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Résumé

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources
naturelles, nous nous sommes intéressés dans ce travail a I’étude de I'évolution saisonniere et
la wvariabilit¢ des composés lipidiques, phénoliques et [’évaluation des propriétés
antioxydantes des extraits lipidiques et phénoliques des feuilles de Pistacia lentiscus L.

L'identification des acides gras a montré une variabilité claire de la composition en
fonction de la date de cueillette. Les intervalles de variations des principaux acides gras
saturés détectés étaient : I'acide myristique (C14:0 = 2,94-16,61%), I'acide palmitique (C16:0
= 5,31-15,98%), I'acide caprique (C10:0 = 0-13,88%), 1’acide laurique (C12:0 = 0-8,09%) et
I’acide arachidique (C20:0 = 0-7,07%). D'un autre c6té, les principaux acides gras insaturés
étaient l'acide a-linolénique (C18:3 = 5,04-48,92%) qui est connu pour ses multiples
avantages diététiques, pharmaceutiques et cliniques, suivi par l'acide linoléique (C18:2 =
5,49- 16,99%) et d'acide oléique (C18:1 = 3,42-14,90%). Le contenu le plus élevé de C18:3 a
été obtenu en Janvier. L'activité antioxydante des extraits lipidiques déterminée a l'aide de
deux différents tests (DPPH et S-caroténe) a révélé une variation significative au cours des
différentes saisons. Les résultats ont montré que les pourcentages maximaux de C18:3
dépendaient de la saison de collecte.

Pour les tocophérols, il semble que la valeur la plus élevée de 5-Toc soit obtenue en
été. Pour les isomeres et a- et -Toc, il semble que leurs pourcentages soient stables, bien
qu'ils présentent une grande variabilité dans la composition de leurs pourcentages. Enfin, la
quantification (dosage) des stérols totaux a présenté la valeur moyenne la plus élevée au
printemps.

La teneur en polyphénols, flavonoides totaux et tanins des feuilles de P. lentiscus a
présenté les variations respectives suivantes : (1430-2570 mg EAG/100g tourteaux), (140-360
mg EQ /100g tourteaux) et (520-1220 mg EC /100g tourteaux). L’activité antioxydante des
différents extraits testés par les trois méthodes (DPPH, FRAP et ABTS) a montré que leur
nous ameéne a dire qu’ils peuvent étre considérés comme de bons antioxydants naturels
pouvant ainsi empéché 1’altération de certains aliments ; par ailleurs, ils peuvent constitues
une source alimentaire potentielle riches en composés bioactifs a vertus alimentaire,
médicinale et/ou a des applications industrielles.

Le principal résultat de cette étude illustre le potentiel nutritionnel des lipides des
feuilles de P. lentiscus et fournit des informations précieuses sur la variabilité saisonniere de
ces métabolites, ce qui peut offrir des opportunites d'exploitation rationnelle a des fins
médicinales et dans I’industrie alimentaire.

Mots clés :
Feuilles, Pistacia lentiscus, acides gras, tocophérols, polyphénols, activité antioxydante.



Abstract

In the context of the discovery of new antioxidants from natural sources, we were
interested in this work to study the seasonal evolution and the variability of lipid and phenolic
compounds and the evaluation of the antioxidant properties of lipid and phenolic extracts
from the leaves of Pistacia lentiscus L.

The identification of the fatty acids showed some clear variability in the composition
depending on the date of harvest. The ranges of variation of the main identified saturated fatty
acids were: myristic acid (C14:0 = 2.94-16.61%), palmitic acid (C16:0 = 5.31-15.98%), capric
acid (C10:0 = 0-13.88%), lauric acid (C12:0 = 0-8.09%) and arachidic acid (C20:0 = 0-
7.07%). On the other hand, the main poly unsaturated fatty acids were a-linolenic acid (C18:3
= 5.04-48.92%) which is known for its multiple dietary, pharmaceutical and clinical benefits,
followed by linoleic acid (C18:2 = 5.49- 16.99%) and oleic acid (C18:1 = 3.42-14.90%). The
highest C18:3 content was obtained in January. The antioxidant activity of the lipid extracts
determined by two different tests (DPPH and p-carotene) showed a significant variation in the
different seasons. The results showed that the maximum percentages of C18:3 depended on
the collection season.

For tocopherols, it appears that the highest value of 8-Toc is obtained in summer. For
a- and B-Toc, it seems that their percentages were steady, although there is a high variability
in the composition of their percentages. Finally, the quantification of total sterols showed the
highest mean value in the spring.

The content of polyphenols, total flavonoids and tannins in the leaves of P. lentiscus
exhibited the following respective variations: (1430-2570 mg EAG/100g meals), (140-360 mg
EQ /100g meals) and (520-1220 mg EC /100g meals) respectively. The antioxidant activity of
the different extracts tested by the three methods (DPPH, FRAP and ABTS) showed their
important activity compared to those of synthetic antioxidants. Thus, could be considered as
good natural antioxidants preventing spoilage of some foods and a potential food source rich
in bioactive compounds for food, medicinal and/or industrial applications.

The main result of this study illustrates the nutritional potential of P. lentiscus leaf
lipids and provides valuable information on the seasonal variability of these metabolites,
which may offer opportunities for rational exploitation for medicinal purposes and in food
industries.

Keywords:
Leaves, Pistacia lentiscus, fatty acids, tocopherols, polyphenols, antioxidant activity.
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Introduction générale

Etant donné la toxicité et/ou les effets secondaires indésirables des molécules de
synthése ainsi que la résistance de certains germes microbiens face aux médicaments
existants, 1’utilisation des plantes qui contiennent des composés bioactifs est en progression
constante. En effet, compte tenu de leur meilleure biocompatibilité, on observe une demande

croissante des produits d’origine naturelle.

Plus de 120 composés provenant des plantes sont, aujourd'hui, utilisés en médecine
moderne et prés de 75% d'entre eux sont utilisés selon leur usage traditionnel (Famsworth et
al, 1985; Cordell et Colvard, 2005).

La flore algérienne est caractérisée par sa diversité florale : Mediterranéenne,
Saharienne et une flore paléo tropicale, estimée a plus de 3000 espéeces appartenant a plusieurs
familles botaniques (Ozenda, 1977). Ces especes sont pour la plupart spontanées avec un
nombre non négligeable (15%) d’espéces endémiques (Ozenda, 1977). Ce qui a donnée a la

pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable.

Le Pistachier lentisque (Pistacia lentiscus L.), connu sous le nom «El darou »,
appartient a une espece végétale des plus caractéristiques de 1’Algérie. L’arbre pousse dans
les régions du Nord d’Algérie. C’est un arbre connu depuis I’antiquité pour ses vertus
médicinales. Ces feuilles possédent plusieurs activités biologiques dont les plus importantes
sont : anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique, antipyrétique, hépatoprotective et
anti-diarrhéique. Encore plus, les feuilles du Pistachier lentisque sont encore utilisées dans le
traitement de plusieurs maladies. En Algérie, cet arbre est extensivement utilisé par les
populations rurales en médecine traditionnelle. Une étude bibliographique réalisée sur ces
espeéces a montré que 1’on ne disposait que de peu d’informations sur I’activité¢ antioxydante
des composes lipidiques. Pour pallier ce manque d’informations, notre étude s’est focalisée

sur I’analyse quantitative et 1’évaluation du potentiel antioxydant des extraits de ces feuilles.

Les pratiques de la médecine traditionnelle de part et d’autre des rives de la
méditerranée, attribuent au lentisque des vertus dans le traitement des ulceres, des plaies et
bralures Iégeres. La médecine traditionnelle algérienne utilise surtout I’huile grasse obtenue
par pression des fruits de lentisque dans le traitement des petites blessures, brllures légeres et
érythemes (Bensegueni, 2007). L’huile est aussi employée par voie orale contre les
problémes respiratoires d’origine allergique et les ulcéres de 1’estomac ou les douleurs

dorsales (Bellakhdar, 1997).
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Ces usages sont surtout répandus a 1’est du pays (région d’El-Milia, Skikda, Guelma).

L’huile est également trés utilisée pour les mémes indications en Tunisie. (Yahya, 1992;

Iserin, 2001; Baudoux, 2003 et Grosjean, 2007).

L’étude présentée dans cette thése est consacrée a la valorisation phytochimique des
feuilles de Pistacia lentiscus. Cette valorisation consiste a étudier les fractions lipidiques et
phénoliques des feuilles de I’arbre afin de mettre en évidence leurs importances sur le plan
nutritionnel et pharmaceutique et cela a travers la détermination des principaux constituants
chimiques et 1’évaluation de I’activité antioxydantes des extraits polaires et apolaires des

feuilles.
Ce travail a été entrepris pour plusieurs raisons :

o Cet arbre est couramment rencontré dans tout le nord d’Algérie et méme parfois dans
I’Atlas Saharien. C’est un arbre souvent utilis¢ en médecine traditionnelle et
notamment les fruits a des usages divers. D’ailleurs, 1’huile des fruits est disponible

dans les marchés locaux du pays.

e Aucune étude détaillée n’a été entreprise sur les lipides des feuilles de 1’arbre, car tout
ce gque nous trouvons dans la littérature concerne les huiles essentielles des feuilles et
les lipides des fruits. Donc, il nous a paru intéressant d’étudier les lipides et les
phénols des feuilles de cet arbre a partir d’un nombre important d’échantillons et voir
I’influence de la date de la cueillette (Saison) sur le contenu en lipides et phénols ainsi

I’activité antioxydante des feuilles.

e Cet arbre fourni le long de I’année des quantités énormes de feuilles dont aucune

informations scientifiques sont connues et disponibles.

Les études sur les lipides de cet arbre sont tres restreintes et sont toutes récentes. En
réalité, ces travaux publiés n’utilisent qu’un nombre trés restreint d’échantillons, et ceci
seulement pour quelques tests d’activités antioxydantes. Plus loin, ’effet d’autres parameétres
tels que: la saison de collecte, le climat, la composition chimique, etc. sur 1’activité
antioxydante n’a pas été reporté. Le présent travail sera consacré a effectuer une recherche
plus profonde a une échelle assez large. Le traitement des résultats de cette étude sera réalisé a

’aide des méthodes statistiques d’analyse des données (ACP, CAH).
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L’objectif de notre travail consiste donc a étudier I’activité antioxydante des extraits
(Polaires et apolaires) des feuilles du Pistachier lentisque et ceci en employant un nombre

assez grand d’échantillons.
Ce travail est composé de deux volets, et est structuré comme suit :

Le premier volet se traduit par une synthese bibliographique qui comporte une
description botanique de la plante étudiee, des généralités sur les lipides, quelques définitions
sur les différentes classes des composés phénoliques ainsi que les propriétés thérapeutiques de
ces composés ; et se termine par quelques définitions sur les radicaux libres et les

antioxydants.

Le deuxiéme volet consiste en une étude expérimentale, répartie en deux parties. La
premiere partie englobe une présentation des techniques expérimentales d'analyses, alors que

la deuxieme partie traite la présentation des résultats obtenus ainsi que leur discussion.

Enfin, la thése se termine par une conclusion générale qui résume I’essentiel des
résultats obtenus lors de ce travail et énonce par la suite des recommandations pour la suite de

ce dernier.

A T’issue de cette étude, nous pourrions établir une carte d’identité pour les feuilles
étudiées ce qui conduira a dégager les principaux caracteres chimiotaxonomiques du Pistacia
lentiscus et a définir les domaines de valorisation dans lesquels les lipides des feuilles

pourront offrir les meilleurs résultats.

