milieu
gélosé par puits. D’apres la lecture des résultats des zones d’inhibition, on a conclu que

les extraits des fruits de lentisque ont bien montré une activité inhibitrice des bactéries
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pour les souches utilisées avec des zones d’inhibition qui allait entre 3 et 5 cm soit pour
le Gram positif ou négatif.

La richesse des fruits de lentisque en composés phénoliques, permet I’utilisation
de cette plante en médecine traditionnelle. En effet, ces composés sont largement utilisés
pour diagnostiquer les maladies virales, antispasmodiques, anti-tumorales, anti
agrégation plaquettaires, antiallergiques, hypocholestérolémiantes, anti-inflammatoires,
anti-hypertensives et antimicrobiennes.

En perspectives, il serait intéressant d’apporter des informations supplémentaires
sur les caracteres avantagés des fruits de lentisque d’une fagon palpable et perceptible,
avant de s’en servir dans la médecine actuelle et les traitements des maladies.

D’autres facettes intéressantes et utiles a explorer et étudier sont :

v Ladétermination des sites de liaison des Polyphénols avec la BSA, et comprendre
leurs mode d’action.

v" La mise en évidence de cette interaction en RMN, Infrarouge et Fluorescence
serait une approche complémentaire.

v’ Tester d’autres paramétres qui peuvent influencer cette interaction, telle que : la
température, le rapport molaire, 1’acidité et le changement de la protéine.

v’ Caractérisation des extraits des fruits de lentisque par des méthodes
chromatographiques.

v Etude de I’interaction des Polyphénols majoritaires avec les Protéines.

<

Etude bio-informatique de I’interaction (Docking Moléculaire).

v' Approfondir I’étude antibactérienne des extraits sans ou avec interaction.
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Annexe 01 : Composition des milieux de cultures
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Annexe 02 : la composition de tampon A.
Le tampon A : préparé par une solution de 0,2M d’acide acétique avec 0,17M de NacCl,
ajusté a pH 4,9.
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Annexe 02 : Résultats de P’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de
Pistacia lentiscus.L.
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Annexe 04 : Spectre de balayage de la solution BSA et ’extrait de Pistacia lentiscus
L (1), NaCl(2), glucose (3) et du pH (4) respectivement.
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Résumé

Résumé
Cette étude est basée sur la caractérisation phytochimique des fruits de Pistacia lentiscus L, a
différent stades de maturation (immature et mature), I’étude d’interaction entre les polyphénols
et la protéine BSA, et I’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne de cette plante, et
I’effet de I’interaction sur ces activités. Les composés bioactifs des fruits de lentisque ont été
extraits par la méthode d’extraction par ultrason. L’analyse phytochimique a révelé la présence
d’une forte teneur en polyphénols, flavonoides, tannins hydrolysables et proantocyanidines
(206,184+ 4,353 mg EQ/g d’extrait), (15,242 +£1,305 mg QE /g), (460,985+6,564 mg EAT/g
d’extrait) et (184,525+8,191 mg ECat/mg d’extrait), respectivement. La formation de complexe
polyphénols-BSA est fortement influencée par : la concentration de I’extrait de la plante, la
concentration de glucose et NaCl et aussi par le pH. L’activité antioxydante in vitro a été estimée
par le test de décoloration d’ABTS* et le test DPPH, le pourcentage d’inhibition enregistré est de
91.255+1.231% et 78.829+2.809M respectivement. La formation de complexe polyphénols-BSA
augmente le pourcentage d’inhibition. L’activité antibactérienne a été testée sur deux souches,
Gram+ : Bacillus subtilis et Gram- : Pseudomonas aeruginosa, la zone d’inhibition la plus
remarquable a été attribuée pour I’extrait (5,00+£1,00) mm pour la souche de Bacillus subtilis,
I’effet de I’interaction n’a pas démontré un effet inhibiteur important sur les deux souches.
Mots clés : Pistacia lentiscus L, stade de maturation, caractérisation phytochimique, interaction,
polyphénols, BSA, complexe, activité antioxydante, activité antibactérienne.
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