Enfin, cette espéce étant un arbre a vertu médicinale réputée dans toute 1’Algérie et
dans plusieurs pays du monde, la présente étude de I’activité antioxydante des extraits

phénoliques et lipidiques pourrait justifier les propriétés thérapeutiques du Pistacia lentiscus.
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I.1. DESCRIPTION BOTANIQUE

1.1.1. Famille des Anacardiacées

La famille Anacardiaceae a été proposée pour la premiére fois par Lindley en 1830, la
famille des Anacardiacées ou « Anacardiaceaes » sont des arbres, des arbustes
(exceptionnellement plantes grimpantes), a canaux resiniferes schizogénese, a feuilles
composées pennées ou trifoliolées, généralement alternées, dépourvues de glandes
ponctiformes. Inflorescence en panicules. Fleurs actinomorphes, hétérochlamydées, parfois
apétales, 5-meres, (hétérosexées) et/ou unisexuées, généralement hypogynes, diplostémones
ou haplostémones (a filets souvent concrescents, a la base), apocarpes ou syncarpes. Disque
intrastaminal. Gynécée isomeére ou réduit a 3-1 carpelle, mais généralement 1-loculaire par
avortement, a placentation axile, chaque carpelle étant 1-ovules apotropes 2 (-1)-tegminés
(Gaussen et al, 1982).

La composition de cette famille en genres et especes différe selon les auteurs. D’apres
Kokwaro (1986) et Guyot (1992), elle compte 60 genres et 600 espéces. Pour Mabberley
(1987), elle renfermerait 73 genres et 850 especes et le genre le plus grand en nombre
d’espéce est Rhus avec 100 espéces (Tableau 1.01). Pell (2004) indique qu’elle renfermerait
82 genres et plus de 700 espéces. Kokwaro (1986) signale non seulement la présence des
Anacardiacée en région tropicale mais aussi dans la région méditerranéenne, dans 1I’Est de

1’ Asie et en Amérique (Figure 1.01)

@
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Tableau 1.01: Repartition géographique des principaux genres des Anacardiacees

Genre

Anacardium

Haematostaphis

Lannea

Mangifera

Ozoroa

Pistacia

Pseudospondias

Rhus (incluant Toxicodendron)
Schinus

Sclerocarya

Sorindeia

Spondias

(Mabberley, 1987).

Nombre
d’espéces
8

2

40

35

40

200

27

50
10

Origine (région)

Ameérique tropicale

Afrique tropicale — Ouest
Régions tropicales, Indomalaisie
Régions tropicales, Indomalaisie
Afrique tropicale

Région mediterranéenne

Afrique tropicale: Ouest et Centre
Régions tempérées

Amérique tropicale

Afrique tropicale australe

Afrique tropicale et Madagascar

Indomalaisie (au sud-est d’Asie),

Amérique tropicale

Figure 1.01: Répartition géographique de la famille Anacardiaceae dans le monde.
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Parmi les plantes de la famille des Anacardiacees couramment utilisées en médecines

traditionnelles, on peut citer :

Tableau 1.02 : Usage de la famille des Anacardiacées en médecines traditionnelles
(Le Houérou., 1976)

Nom de la plante

Pistacia lentiscus L.

Pistacia atlantica

Lannea acida

Rhus longipes

Rhus natalensis

Sclerocarya birrea

Usage

Le traitement gastro-intestinal (acidité, brulures d'estomac, dyspepsies)

Antiulcéreuse
Antibactérienne
Antiseptique
Anti-diarrheique
Problémes bocc-gingivaux
Trouble estomac

Lotion pour les yeux
Maux de dents
Avortement

Laxatif (anti diarrhéique)
Trouble d'estomac
Gonorrhée

Grippe

Blessure

Accouchement

Douleur d'estomac
Maladies de la peau
Laxatif

Douleur de lI'accouchement
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1.1.2. Genre Pistachier

Le genre botanique Pistacia (Les Pistachiers) regroupe 9 espéces d'arbustes
appartenant a l'ordre des Sapindales et a la famille des Anacardiacées. D'origine asiatique ou
méditerranéenne, les pistachiers sont des arbustes dioiques (fleurs méles et femelles poussant
sur des arbustes différents). Les fleurs d’une couleur plus ou moins marron, sont groupées en

racemes. Les fruits sont des drupes (Bougherara, 2015).
Les especes les plus importantes dans le monde du genre Pistacia sont :
* Pistacia atlantica - pistachier d'Atlas
* Pistacia chinensis
* Pistacia lentiscus L. - pistachier lentisque
* Pistacia terebinthus L. — pistachier térébinthe
* Pistacia vera L. - pistachier vrai (Qui donne la pistache)
* Pistacia integerrima
* Pistacia palestina
* Pistacia khinjuk

En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, en l'occurrence

Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica et Pistacia lentiscus (Quezel et

Santa., : =
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J i vi 2 el T | [ 2 ﬁ
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— |
L %
] | | V
Légende : Pistacia Lentiscus Pistacia Atlantica

o Buxus sempervirens

Figure 1.02 : Aire de répartition de Pistacia lentiscus avec d’autres espéces en Algérie
(Quezel et Santa, 1962).
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1.1.3. Espéce Pistachier lentisque

Pistacia lentiscus (en arabe Darou), est en général un arbrisseau pouvant atteindre
trois métres (Figure 1.03), c'est parfois aussi un arbuste ne dépassant pas six metres, a odeur
résineuse forte de la famille des Anacardiacées (Coste, 1937). Elle est particulierement
représentative des milieux les plus chauds du climat méditerranéen que I'on retrouve en
association avec 1’oléastre (olivier sauvage), la salsepareille et le myrte dans un groupement
végetal nommé "I'Oléolentisque”, mais également dans les boisements clairs a Pin d’Alep ou
d'autres formations de garrigues basses. En Algérie, on le retrouve sur tout type de sol, des
zones subhumides et semi-arides, plus précisément dans le bassin de la Soummam en

association avec le pin d'Alep, le chéne vert et le chéne liege (Bougherara, 20015).

Figure 1.03 : Photo d’un arbre de Pistacia lentiscus L.

10
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Selon More et White (2005) cette espece est caractérisée par :
Branches : tortueuses et pressées, forment une masse serrée.

Feuilles : persistantes, composées, possédant un nombre pair de folioles (4 a 10) d'un vert
sombre, elliptiques, obtuse, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont le pétiole est bordé

d'une aile verte (Figure 1.04).

Fleurs : unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme de grappe, et tres
aromatiques, forment des racemes de petite taille a l'aisselle des feuilles. Les fleurs femelles

sont vert jaunatre et les fleurs males sont rouge foncé.

Fruit : est une baie globuleuse de 2 a 3 mm, monosperme, remplie par nucléole de la méme

forme, d’abord rouge, il devient brunatre a sa maturité en automne.

Mastic : L’incision du tronc de cet arbuste fait écouler un suc résineux nommé mastic qui,

une fois distillé, fournit une essence employée en parfumerie.

Figure 1.04 : Photo des feuilles du Pistacia lentiscus L.

11
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1.1.3.1. Utilisation traditionnelle et propriété pharmaceutique du Pistacia lentiscus

Pistacia lentiscus est connu pour ses propriétés médicinales depuis I'antiquité
(Palevitch et Yaniv, 2000). La décoction des racines séchées est efficace contre
I’inflammation intestinale et d’estomac ainsi que dans le traitement de ['ulcére
(Ouelmouhoub, 2005). La partie aérienne de Pistacia lentiscus est largement utilisée en
médecine traditionnelle dans le traitement de I'hypertension artérielle grace a ses propriétés

diurétiques (Scherrer et al, 2005).

Les feuilles sont pourvues d'action anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique,
antipyrétique, astringente, hépato-protective, expectorante et stimulante (Kordali et al, 2003).
Elles sont également utilisées dans le traitement d’autres maladies telles que 1’eczéma,
infections buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse, maux de téte, ulcéres, maux

d'estomac, asthme et problemes respiratoires (Said et al, 2002).

La résine de Pistacia lentiscus a €té traditionnellement considérée comme un agent
anticancéreux, en particulier contre les tumeurs du sein, du foie, de I'estomac, de la rate, et de
I’utérus (Assimopoulou et Papageorgiou, 2005) et elle possede des activités antioxydantes et
antimicrobiennes (Magiatis et al, 1999 ; Kordali et al, 2003).

L'écorce du P.lentiscus est largement utilisées contre I'hypertension dans certaines
régions d'Espagne, les gens préparent la partie aérienne de la plante en décoction a 1% et

prennent 150 ml, une fois par jour a jeun (Villar et al, 1987).

1.2. GENERALITE SUR LES LIPIDES

Les lipides, encore appelés matiéres grasses, corps gras, huiles ou graisses, des termes
visiblement synonymes, « corps gras » vient de latin Crassus qui signifie épais, dense et gros,
« lipide » est dérivé du mot grec lipos signifiant graisses et « huile » vient de mot latin olea
(elaca ou olivier). Les lipides sont un ensemble hétérogéne de composés dont les structures
chimiques et les propriétés physicochimiques et physiologiques sont trés différentes,
contrairement aux autres familles de composés biogénes (protéines ou sucres), relativement

homogenes d’un point de vue chimique (Zakkad, 2017).

12
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Les molécules lipidiques sont importantes car elles possédent 1’une ou 1’autre des

caractéristiques suivantes :
Sources d’énergie et de vitamines.
Constituants majeurs des membranes cellulaires.

Vecteurs d’informations comme hormones ou messagers intra-cellulaires.

1.2.1. Définitions

Les lipides sont des molécules organiques insolubles dans I’eau et solubles dans les
solvants organiques apolaires comme 1’alcool, le benzéne et le chloroforme. Cette propriété
est la conséquence d’une composition riche en chaines aliphatiques non hydroxylées. Les
constituants lipidiques les plus simples et les plus fréquents sont les acides gras, souvent
esterifiés a des alcools comme le glycérol formant des triglycérides et des phospholipides.

Les différentes classes de lipides ont des origines et des fonctions différentes au sein
des organismes vivants. On peut distinguer les lipides de réserve qui ont des esters d’acide
gras (les triglycérides, les esters de stérols et les cires), les lipides structuraux, et les lipides du
métabolisme, issus de la synthése et du catabolisme des autres classes de lipides (Laghouiter,
2018).

On classe les lipides en deux grandes catégories : les lipides a base d’acides gras et les

lipides a base d’isopréne (lipides polyisopréniques) (Figure 1.05).

13
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Lipides
Lipides a base d’acide gras Lipides polyisopréniques
Lipides saponifiables Lipides insaponifiables

l l l’ > Terpénoides

Acides __ Lipides | Lipides

Gras simples complexes
—> Caroténoides

> AG Saturés | > Glycérides > Glycéro-lipides Quinones & chaine
K isoprénique
Cérides

i —> Stéroides
> AG Insaturés | > Stérides > Sphingolipides N Tocophérols

Figure 1.05 : Classification des lipides.

1.2.2. Role des lipides
Dans I’organisme, les lipides ont 4 fonctions principales :

Réserve d'énergie : stocké sous forme de triglycérides dans les tissus adipeux, les lipides

constituent ainsi une réserve énergétique mobilisable (1 g de lipides donne environ 9,3 Kcal).

Un role structural : les acides gras servent a la synthése d'autres lipides, notamment les
phospholipides qui forment les membranes autour des cellules et des organelles. La
composition en acides gras de ces phospholipides donne aux membranes des propriétés
physiques particulieres (élasticité, viscosité).

14
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Un réle de messager : les acides gras sont les précurseurs de plusieurs messagers intra et
extra-cellulaires. Par exemple, l'acide arachidonique est le précurseur des eicosanoides,

hormones intervenant dans I'inflammation et la coagulation sanguine, etc.

Un role de transport de vitamines : les corps gras alimentaires véhiculent quatre vitamines
liposolubles : A, D, E et K.

Chez les chameaux et les dromadaires, les lipides constituent une réserve d'eau pour
ces animaux : la dégradation des lipides stockés sous forme de triglycérides dans les bosses de

ces animaux ameéne a la formation de I'eau.

1.2.3. Acides gras

Les acides gras (AG) peuvent exister a I'état libre dans la nature. Ce sont les lipides les
plus simples, ils sont des composés organiques a base de carbone, d’hydrogene et d'oxygene.
IIs sont formés d’un monoacide aliphatique R-COOH dont le radical R est une chaine
aliphatique de type hydrocarbure de longueur variable qui donne a la molécule son caractére

hydrophobe (gras) (Zakkad, 2017), soit satures, soit insaturés.

1.2.3.1. Acides gras saturés

Un acide gras saturé est un acide gras totalement saturé en hydrogéne : toutes les
liaisons entre les carbones sont simples (pas de liaisons doubles). Les acides gras saturés sont
généralement solides a température ambiante (sous forme de graisse) a I’exception des acides
butyrique (C4HsOz) et caproique (CeH1202). On les trouve dans les aliments d'origine animale
comme le beurre, le lait et le fromage. Les acides gras saturés ont pour formule chimique

génerale :
HsC — [CH2]n — COOH

Ou n est un nombre entier égal ou supérieur a 2.

Chaque acide gras saturé possede en général deux noms : un nom commun qui rappelle
souvent son origine (par exemple, I'acide caproique qui se trouve dans le lait de chévre, son
nom est dérivé du mot latin « capra » qui veut dire chevre) et un nom systématique déecrivant
sa structure (nombre de carbones, nombre d'insaturations, etc.) et issu de la nomenclature

chimique (Tableau 1.03).
15
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A cela s'ajoute une nomenclature souvent utilisée en physiologie et en biochimie qui
se base sur le nombre d'atomes de carbone et le nombre d'insaturations (par exemple l'acide

gras Cx:0 ou x indique le nombre d'atomes de carbone et O indique qu'il y a zéro double

liaison carbone=carbone et par conséquent, I'acide gras est sature).

Tableau 1.03 : Nomenclature de quelques acides gras saturés linéaires.

Nom usuel

Acide butyrique
Acide valérique
Acide caproique
Acide énanthique
Acide caprylique
Acide pélargonique
Acide caprique
Acide undécyclique
Acide laurique
Acide tridécyclique
Acide myristique
Acide pentadécyclique
Acide palmitique
Acide margarique

Acide stéarique

Nomenclature

chimique (IUPAC)
Acide butanoique
Acide pentanoique
Acide hexanoique
Acide heptanoique
Acide octanoique
Acide nonanoique
Acide décanoique
Acide undécanoique
Acide dodécanoique
Acide tridécanoique
Acide tétradécanoique
Acide pentadécanoique
Acide hexadécanoique
Acide heptadécanoique

Acide octodécanoique

1.2.3.2. Acides gras insaturés

Nomenclature
physiologique

C4:0

C5:0

C6:0

C7:0

C8:0

C9:0

C10:0

C11:0

C12:0

C13:0

C14:0

C15:0

C16:0

C17:0

C18:0

Formule chimique
semi-développée
H3C-(CH2).-COOH
HsC-(CH2)s-COOH
HsC-(CH2)4-COOH
HsC-(CH2)s-COOH
H3C-(CH2)6-COOH
HsC-(CH2)7-COOH
HsC-(CH2)s-COOH
H3C-(CH2)9-COOH
HsC-(CH2)10-COOH
H3C-(CH2)11-COOH
H3C-(CH2)12-COOH
H3C-(CH2)13-COOH
H3C-(CH2)14-COOH
HsC-(CH)15-COOH
H3C-(CH2)1s-COOH

Un acide gras insaturé est un acide gras contenant une ou plusieurs insaturations

(présence de doubles liaisons carbone=carbone). Il est monoinsaturé s'il contient une seule

double liaison carbone=carbone et polyinsaturé s'il contient deux ou plusieurs doubles liaisons

carbone=carbone. Les acides gras naturels sont genéralement de configuration cis.
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A température ordinaire, les acides gras insaturés sont liquides (huiles) qu'on trouve

généralement dans les aliments d'origine végétale. Il est possible de transformer des huiles en

graisses par hydrogénation de leurs doubles liaisons (ajout d’atomes d’hydrogene), ce qui

correspond a une saturation des doubles liaisons. Cette opération est utilisée par exemple pour

obtenir les margarines a partir des huiles végétales.

De la méme maniére que les acides gras saturés, les acides gras insaturés possédent

également un nom commun lié a leur origine et un nom systématique décrivant leur structure
(Tableau 1.04).

Acide gras
mono-insaturés

Acide gras
poly-insaturés

Tableau 1.04 : Nomenclature de quelques acides gras insaturés linéaires.

Abréviation

Nom usuel utilisée en

biochimie
Acide palmitoléique
Acide oléique
Acide érucique
Acide nervonigue
Acide linoléique AL
Amdg a_llpha- ALA
linolénique
Acide arachidonique
Acide EPA
éicosapentaénoique
Acide DHA

docosahexanoique

Nomenclature chimique
(IUPAC)

Acide 7Z-hexadéceénoique
Acide 9Z-octadécenoique
Acide 13Z-docosaenoique

Acide 15Z-tétracosaénoique

Acide 97,12Z-
octadécadienoique

Acide 92,127,15Z-
octadécatrienoique

Acide 57,82,11Z,14Z-
éicosatétraenoique

Acide 52,82,1172,14Z,17Z-
éicosapentaenoique

Acide
472,72,102,132,162,19Z-
docosahexaenoique

Nomenclature
physiologique

C16:1 w-7

C18:1 w-9

C22:1 w-9

C24:1 w-9

C18:2 w-6

C18:3 w-3

C20:4 w-6

C20:5w-3

C22:6 w-3
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A cela s'ajoute une nomenclature souvent utilisée en physiologie et en biochimie qui
se base sur le nombre d'atomes de carbone, le nhombre d'insaturations et la position de la
premiere double liaison C=C. Par exemple, I'acide gras Cx:y w-z est constitué de x carbones,
de y doubles liaisons C=C et dont la premiére est & la z*™ position en partant du c6té opposé

au groupe acide (Figure 1.06).

Figure 1.06 : Structure chimique semi- développée de 1’acide arachidonique (C20 : 4w6)

1.2.4. Lipides simples

Les lipides simples ou homolipides sont les lipides qui ne contiennent que le carbone,
I'nydrogéne et I'oxygene. lls sont souvent des esters d'un alcool et d'acides gras. Les lipides

simples sont classés en trois groupes : les glycérides, les cérides et les stérides.

1.2.4.1. Glycérides

Les glycérides sont des lipides simples aussi appelés graisses. Ce sont des esters
du glycérol et d'acides gras (un, deux ou trois acides gras). Selon le nombre d'acides
gras combines au glycerol, on distingue les monoglycérides, les diglycérides et
les triglycérides. Les triglycérides sont les constituants principaux des graisses animales et des
huiles végétales (plus de 95%). Les monoglycérides et les diglycérides sont beaucoup moins
abondants que les triglycérides (Figure 1.07). Dans l'organisme, les lipides sont stockés

essentiellement sous forme de triglycérides.
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Figure 1.07 : Structure chimique des glycérides.

1.2.4.2. Cérides

Les cérides sont également appelés cires. Ce sont des esters d'un alcool aliphatique

primaire de longue chaine, appelé alcool gras, et dacides gras supérieurs a l'acide

palmitique (16 atomes de carbones). Ils se trouvent aussi bien chez les végétaux que chez les

animaux. Chez les végétaux, ils sont représentes par une cuticule plus au moins imperméable

a la surface des feuilles et des fruits et jouent un rdle protecteur.

1.2.4.3. Stérides

Les stérides sont des esters d'acides gras et de stérols. Les stérols sont des alcools

tetracycliques rattachés au groupe des stéroides. Suivant l'origine des stérides, on distingue 3

Fungistérols : qui sont spécifiques aux champignons

Phytosterols : constituants de la partie insaponifiable des végétaux.

Zoostérols : présents dans les tissus animaux.

1.2.5. Lipides complexes

Les lipides complexes sont des lipides qui contiennent en plus du carbone, hydrogene

et oxygene un ou plusieurs hétéroatomes (azote, phosphore, soufre). Suivant la nature de

I'nétéroatome, on distingue : les lipides phosphorés, les lipides azotés et les lipides soufrés.
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1.2.6. Lipides polyisopréniques

Les lipides polyisopréniques sont des lipides a base d'isopréne. Ce groupe des lipides
est aussi appelé lipides insaponifiables et joue un réle biologique fondamental (hormones et
vitamines). Les lipides polyisopréniques sont divises en Cing catégories : les terpénoides,
les caroténoides, les quinones a chaine isoprénique, les stéroides et les tocophérols.
Les caroténes (pigment rouge-orange), les xanthophylles (pigment jaune) et la vitamine A
font partie descaroténoides. Lavitamine E, lavitamine K, les ubiquinones et
les plastoquinones font partie des quinones a chaine isoprénique. Les stéroides regroupent
les stérols, les acides biliaires, les hormones stéroides et la vitamine D. Ces trois derniers sont

des dérivés des stérols.

1.3. COMPOSES PHENOLIQUES (POLYPHENOLS)
1.3.1. Généralités

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires
caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres
ou engagés avec un glucide. A I’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolées et
identifiées (Mompon et al. 1998). lls sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués
dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la

germination des graines ou la maturation des fruits (Boizot et Charpentier., 2006).

IIs sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes,
flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou les

flavonoides représentent le groupe le plus commun et largement distribué (Bruneton., 1993).

Et aussi sont des substances ayant des propriétés antioxydantes tres importantes,
permettant de lutter contre la formation de radicaux libres en excés dans l'organisme
(substances qui vont favoriser le vieillissement cellulaire), ils possedent des propriétés

bénéfiques pour la santé (Kaliliet de Villier, 2011).
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Figure 1.08: Structure chimique du noyau phénol.

1.3.2. Différentes classes des polyphénols

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones. En simplifiant,

les polyphénols sont séparés en 4 grandes classes (Crozier et al, 2006).

1.3.2.1.Phénols simples et les acides phénoliques

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de
cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique
(Bruneton, 1993).

1.3.2.1.1. Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de 1’acide benzoiques et ont une formule
de base de type C6-C1. lls sont particulierement représentés chez les Gymnospermes et les
Angiospermes d’ou ils sont souvent libérés aprés hydrolyse alcaline du matériel végétal. Les
acides hydroxybenzoiques existent fréquemment sous formes d’esters ou des glycosides. Les
principaux acides hydroxybenzoiques retrouvés dans les végétaux sont les acides

phydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique et syringique (Bruneton, 1993).
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COyH
Ry
Ry Ry
Ra
Ri=Ry=R4=H, R;=0H Acide p-hydroxybenzoique
Ri=R+=H, R~=R;=0H Acide protocaatéchique
Ri=Rs=H, R,=OCH3, Rs=OH  Acide vanillique
R=H. R=R;=R4+0H Acide gallique
R,=OH, Ry=R3= R4+~H Acide salicylique

Figure 1.09 : Quelques exemples des acides hydroxybenzoiques.

1.3.2.2.2. Acides hydrox-cinnamiques

Les acides hydroxy-cinnamiques représentent une classe trés importante dont la
structure de base C6-C3 dérivé de celle de I’acide cinnamique. De plus, 1’existence d’une
double liaison dans la chaine latérale conduit a deux séries isomeres (cis ou Z et trans ou E)
dont les propriétés biologiques peuvent étre différentes. Les formes trans sont cependant
naturellement prépondérantes et il est possible que les formes cis ne correspondent qu’a des

artefactes d’extraction (Macheix, 2005).

CO,H
R4
R2
R;=R,=H Acide cinnamique (non phénolique)
R;=H. R,=OH Acide p-coumarique
R;=R,=OH Acide caféique

R;=OCH;. R,=0OH Acide férulique

Figure 1.10: Quelques exemples des acides hydroxy-cinnamiques.
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1.3.2.2. Stilbénes

Les stilbénes présentent une structure en C6-C2-C6, avec un cycle A portant deux
fonctions hydroxyles en position méta et un cycle B portant des fonctions hydroxyles ou
méthoxyles en méta, ortho et para. Les deux noyaux aromatiques sont reliés par une double
liaison. Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans 1’alimentation humaine (Belkheiri,
2010). Leur solubilité est négligeable dans I’ecau et accrue dans la plupart des solvants

organiques (Jean-Denis, 2005; Crozier et al, 2006).

R1:R3: R‘QZOH. Rj:R-lz R-_?,:H Resvératrol
R;=R;=0CH;.R2=R’=R’7=H. R’»=0H ptérostilbéene
Ri=glucose. R,=R’;=R’;=H. R3=R’,=0H picéide

Figure 1.11 : Quelques exemples des structures chimiques des stilbénes.

1.3.2.3. Flavonoides

Ils constituent le plus large groupe des phénols dans la plante. Les flavonoides
identifiés jusqu'a maintenant sont de 4000 composés; ces pigments sont responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et des feuilles aussi sont susceptibles d'assurer la protection

des tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV.

1.3.2.4. Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant en
commun la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances
ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant.
Trés répandu dans le régne végétal, ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une

accumulation plus particuliérement dans les tissus agés ou d’origine pathologique.
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IIs sont localisés dans les vacuoles, quelques fois combinés aux protéines et aux
alcaloides. On distingue: les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Catier et Roux,
2007).

1.3.3. Propriété thérapeutique des composés phénoliques

En raison de ces vertus, les composés phénoliques sont largement utilisés dans les
domaines thérapeutiques et pharmaceutiques. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les

polyphénols a la santé, nous pouvons citer les suivants:

1.3.3.1. Contre les maladies cardiovasculaires

Consommation des polyphénols favorise la protection contre les altérations cardiaques
et vasculaires (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Les polyphénols pris lors d’un repas permettraient de lutter contre 1’oxydation du
mauvais cholestérol(LDL). Cela empécheraient ainsi les phénoménes a 1’origine de

I’obstruction des arteéres.

1.3.3.2. Activité anti-cancérigéne

Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes naturels de
la défense anticancéreuse. En effet, les premiers stades de la phase d’initiation cancéreuse
peuvent étre bloqués par la capacité des tissus cibles a intercepter et a métaboliser les agents

mutagenes (Ames et al, 1995).

Récemment, une étude vise a évaluer D’effet hépatoprotecteur de plusieurs
polyphénols, plus particulierement des flavonoides sur les dommages causés a I’ADN des
cellules hepatiques par divers composés hépatotoxiques et carcinogens (qui oxydent les bases,
et cause de la rupture des deux brins d’ADN). La myricétine et la quercétine ont permis de
diminuer la rupture des 2 brins d’ADN (Delgado et al, 2004).
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1.3.3.3. Activité anti-inflammatoire

Des recherches récentes ont démontré que les flavonoides, notamment les flavonols,
peuvent prévenir de la douleur musculaire en accélérant la réparation des tissus au niveau
moléculaire. De maniére spécifique, ils inhibent I’enzyme NOS responsable de la synthése de
I’oxyde nitrique, qui est déclencheur chimique de I’inflammation. D’autres études, affirment
I’action inhibitrice de ces flavonoides, plus particulierement la lutéoline, 1’apigenine,
catéchine sur la cyclo-oxygénase enzyme synthétiques des molécules impliquées fortement

dans le processus inflammatoire (Scalbert et al, 2005).

.4.RADICAUX LIBRES ET LES ANTIOXYDANTS

1.4.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre
les pro-oxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Pincemail et al, 1999), ce
déséquilibre provient soit d’une production exagérée d’agents oxydants, soit d’une altération

des mécanismes de défense (Morena et al, 2002).
1.4.2. Radicaux libres

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés (Jacques et André, 2004), cette molécule est tres instable et réagie rapidement
avec d’autres composants, essayant de capturer 1’¢lectron nécessaire pour acquérir la stabilité,
une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron, et la molécule attaguée devient elle-méme un radical libre
(Martinez, 1995)

1.4.2.1. Nature des radicaux libres
1.4.2.1.1. Espéces réactives de ’oxygene (ERO)

Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellules

transforment les nutriments apportés par 1’alimentation en énergie et en eau.
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Cette transformation génere environ 2% de molécules d’oxygene. L’oxygene peut
s’avérer délétére en raison de son caractére oxydant, il est a 1’origine de la formation de

dérivés plus réactifs appelés espéces réactives de 1’oxygene (Ichai et al, 2010).

e Anion superoxyles

La molécule d’oxygéne, en présence d’une quantité d’énergie suffisante, peut acquerir
un ¢lectron supplémentaire et former ainsi 1’anion superoxyde. Cet anion intervient comme

facteur oxydant dans de nombreuses réactions (Koechlin, 2006 ; Al-Mamun et al, 2007).

O2+1le" — Oy

e Radical hydroxyle

Est formé principalement par la dégradation du H2O> en présence de O2" et de métaux
de transition sous la forme réduite, comme le présente la réaction de Haber-Weiss, ou par des

voies qui ne font pas appel a I’anion superoxyde (réaction de Fenton) (Lacolley, 2007).
H.O2 + 0, —— 02+ OH +0OH-' (Réaction de Haber-Weiss)

Fe*?+ H,O, ———»OH +OH' (Réaction de Fenton)

e Peroxyde d’hydrogéne H202

C’est un oxydant faible, sa demie durée de vie se chiffre en heures. Le H2O; est le
résultat d’une dismutation spontanée ou enzymatique (superoxide dismutase “SOD”) du

radical superoxide (Dacosta, 2003).

SOD
2H"+205; —» O +H20:

Le peroxyde d’hydrogene (eau oxygénée) est €également un agent oxydant tres réactif ;
c’est pour cela qu’on I'utilise souvent comme désinfectant et comme agent de blanchiment.
S’il n’est pas rapidement détruit, il peut se décomposer et produire des radicaux hydroxyles

qui s’attaquent aux macromolécules de la cellule (Karp, 2010).
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e Oxygene singulet O2°

Lorsque de I’énergie est apportée a I’oxygene, celui-ci passe a 1’état singulet qui
représente la forme activée. C’est une forme trés énergétique de grande réactivité qui peut
oxyder de nombreuses molécules. Il est formé a partir de 1’ion superoxyde selon la réaction

suivante:

o-0___ JO,

1.4.3. Antioxydants

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat (Park et al, 2001). Et capables de minimiser efficacement les
rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielle et
nutritionnelle du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la

durée de conservation du produit.

1.4.3.1. Systémes antioxydants

La nature des systémes antioxydants différe selon les tissus et les types cellulaires et
selon qu’on se trouve dans le milieu intracellulaire ou extracellulaire. Les défenses
antioxydantes de notre organisme peuvent se diviser en deux systemes : enzymatiques et non

enzymatiques.

1.4.3.1.1. Antioxydants enzymatiques
Représentés principalement par trois enzymes :
e Le superoxyde dismutase (SOD).
e La catalase.

e La glutathion peroxydase (GPx).
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1.4.3.1.2. Antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils
peuvent se comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions directes
sur les molécules pro-oxydantes ou indirectement, en chélatant les métaux de transition,

empéchant ainsi la réaction de Fenton (Piquet et Hébuterne, 2007).

Ces agents piégeurs possédent plusieurs avantages par rapport aux antioxydants
enzymatiques, en particulier par leur petite taille qui leur permet de traverser la membrane
cellulaire et d’atteindre facilement leurs cibles. Parmi les antioxydants naturels de faible poids

moléculaire, on peut citer les plus connus et les plus importants ci-dessous :

e Vitamine E

Le terme générique de vitamine E désigne en fait la famille constituée des tocophérols
et tocotriénols, la forme la plus active étant 1'a-tocophérol. Cette vitamine est décrite comme
étant le principal antioxydant liposoluble dans le plasma chez 'homme. L’a-tocophérol est
capable, d'une part, de piéger chimiguement I'oxygéne singulet (O2) en s'‘oxydant en quinone,
d'autre part, de réagir avec le radical hydroxyle (OH") mais son principal role biologique est

de réagir avec les radicaux peroxyles (ROQO") pour former un radical tocophéryl.

e Vitamine C

L'acide L-ascorbique ou vitamine C est présent le plus couramment sous forme
d'ascorbate. Il est considéré comme le plus important antioxydant dans les fluides
extracellulaires. C'est un piégeur tres efficace des anions superoxydes, du peroxyde
d'’hydrogéne, des radicaux hydroxyles et de I'oxygene singulet (Evans, 2000). Le role
antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les radicaux peroxyles aqueuses, le
produit formé étant le radicale ascrbyle. En piégeant les radicaux peroxyles dans la phase
aqueuse avant qu'ils initient la péroxydation lipidique, la vitamine C protége les

biomembranes et lipoproteéines.
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Pour la partie d’antioxydants non enzymatiques, le tableau suivant rassemble les
principaux antioxydants non enzymatiques et leurs sources alimentaires associées (Tableau
1.05) :

Tableau 1.05: Principaux antioxydants non enzymatiques et sources alimentaires associées.

Principaux nutriments antioxydants Sources alimentaires

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, choux, poivron
Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre, ceufs, noix
p-carotene Légumes et fruits orangés et vert foncés

Sélénium Poisson, ceufs, viandes, céréales, volaille

Zinc Viande, pain complet, [égumes verts

Flavonoides Fruits, légumes, thé vert

Acides phénoliques Céréales compleétes, baies, cerises

Tanins Lentilles, thé, raisins, vin

1.4.3.2.Utilisation des antioxydants

Les antioxydants jouent un réle important dans le métabolisme humain. Les réactions
biochimiques qui ont lieu dans notre organisme produisent des radicaux libres initiant des
réactions d’oxydation en chaine qui ont une action néfaste sur les cellules de notre corps, en
les abimant et en accélérant le processus de vieillissement. Normalement, le corps humain
maintient I’équilibre entre les antioxydants et les radicaux libres en produisant simultanément
les deux types de substances dans le processus métabolique. Le déséquilibre entre ces deux
types de composés conduit & un phénoméne appelé stress oxydatif. L’initiation des
phénomeénes de réactions d’oxydations en chaine dans I’organisme humain peut conduire a
des pathologies comme I'athérosclérose, le cancer, 1’infarctus, les allergies, les rhumatismes et

d’autres.

¢ Dans l'industrie chimique : pour éviter le durcissement du caoutchouc ou en métallurgie

pour protéger les métaux de I’oxydation.
¢ Dans I'industrie agro-alimentaire : pour éviter le rancissement des corps gras.

e Dans l'industrie teinturerie : pour éviter I'oxydation des colorants au soufre ou des

colorants de cuve lors de la teinture.
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11.1. PRODUITS CHIMIQUES ET INSTRUMENTS

Les produits chimiques utilisés dans ce travail sont d’un grade analytique élevé.

Tableau 11.01 : Produits et les instruments.

Produit

Ether de pétrole (R-O-R)

Acétone (C3H60)
Acétate d’éthyle

(CH3COOCH:2CHgs)

Folin-Ciocalteu

Carbonate de sodium (Na2COs)

Meéthanol. (CH3-OH)

Ethanol (C2HsO)

Acide ascorbique (vitamine C)

a-tocophérol (vitamine E)

Quercétine

Chlorure d’aluminium (AICls)
DPPH (C1sH12NsOg)
Acide sulfurique (H2SO4)

Phosphate de sodium (NasPQOa4)

Acide gallique

Sulfate de Sodium (Naz2S0Oa4)

Marque

ANALAR NORMAPUR

GPR RECTAPUR

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

ANALAR NORMAPUR

SIGMA

SIGMA-ALDRICH

MERCK

ALADRICH

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

SIGMA-ALDRICH

BIOCHEM

Instrument
Chauffe-ballon

Rota-vapeur

Spectrophotometre

UV-vis

Etuve

Balance électrique
Vortex

moulin a café
micropipette
Réfrigérateur
Bain-marie

Micropipette

O b

Marque
Wise Term
ASEM
SHIMADZU
Memmert
KERN ABS
VELP
Moulinex
EASY

LG
Memmert

Socorex
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11.2. CUEILLETTE DES FEUILLES DE Pistacia lentiscus

Les échantillons des feuilles de pistacia lentiscus ont été récoltés de la région Magtaa
Kheira (Wilaya de Tipaza) durant les premieres semaines des mois Avril, Aodt, Octobre 2015
et Janvier 2016. Les feuilles sont séchées a 1’ombre pendant un mois, puis conservées dans

des sacs a papier.

11.3. EXTRACTION DES LIPIDES

Les feuilles ont été broyées a 1’aide d’un moulin a café puis tamisées. L’extraction des
lipides a été réalisée en utilisant le dispositif de Soxhlet de capacité 1 L. Les masses des
échantillons des feuilles ont été comprises entre 300 et 400 g, le solvant utilisé été 1I’éther de
pétrole 40-60°C. L’extraction a été arrétée apres 1’épuisement des lipides (disparition de la

couleur). Apres filtration, le solvant a été évaporé sous pression réduite a 40°C.

La chlorophylle a été éliminée par le charbon actif (Poudre) en utilisant une quantité
de ce dernier équivalente a 1/5 de la masse de I’extrait brut. Le mélange est mis en suspension
avec 200 mL de chloroforme a reflux pendant 1 h. Apres filtration et évaporation du
chloroforme nous obtenons des extraits lipidiques dont le rendement est déterminé par la

relation suivante :

o masse de |'extrait
lipides% = — - X 100
masse de la prise d'essai

11.3.1. Préparation des esters méthyliques des acides gras (EMAG)

Une quantité de 200 mg des lipides a été saponifiée a reflux pendant 20 minutes avec
10 mL d’hydroxyde de potassium de concentration 1 N ; I’estérification est réalisée pendant
10 minutes en ajoutant par le haut du réfrigérant 5 mL de trifluorure de bore méthanolique
BFs: a 10 %. Apres refroidissement, un volume de 20 mL d’eau distillée a été ajouté, les
EMAG ont été extraits a 1’aide d’une ampoule a décanter par une extraction liquide-liquide en
utilisant le chloroforme comme solvant (3x30 mL). Les EMAG ont été neutralisés par lavage

avec I’eau plusieurs fois.
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Les traces d’eau ont été chassées par I’ajout d’une quantité nécessaire de sulfate de
sodium anhydre Na>SOa. Apres filtration, le solvant est évaporé sous pression réduite a 40°C.
Les EMAG ont été récupérés par 2 mL de chloroforme puis mis a 1’étuve de 37°C jusqu’a
évaporation du solvant. Les EMAG ont été conservés au frais a une température +4°C jusqu’a

leurs analyses.

11.3.1.1. Analyse chromatographique des EMAG(S)

L’analyse des EMAG a été faite par un chromatographe en phase gazeuse (modéle
CP-Varian 3800) équipé d’un détecteur FID et une colonne capillaire DBWax (diametre
interne 60 mx 0,32 mm, épaisseur du film de 0,25 um). 2 pL de I'échantillon dilué dans le
pentane a été injecté en mode d'injection Split. La température du four est programmée de
quatre différents paliers. La température a débuté a 40°C, maintenue pendant 0,5 min, puis a
augmenté a un taux de 25°C/ min a 195°C, puis augmentée a une vitesse de 3°C / min a
205°C, puis augmentée avec une vitesse de 8°C/min jusqu'a 230°C, puis augmentée avec une
vitesse de 20°C/min a 260°C et maintenue pendant 5 min.

La température de I'injecteur est réglée a 250°C et celle du détecteur 260°C, le débit de
I'nélium (gaz vecteur) est de 1 mL/min. Les EMAG ont été identifiés en comparant les temps
de rétention des pics avec ceux des étalons purs achetés chez Sigma et analysés sous les
mémes conditions. Les résultats d’acides gras dans la fraction lipidique ont été exprimés en

pourcentage de la surface totale des aires des pics identifiés.

11.3.1.2. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de
masse (GC/MS) des EMAG (s)

L’analyse GC-MS a été effectuée sur un appareil AGILENT 6890 GC/CMSD 5973
équipé d’une colonne capillaire UB-Wax (30 mx 0,25 mm de diamétre interne, épaisseur du
film de 0,25 um) et un détecteur quadripolaire avec un potentiel d'ionisation fixé a 70 eV.
L'hélium est le gaz vecteur a un débit de 1 mL/min. Les températures d’injecteur et du
détecteur de la ligne de transfert ont été fixées a 250°C et 220°C, respectivement. La
température de la colonne est programmeée que celle de la chromatographie en phase gazeuse.
Un volume de 1 uL des échantillons dilués dans le pentane ont été injectés manuellement en

utilisant un mode splitless.
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11.3.2. Analyse des Tocophérols
11.3.2.1. Dosage spectrophotométrique des tocophérols

Les quantités des tocophérols totaux dans les extraits lipidiques ont été déterminées
par colorimétrie en utilisant la méthode connue celle d’Emmerie-Engel (Emmerie et Engel,
1939). Dans cette méthode, 1 mL d’une solution éthanolique de lipide a été mélangé avec 1
mL d’une solution éthanolique 0,4% d’orthophénantroline et 0,5 mL d’une solution
éthanolique 0,12% de trichlorureferrque FeClz. Le mélange est maintenu a 1’obscurité pendant
5 minutes. Les absorbances ont été mesurées a 1’aide d’un spectrophotométre a une longueur
d’onde égale a 510 nm. Les quantités des tocophérols totaux ont été calculées a 1’aide d’une
courbe d’étalonnage de 1’alpha tocophérols (vitamine E) commercial traité de la méme fagcon
que celle des extraits lipidiques. Les résultats sont exprimés en mg equivalent en alpha-

tocophérols par gramme de lipides.

11.3.2.2. Dosage des tocophérols par CLHP

Nous avons effectu¢ I’analyse par CLHP en utilisant un appareil de type Waters muni
d’une colonne polaire classique de silice, I’élution des tocophérols a été faite en mode
isocratique en utilisant le mélange des solvants hexane/isopropanol (99/1 : v/v). Une quantité
de 20 pL d’extrait brut dilué dans le pentane. La détection est faite par fluorimétrie a une
longueur d’onde d’excitation de 290 nm et une longueur d’onde d’émission de 330 nm. Les
différents isoméres des tocophérols ont été identifiés par comparaison a des tocophérols
étalons (standards) (a-, B-et 8- tocophérols). Les résultats sont exprimés en pourcentages a

I’aide des calculs des aires des pics de chaque isomere.

11.3.3. Dosage des stérols totaux

11 s’agit d’une absorption spectrophotométrique selon le test de Liebermann-Burchard
(Naudet et Hautfenne, 1986 ; Barreto, 2005), base sur une réaction colorée spécifique des 3
B-hydroxystéroides possédant une double liaison en position 5-6. Les stérols forment un
complexe stable avec ’anhydride acétique en milieu acide qui absorbe dans le visible & une
longueur d’onde de 550 nm. Le réactif spectral de Liebermann est constitué par 60 mL

d’anhydride acétique et 10 mL d’acide sulfurique concentré et 30 mL d’acide acétique.
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A partir d’une solution choloroformique du cholestérol commercial de concentration
1 g/L, nous avons préparé une série de gamme de solutions afin de tracer une courbe
d’étalonnage liant la densité optique en fonction de la concentration. On prend 1 mL de
chaque solution et on ajoute 2 mL du réactif de Liebermann puis on laisse la coloration se
développer et se stabiliser pendant 25 min. en mesurant 1’absorbance a 550 nm de chaque
solution, nous obtenons la courbe d’étalonnage. Les échantillons sont traités de la méme
maniére et la teneur en stérol sera déterminée a partir de la courbe d’étalonnage. Les résultats

sont exprimés en mg équivalent en cholestérol/g de I’extrait brut.

I1.3.4. Evaluation de P’activité antioxydante

Avant d’entamer 1’évaluation de D’activité antioxydante, nous avons procédé tout
d’abord a ¢liminer les cires des extraits lipidiques, car nous avons constaté lors des
manipulations la formation des solutions troubles et des précipités qui faussent la lecture des
absorbances et par conséquent les résultats relatifs aux valeurs des activités antioxydante. Les
cires ont été éliminées par glagcage des extraits lipidiques et cela en dissolvant la quantité
totale des lipides dans 1’éthanol absolu et la conserver au réfrigérateur a+4°C pendant 24 h.
Les cires se précipitent et sont éliminées par filtration L’éthanol est évaporé, on obtient les

lipides bruts sans cires.

11.3.4.1. Test DPPH

Le 1,1-diphényl-1,2-picrylhydrazyle (DPPH") est un radical stable et présente une
absorption spécifique a 517 nm qui lui confére une couleur violette. Un antioxydant aura la
capacité de donner un électron singulet au radical synthétique DPPH-de coloration violette
pour le stabiliser en DPPH-H de coloration jaune-verte (Chevalley, 2000).La réduction du
radical libre DPPH -par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie UV-Visible, en
mesurant la diminution de I’absorbance provoquée par la présence des extraits lipidiques

(Figure 11.01).

35

5

. Y i



Partie expérimentale

DPPH.

4 DPPH. + extrait

Absorbance a 517 nm

Temps min

Figure 11.01 : Courbes cinétiques de la variation de I’absorbance en fonction du temps dans
le test du DPPH.

Le DPPH"* est initialement violet, se décolore lorsque I’électron célibataire s’apparie
(Figurell.02). Cette décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger ces
radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques. Ce test permet alors,
d’obtenir des informations sur le pouvoir anti-radicalaire direct de différentes substances de
nos extraits. 1l est donc prévu a fournir un lien avec les réactions ayant lieu dans un systeme

d’oxydation, tel que 1'auto-oxydation d'un lipide ou de toute autre substance insaturée.

NO, NO,

Antioxydant

N —> O,N NH

N

NO, NO,

Figure 11.02 : Réduction du radical libre DPPH".

Dans le test du DPPH, le mécanisme principal d’action des composés phénoliques est
le piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome H au DPPH" qui se transforme en
une molécule stable DPPH-H. La capacité a fixer des radicaux libres, donc a arréter la
propagation de la réaction en chaine ne peut étre mesurée directement, mais par contréle de
I’effet de la réactivité. Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de
réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPH", type
de solvants, pH). Pour réaliser ce test, 1 mL de chaque extrait dilué dans 1’éthanol est

additionné a 1 mL d’une solution de DPPH* (250 uM) préparée dans 1’éthanol.
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Le mélange réactionnel a été secoué¢ immédiatement, puis il est maintenu a I’obscurité
pendant 30 minutes a une température ambiante pour que la réaction s’accomplisse.
L’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 517 nm contre un blanc. Nous avons
également, testé la vitamine C et la vitamine E comme des antioxydants commerciaux pris

comme antioxydants de référence.

L’activité anti-radicalaire de nos extraits est exprimée en ECso qui est définie comme
étant la concentration en (mg/mL) de I’extrait capable d’inhiber 50 % des radicaux libres

selon la relation suivante :

At - Aech

PI%=( )xlOO

t
At : absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).

Aech : absorbance en présence d’extrait.

11.3.4.2.Test de blanchissement du B-caroténe

Le protocole expérimental a été basé sur les travaux de Marco (1968), Miller (1971)
et Silvia et al. (1984) avec quelques modifications. Un volume de 5 mL de solution de p-
caroténe dans le dichlorométhane (0,1 mg/mL) a été additionné a 20 mg d'acide linoléique et
200 mg de Tween 80 contenus dans un ballon rond. Le dichlorométhane a été completement
éliminé a 40°C sous vide, puis on ajoute lentement 50 mL d'eau distillée et on agite
vigoureusement. 40 pL de différentes dilutions de lipide préparées dans 1’éthanol ont été
ajoutées a 1 mL d'émulsion B-caroteéne/acide linoléique. Un control a été préparé dans les
mémes conditions en remplagant les extraits par I’éthanol. L'absorbance des solutions a été
mesurée a 490 nm avant et apres 2 h d'incubation dans un bain-marie a 50°C. L'activité

antioxydante (AA%) en pourcentage a été calculée a I'aide de la formule suivante:

A —A
A = < E(120) C(120)> % 100
Aco) — Ac120

Ou : Aeq20) est I'absorbance de la solution en présence de lipide a t =120 min
Ac(120) est I'absorbance du control at = 120 min

Ac(o) est I'absorbance du control at =0 min
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L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en ECso qui est défini comme
étant la concentration en (mg/mL) de I’extrait capable d’inhiber 50 % d'émulsion B-
carotene/acide linoléique. Nous avons, également testé la vitamine E comme antioxydant

commercial de référence.

11.3.5. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été réalisées avec trois réplicas (répétitions). Le résultat de
chaque parameétre déterminé a été exprimé statistiquement comme suit : moyenne + déviation

standard (sur la base de trois expériences « ou répétitions » indépendantes).

L'analyse statistique des données a été effectuée en utilisant le logiciel XLSTAT
version 2016.02.27444.

11.3.5.1. Analyse de variance ANOVA et corrélations

Les données brutes obtenues ont été analysées par la méthode d’analyse de variance
(ANOVA) combinée en postérieur par la procédure post-test « post-hoc » a tests multiples de
Tukey (HSD : abréviation de Honestly Significant Difference). Des valeurs de P inférieures a
5% (P <0,05) ont été considérées comme significatives. Le test des comparaisons multiples de
Tukey, dit test HSD a pour but de distinguer parmi les échantillons s’il y en a qui différent
significativement des autres. Dans le cas ou le test de Fisher a conduit a rejeter I’hypothése
que les échantillons ne différent pas significativement, on cherche a savoir quels échantillons
se distinguent des autres. Pour cela, le test HSD envisage le test des échantillons deux par
deux et les corrélations entre les différents parameétres ont été déterminées en utilisant le

coefficient de Pearson a un niveau de signification P <0,05.

11.3.5.1.1. Classification ascendante hiérarchique (CAH) et analyse en composantes

principales (ACP)

La classification ascendante hiérarchiqgue (CAH) « Agglomerative Hierarchical
Clustering AHC » est une méthode de classification automatique utilisée en analyse des
données ; son but est de répartir les individus dans un certain nombre de classes. La

classification ascendante hiérarchique est dite ascendante car elle part d'une situation ou tous
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les individus sont seuls dans une classe, puis sont rassemblés en classes de plus en plus

grandes. Le qualificatif hiérarchique vient du fait qu'elle produit une hiérarchie.

La méthode suppose qu'on dispose d'une mesure de dissimilarité entre les individus ;
dans le cas de points situés dans un espace euclidien, on peut utiliser la distance comme

mesure de dissimilarité.

L’analyse CAH a été réalisée a I’aide du regroupement hiérarchique agglomératif en
utilisant la méthode «ou technique » de Ward, avec une mesure de la distance de type
euclidien. Le calcul a été effectué a la base d'un ensemble d’individus composé de 19
échantillons d'acides gras AG (différentes plantes de la région de Zéralda réparties sur quatre
mois de collecte). Le nombre total de variables adoptées était de 9 (représentant simplement
les principaux composants d'AG identifiés chez tous les individus investigués, ou encore, les
parametres les plus influents qui pourraient faire une différence, c'est-a-dire certains

composés minoritaires d’AG).

Pour I’analyse ACP elle a été réalisée avec les mémes nombres d’individus et de

variables que ceux mentionnés plus haut pour I’analyse CAH.
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I1.4. EXTRACTION & QUANTIFICATION DES POLYPHENOLS

11.4.1. Extraction des polyphénols

Pour I’extraction des composés phénoliques, nous avons adopté la méthode

couramment employée (Hertog et Hollman, 1992 ; Djeridane et al, 2006).

Une quantité de 5 g de feuilles délipidées est macérée a température ambiante dans
100 mL d’un mélange hydro-alcoolique méthanol/eau (80/20 : V/V) pendant 24 heures.
L’extrait est filtré puis le résidu est repris pour une deuxiéme fois avec un volume de 50 mL
du méme mélange hydro-alcoolique pendant 24 heures a température ambiante. On obtient
donc I’extrait hydro-alcoolique brut. Aprés élimination du méthanol, la phase aqueuse restée
est ensuite soumise a une triple extraction liquide-liquide avec un méme volume d’acétate
d’éthyle. L’extrait organique ainsi obtenu est évaporé a sec, apres sechage par le sulfate de
sodium anhydride. La teneur en extrait brut a été calculée par rapport a 100g de feuilles

délipidés par la relation :

masse de |'extrait

trait phénoli brut = x 100
extralt phenolique bru masse de la prise d’essai

Le résidu est repris dans 4 mL de méthanol pur et conservé a 4°C jusqu’a son utilisation.

11.4.2. Dosage des phénols totaux

Le protocole utilisé dans notre laboratoire est basé sur celui décrit par Vermerris et

Nicholson (2006), en y apportant quelques Iégeres modifications (Pourcentage de Na,CO.

Un volume de 100 pL de chaque solution est introduite a 1’aide d’une micropipette
dans des tubes a essais suivi de I’addition de 500ul du réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois
dilué) et de 2 mL de carbonate de sodium Na>COs (5% m/v) sont ajoutés aprés 2 minutes. Les
solutions sont secouées immédiatement, puis maintenues a 1’obscurité pendant 30 min.
L’absorbance de chaque solution est déterminée a 760 nm contre un blanc dans un

spectrophotometre UV Visible de type Shimadzu 1601.
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Pour calculer les quantités des composeés phénoliques dans les extraits, une courbe
étalonnage d’acide gallique ayant des concentrations comprises entre 0.03 et 0.30 g/L. a été
tracée. Les valeurs des quantités en composés phénoliques sont exprimées en g équivalent
d’acide gallique par 100 g de feuille (g EAG/100 g feuille).

11.4.3. Dosage des flavonoides

Dans cette étape, nous avons utilisé le protocole adapté par Lamaison et Carnat

(Djeridane et al, 2006), utilisant le réactif de tri chlorure d’aluminium.

Dans ce test, le trichlorure d’aluminium forme un complexe stable avec les
groupements hydroxyles des flavonoides. Ce complexe de coloration jaune absorbe a une

longueur d’onde maximale de 409 nm.

Un volume de 1 mL de chaque solution diluée est mélangé avec 1 mL d’une solution
aqueuse de tri chlorure d’aluminium a (2% m/v). Par la suite, les solutions ont ét¢ maintenues
a I’obscurité pendant 20 min. L’absorbance de chaque solution préparée est mesurée a I’aide
d’un spectrophotométre UV Visible de type Shimadzu 1601, a une longueur d’onde de 409

nm contre un blanc.

Les teneurs en flavonoides des extraits ainsi préparées ont été calculées a partir de la
courbe d’étalonnage de la quercétine choisie comme étalon, elles sont exprimées en g

équivalent de quercétine par 100 g de feuille (g EQ/100 g feuille).

11.4.4. Dosage des tanins condenses

Ce test est basé sur la condensation des composés polyphénoliques avec la vanilline en

milieu acide, il est spécifique des flavones3-ols (Price et al, 1978).

On prend 200 pL d’extraits et mélangés avec 1 mL d’un mélange vanilline/acide
chlorhydrigque (1%/8% : V/V) dans des tubes a essais, les tubes sont placés dans un bain marie
pendant 20 min a 30°C, la lecture de [1’absorbance a été faite a 500 nm. Différentes
concentrations préparées a partir d’une solution mere de la catéchine, permettront de tracer la
courbe d’étalonnage. Les teneurs en tanins sont exprimées en g équivalent de catéchine par

100 g de feuille (g EC/100g feuille).
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11.4.5. Activité antioxydante des extraits phénoliques
11.4.5.1. Test DPPH

Le test a été effectué avec le méme protocole que celui employé pour les lipides, sauf
que pour les extraits phénoliques les dilutions ainsi que la solution du DPPH ont été préparées

dans le Méthanol. Le calcul et I’expression des résultats ont été faits de la méme facon.

11.45.2. Test FRAP

Ce test est basé sur la réduction du complexe Fe3*-TPTZ (tripyridyltriazine) en sa forme
ferreuse (Fe?*-TPTZ) par I’extrait antioxydant a un pH acide (Figure 11.03). Ceci engendre

I’apparition d’une couleur bleue avec une absorbance maximale a A = 593nm. (Benzie et

wa

/N | \N / ‘ A
N AN

/ N

\°\

Fe-TPTZ + reducing antioxidlant —————  Fe’-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figure 11.03 : Réaction FRAP et le complexe Fe**-TPTZ (Prior et al, 2005).

Un volume de 1 mL du réactif FRAP fraichement préparé (10 mL d’une solution
tampon d’acétate de sodium (pH = 3,6) et mélangé avec 1 mL d’une solution de TPTZ (10
mM préparés dans une solution HCI 40 mM) et 1 mL d’une solution FeCls (20m M)) a été
ajouté a 50 pL de I'extrait a différentes concentrations. Ensuite, I'absorbance a été mesurée a

593 nm contre le blanc aprés 7 minutes a la température ambiante.
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L'inhibition de FRAP est calculée par la relation suivante:

Ae
PI% =|-—] X 100
Ag
ou :
Ae : est I'absorbance des extraits d'échantillon
Ao : est I'absorbance de 100% de réduction des ions ferriques dans 1 mL de réactif FRAP

en présence de la vitamine C antioxydant pris comme référence (Figure 11.04).

Les résultats sont exprimés en ECso (concentration fournissant 50% d'inhibition).

=
ol

Absorbance a 593 nm

[

L
&)

o

0 1 2 3 4 5 6
Concentration du vitamine C g/l

Figure 11.04 : Courbe de réduction des ions ferriques.
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11.4.5.3. Test ABTS
Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
ABTS™ de coloration vert-bleu en le transformant en ABTS incolore, en présence de

I’antioxydant (extraits phénoliques).

Le radical préformé [2, 2°-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)] ou ABTS™*
est généré en présence de la peroxydase ; préparée dans une solution tampon pH= 7, la

réaction est initiée avec 1’ajout de la solution de peroxyde d’hydrogene.

En présence d’un antioxydant (extraits phénoliques), le passage du radical ABTS™ a la
forme non radicalaire s’accompagne de la disparition de la coloration vert-bleu intense qui
peut étre suivie par mesure de la densité optique a une longueur d’onde de 415 nm (Chen et
al, 2004).

Pour pouvoir générer le radical cationique ABTS™, nous avons préparé trois solutions
différentes constituées d’une solution aqueuse d’ABTS (20 mM), une solution aqueuse de
H202 (10 mM) et une solution de la peroxydase (préparée dans un tampon phosphate pH=7)

de concentration massique (0,2 mg/mL).

Le mélange des trois solutions avec un rapport (10 : 1 : 1) présente une coloration vert-
bleue correspondant a la formation du radical cationique ABTS™.

A 100 pL de chaque dilution de 1’extrait, I mL de la solution verdatre d’ABTS™ est
ajouté, le mélange est ensuite agité puis incubé pendant 5 min a I’obscurité. La mesure de
I’absorbance du milieu réactionnel est faite dans un spectrophotomeétre UV Visible de type
Shimadzu 601 a 415 nm contre un blanc. L’expression générale des résultats a été faite selon

le méme mode que celui décrit pour le test DPPH.
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11.1. QUANTIFICATION DES LIPIDES
II1.1.1. Rendement de ’extraction

Les valeurs maximums, minimums et moyennes des rendements de 1’extraction des
lipides des 19 échantillons des feuilles de Pistacia lentiscus sont représentées dans la Figure
I11.1 Les valeurs de ces rendements en fonction des saisons des cueillettes varient dans le
méme sens (méme profil) qu’elle soit pour les valeurs maximales, minimales ou moyennes.
D’aprés la figure 111.01, on remarque que la teneur en lipides atteint sa valeur maximale (1,94-
4,12%) au mois de janvier ou les fruits de Pistacia lentiscus sont matures. Par contre la teneur

minimale en lipides (1,33-3,37%) est enregistrée dans le mois d’ao(t.

=4—Max =li—Moy Min
5 -
3.96 4,12

—~14 - ' —
e\o/ 3,44 3,37
3 >~ 2,90 2,96
23 A
& 2,58 2,03
3 2
5
S 1,94
g 1,74 1,54

11 1,33

O T T T 1

Avril(2015) Ao(t(2015) Octobre(2015) Janvier(2016)

Saison de la cueillette

Figure 111.01: Variation saisonniere du rendement des lipides.

Les valeurs des rendements montrent que 1’accumulation des lipides dans les feuilles
de Pistacia lentiscus dépend de la saison de la cueillette des feuilles. Il faut noter que c’est la
premiére fois qu’une étude a €té entreprise visant a suivre la variation de la teneur en lipides
en fonction du stade phonologique de la plante. Si on compare les résultats obtenus relatifs
aux rendements en lipides par rapport aux plantes riches (fruits et graines oléagineuses), on
peut conclure que les feuilles de Pistacia lentiscus sont pauvres en lipides, ce qui prouve que
les feuilles ne seront pas considérées comme sources alimentaires en lipides.
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Par contre les lipides de cette plante peuvent étre utilisés a des applications
pharmaceutiques et cosmétiques a condition que ces lipides contiennent des molécules
bioactives comme les tocophérols et les acides gras insaturés connus par leurs activités

biologiques. Ces hypotheses peuvent étre confirmees dans la suite de cette étude.

111.1.2. Composition en acides gras

Les Résultats de I’analyse des EMAG par chromatographie FID et couplée a la
masse des 19 échantillons collectés durant chaque saison sont regroupés dans le tableau 111.01.
Les acides gras identifiés dans les lipides des feuilles de Pistacia lentiscus sont ceux
rencontrés habituellement dans les lipides du régne végétal. Ces acides gras contiennent dans
leurs structures des nombres impairs et pairs d’atomes de carbone. La majorité des extraits

lipidiques renferment des acides gras saturés et insaturés d’atomes de carbone de C1o a Caa.

D’apres ces résultats, on remarque que la composition en acides gras varie beaucoup
selon la saison de cueillette. Dans tous les échantillons, les acides gras saturés majoritaires
détectés sont : le myristique dont son pourcentage varie entre 2,94 % en octobre et 16,61% en
avril, suivi I’acide palmitique de ou son pourcentage est compris entre 5,31% dans le mois de
janvier et 15,88% dans le mois d’avril, I’acide décanoique vient en troisiéme position avec
des pourcentage 1,71 % en aodt et 13,88 % en janvier et en dernier I’acide stéarique qui a
enregistré les pourcentages 0,87 % en janvier et 8,09 en aolt. D’un autre coté les acides gras
insaturés majoritaires sont représentés par les acides oléique, linoléique et linolénique. La
premiere position est prise par 1’acide linolénique avec des pourcentages qui varient de 5,04%
au mois d’aolt et 48,92 % en janvier, suivi par ’acide linoléique dont sa teneur est comprise
entre 5,40% au mois d’aout et 14,73 % pour le mois de janvier, I’acide olé¢ique se classe en
derniére position avec 3,42 % dans le mois de janvier et 12,77% en aout. D’autres acides gras
insaturés sont aussi présents dans les extraits lipidiques des feuilles de Pistacia lentiscus avec
des faibles pourcentages qui ne dépassent pas les valeurs, ces acides gras sont les acides
dérivés de I’arachidique (C20:1, C20:2, C20:3 et C20:5) et I’acide gras Docosadienoic
(C22:2). A la lumiére des résultats du tableau, on constate que la somme des acides gras
saturés varie de 21,96% en janvier a 45,57% pour le mois d’avril, par contre les acides gras
monoinsaturés représentent un total entre 3,66% en janvier et 20,32% pour le mois d’avril, en
ce qui concerne les acides gras polyinsaturés leur somme s’échelonnent entre 18,54% en aout

et 65,27 % en janvier.
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Tableau 111.01: Composition relative en acides gras des lipides des feuilles de Pistacia lentiscus

Echantillons
Acides gras
C10:0
C11:0
C12:0
C13:0
C14:0
C14:1w5
C15:0
C15:1whcis
C16:0
C16:1w9
C17:0
C17:1wT7cis
C18:0
C18:1w9
C18:2w6
C18:3w3
C20:0
C20:1w9
C20:2
C20:3wb
C20:3w3
C20:5w3
C22:0
C22:2
C23:0
C24:0
Total
AGS (%)
AGMI (%)
AGPI1(%)
Total AGI (%)
1/S (%)
Lipides (%0)
Cires (%)

7,29
2,32
1,65
1,69
8,67

15,98
1,74

1,43
2,8
10,34
9,52
9,14
1,58

3,46

2,02

79,63
41,98
13,51
24,14
37,65
0,90

1,83
60,64

Avril (2015)
2 3
4,79 2,74
- 3,34
- 4,45
- 1,39
9,57 9,32
- 1,34
- 1,93
- 1,55
1455 11,85
2,53 -
2,89 -
4,17 2,8
149 8,02
13,92 947
16,73 11,8
- 2,11
- 1,39
2,84 -

- 2,57
86,89 76,07
33,08 39,93
20,32 10,91
33,49 2523
53,81 36,14
163 091
1,74 3,32
57,89 54,50

3,75
3,05
16,61

2,91
2,57
13,56
2,74

3,14
10,15
9,15
7,93
2,55

2,94

81,05
45,57
15,46
20,02
35,48
0,78
3,44
9,47

5

9,49

2,45
7,42
2,27

11,93
3,38
2,19

3,13
11,59
5,49
5,04
2,27

2,71
2,85

2,41
2,45

2,93
77,07
44,22
17,24
18,54
35,78

0,81

1,88
45,39

Aol (2015)

6 7 8
737 825 1018
313 476 528
309 349 8,09
215 - 1,83
10,11 8,78 358

- - 1,43

- - 1,23
946 10,73 7,83
179 259 136
948 12,74 7,18
774 11,35 65
16,94 28,29 16,92

16 341 119
345 - 1,55
197 - -
177 - -
389 - 1,79
80,05 9439 74,15
4259 4201 42,36
948 12,74 861
31,87 39,64 24,97
4135 5238 33,58
097 125 079
133 1,9 168
62,33 66,75 11,53

1,71
1,94
3,15

5,54

10,8

1,51
2,46
2,61
12,77
10,24
18,6
1,82
1,8

1,53
2,14

2,19

80,81
29,08
17,03
34,70
51,73
1,78
3,37
68,09

Octobre (2015)

11

5,12
1,06
1,25

5,72
1,08

9,96

1,98
9,9
11,06
38,25
1,19
1,21

12

10,56
2,26
4,61
1,62
2,94
0,75

7,02

1,76
8,11
9,38
14,71
1,04

1,15

1,06
0,83

1,49

1,97
69,29
33,78

8,86
28,62
37,48

1,11

1,54
51,07

13
9,57
3,24

2,8

4,36

14

3,85

10,07
1,71
2,08

8,56

1,42
2,92
8,79
10,82
20,04
1,94

3,56
1,58

2,7
2,21

3,28
82,25
35,40
11,92
38,21
50,13

1,42

3,53
66,17

15

2,49
0,8
0,87
0,94
6,43

0,73
7,49
0,54

0,88
3,66
14,73
48,92
0,79

0,74

0,88

90,89
21,96
3,66
65,27
68,93
3,14
2,76
54,08

Janvier (2016)

16 17 18
11,74 13,88 3,18
164 2,86 -
242 2,16 -
1,32 - -
819 738 471

- 1,77 -
1,32 154 -
8,05 6,9 5,31
153 1,79 -
411 466 342
11,25 10,94 12,4
27,71 25,07 20,9
1,36 2,07 7,07
1,35 219 6,56
1,61 1,47 49

- 152 3,27
1,55 - -
13 156 3,34

- - 2,73
86,45 87,76 77,79
37,57 38,58 23,00
546 862 998
43,42 40,56 44,81
48,88 49,18 54,79
1,30 127 238
194 250 412
59,85 59,92 52,39
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2,57

1,62
9,12

1,35

9,03

4,85
16,99
33,94

1,96

1,92
1,72

1,46

86,53
25,65
4,85
56,03
60,88
2,37
3,49
66,63
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Une remarque importante qui attire 1’attention est que le quotient AGIS/AGS pour les
lipides des échantillons des deux mois de janvier et octobre est supérieur a 1 (il varie de 1,1 a
3,14), ce qui indique que ces échantillons sont riches en acides gras insaturés. Par contre la
majorité des lipides des échantillons des deux autres mois se comporte contrairement ou le
quotient AGIS/AGS est inférieur a 1 (il varie de 0,78 a 0,97), indiquant que les acides gras

saturés sont majoritaires dans ces échantillons.

D’une fagon générale, I’ordre de croissance des pourcentages en acides gras est
AGPI>AGS>AGMI pour les échantillons collectés en hivers et automne, cet ordre est

relativement inversé AGS>AGPI>AGMI pour les échantillons du printemps et 1’été.

Les valeurs de AGI/AGS pour les lipides de janvier et octobre sont supérieures a 1, ce
qui donne aux lipides une bonne prévention a lI'oxydation. Rappelons que les AGMI ont une
grande importance en raison de leurs implications nutritionnelles et de leur effet sur la

stabilité oxydative des lipides.

Ces résultats suggeérent que les lipides des feuilles de Pistacia lentiscus riches en
acides gras insaturés pourraient servir de source potentielle pour la santé. Selon la littérature,
il a été reconnu que les AGMI peuvent abaisser le taux de cholestérol dans le sang, moduler la
fonction immunitaire, diminue la susceptibilité a I'oxydation des LDL et améliore la fluidité
des HDL (Villa et al, 2002).

Un régime alimentaire enrichi en AGPI peut également étre important pour la structure
et la fonction de nombreuses protéines y compris les récepteurs, les enzymes et les molécules

de transport actives (Yagoob, 2002).

Afin de comparer les résultats relatifs a la composition en acides gras de nos
échantillons avec d’autres études sur les feuilles de la méme plante, une publication a été
trouvée celle du Diamantoglou et al en 1979. La comparaison des resultats obtenus de notre
étude avec ceux de la publication ont révélé des similitudes mais de nombreuses différences
(Tableau 111.02). Commencant par les similitudes, nos échantillons présentent des gammes
comparables avec celles de la publication pour les acides gras C14:0, C18:0 et C18:2. En ce
qui concerne les différences, il y a beaucoup de di-similarités trouvées. L’acide gras C16: 1
qui n’a pas été détecté dans la plus part de nos échantillons notamment ceux de I’hiver et

I’automne et qui est présent comme compos¢ mineur dans les échantillons de la littérature.
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Les valeurs des pourcentages de C16:0 et C18:1 dans nos échantillons sont plus faibles

que celles de la publication considérée. Enfin, la variation des teneurs de C18:3 dans nos

échantillons présentent un intervalle plus large (5,04-48,92%). C'est le premier rapport qui

montre la présence de C18:3 avec un pourcentage pouvant atteindre 48,92%.

Tableau 111.02 : Comparaison des pourcentages déterminés des acides gras avec ceux de la littérature.

Ressemblances

Différences

Acides gras
C18:0
C18:2

C18:1

C14:0
C16:0
Cl6:1
C18:3
C15:0
C10:0
C11:0
C12:0
C13:0
Cl4:1
C15:0
C17:0
C20:0
C20:1
C20:2
C20:3
C20:5
C22:2
C23:0

Algérie (enquéte en cours)

tr-4,17%

6,50-16,99%

3,42-14,9%

2,94-16,61%
5,31-15,98%
tr-3,38%
5,04-48,92%
tr-2,91%
tr-13,88%
tr-5,28%
tr-8,09%
tr-3,05%
tr-2,27%
tr-2,91%
tr-2,19%
tr-7,07%
tr-6,56%
tr-4,90%
tr-3,27%
tr-1,55%
tr-3,34%
tr-2,73%

Allemagne (littérature)

1,4-2,5%
10,3-21,2%

8,2-22,7%

5,0-7,8%

17,2-22,4%
0,8-1,9%

33,7-40,4%
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté
Non reporté

Non reporté
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Pour mieux comprendre les variations des teneurs en acides gras individuels et en
catégories, nous avons dresse le Tableau 111.03 qui englobe les valeurs minimales, maximales
et moyennes des pourcentages des acides gras. A partir des valeurs des moyennes, nous avons
étudié les variations des pourcentages des différentes catégories des acides gras en fonction de
la saison de cueillette. D’apres la Figure 111.02, nous remarquons que les pourcentages en
acides gras varient d’une fagon ordonnée en fonction de la saison. Pour les acides satures et
monoinsaturés, les pourcentages en ces acides décroisent du mois d’avril jusqu’au mois de
janvier (Figures 111.02-a et b), une tendance inversée est remarquée par rapport aux acides
gras polyinsaturés (Figure 111.02-c), dont le taux des acides polyinsaturés atteint son
maximum en hiver. Ce résultat est en accord avec la remarque de BERTRAN qui a montré
que les acides insaturés d’une fagon générale atteignent leur maximum en hiver et leur
minimum en été (I’effet de température et I’enzyme désaturase qui inhibe la formation des

doubles liaisons C = C en été).

Max Moy Min
75 -
o 57,44 58,48
S 60 - \os
2 48,7
£< 45.22 47,49
8 o 45 41,40
st 35,48
S w
<] 4
& 30 33,00
24,32 22,23
15 A
16,79
0 T T T 1

Avril(2015) Ao(t(2015) Octobre(2015)  Janvier(2016)
Saison de cueillette

(a) Acides gras saturés

Figure 111.02 : Variations saisonnieres des pourcentages des différentes catégories des acides
gras.
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(c) Acides gras polyinsaturés

Figure 111.02 (suite) : Variations saisonniéres des pourcentages des différentes catégories des
acides gras.
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Tableau 111.03: Valeurs des pourcentages des acides gras en fonction des mois de cueillette.
Avril (2015)

Acides gras

C10:0
C11:0
C12:0
C13:0
C14:0
C16:0
C16:1w9
C18:0
C18:1w9
C18:2w6
C18:3w3
C20:0
C20:1w9
C20:2
C20:3w6
C22:2
C24:0
AGS (%)
AGMI (%)
AGPI1(%)
Total AGI (%)
1/S (%)
Lipides (%)
Cires (%)

Min
2,74
2,32
1,65
1,39
8,67
11,85
1,74
2,80
8,02
9,15
7,93
1,58

1,39

2,57

33,00
9,76
21,04
30,80
0,93
2,76

54,08

Max
7,29
3,34
4,45
3,05
16,61
15,98
2,74
4,17
14,90
13,92
16,73
2,55

3,46

2,94

57,44
17,64
37,05
54,69
0,95
2,76

54,08

Moy
5,02
2,83
3,05
2,22
12,64
13,92
2,24
3,49
11,46
11,54
12,33

2,07

2,43

2,76

45,22
13,70
29,05
42,75
0,95
2,76

54,08

Aout (2015)

Min
1,71
1,94
3,09
1,83
3,58
7,83
3,38
1,36
7,18
5,49
5,04
1,19
1,55
1,53
1,77
1,79
24,32
10,56
15,38
25,94
1,07
2,76

54,08

Max
10,18
5,29
8,09
2,45
10,11
11,93
3,13
12,77
11,35
28,29

3,41

3,45
2,85
2,45
3,89
58,48
12,77
48,39
61,16
1,05
2,76

54,08

Moy
5,95
3,61
5,59
2,14
6,85
9,88
3,38
2,25
9,98
8,42
16,67
2,30
2,50
2,19
2,11
2,84
41,40
13,36
31,89
45,24
1,09
2,76

54,08

Octobre (2015)
Min Max Moy
3,85 10,56 7,21
1,06 324 215
125 461 293
162 200 181
2,94 10,07 6,51
7,02 10,11 8,57
166 292 229
8,11 990 9,01
9,00 12,72 10,86
1471 38,25 26,48
1,04 194 1,49
1,15 3,56 2,36
158 232 195
124 221 1,73
1,79 328 254
22,23 48,73 35,48
8,11 9,90 9,01
27,68 59,06 43,37
35,79 68,96 52,38
161 142 1,48
2,16 2,76 2,76
54,08 54,08 54,08

Janvier (2016)
Min Max Moy
2,49 1388 8,19
0,80 286 1,83
087 242 1,65
094 132 1,13
471 912 6,92
531 9,03 7,17
088 1,79 1,34
242 485 3,64
10,94 16,99 13,97
20,92 48,92 34,92
0,79 7,07 3,93
1,35 6,56 3,96
0,74 490 2,82
152 327 240
0,88 224 156
16,79 47,49 32,14
3,77 1141 7,59
35,00 76,32 55,66
38,77 87,73 63,25
231 185 197
2,716 276 2,76
54,08 54,08 54,08
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111.1.3. Analyse des tocophérols totaux
111.1.3.1. Dosage spectrophotométrique des tocophérols

Les tocophérols sont des constituants importants dans les lipides des végétaux car ils
sont doués par des activités biologiques. L’analyse et I’identification des tocophérols totaux et
individuels nous permettent de connaitre [’importance et 1’évaluation des lipides de nos
échantillons. Dans la littérature, il a été toujours relié les tocophérols, I’activité antioxydante

et la composition en acides gras insaturés.

Les quantités des tocophérols totaux ont ¢été¢ calculées a I’aide de la courbe
d’étalonnage de la vitamine E commerciale (Figure 111.03), elles sont exprimées en mg

équivalent de la vitamine E par gramme de lipides (mg équi Vit. E/g).

R? =0,9986

0,6 -

Absorbance 4 510 nm

0,4 -

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Concentration mg/ml

Figure 111.03 : Courbe d’étalonnage de la vitamine E (a-Tocophérol).

Les résultats relatifs aux quantités des tocophérols totaux des 19 échantillons récoltés
du mois d’avril au mois de janvier sont regroupés dans le tableau 111.04. A la lumiére de ces
résultats, on remarque que la majorité des échantillons ont enregistré des quantités en
tocophérols totaux entre 1,75 et 5,36 mg en équivalent vitamine E/g de lipides a I’exception
de deux échantillons 1I’'un du mois d’aout et I’autre du mois d’avril qui ont présenté des

valeurs plus élevées égales a 9,50 mg/g et 32,97 mg/g respectivement.
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Ces différences peuvent étres dues soit au genre de 1’arbre male ou femelle qui n’a pas

été pris en considération durant les cueillettes, ’origine génétique des deux arbres, la taille

des feuilles et enfin des maladies qu’ont subis les deux arbres.

Tableau 111.04 : Quantification des tocophérols et stérols totaux dans les feuilles

Echantillons/mois

Avril

Aot

Octobre

Janvier

© 00 N oo o B~ W NP

T I o N o
© 0O N o 0~ W N L, O

de Pistacia lentiscus.

mg Tocophérol /g lipides

32,97
3,30
4,05
4,18
9,49
4,49
2,09
1,75
4,26
4,37
3,87
1,94
3,03
5,36
4,54
4,61
3,20
3,70
3,15

+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0,57
0,15
0,25
0,15
0,17
0,04
0,14
0,26
0,16
0,21
0,09
0,07
0,19
0,21
0,32
0,19
0,16
0,10
0,10

mg Sterol / g lipides

202,74
245,01
263,85
295,00
281,84
200,17
200,47
228,83
232,77
188,47
171,13
203,66
177,33
147,70
149,97
175,61
171,84
167,40
143,37

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

7,81
0,47
20,75
6,72
4,77
6,67
3,92
1,72
13,62
6,07
9,33
2,86
4,13
2,04
3,87
11,88
9,55
7,48
6,83
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Si nous comparons les résultats obtenus par ceux de la littérature, on constate que les
lipides des feuilles de Pistacia lentiscus sont riches en tocophérols totaux par rapport aux
fruits de Pistacia atlantica (0,34-0,51 mg/g) de notre pays (Guenane, 2017), Pistacia
terebinthus (0,39-0,51 mg/g) de la Turquie (Matthdus et Ozcan, 2006) et aux graines de
Cucurbita pepo (0,10-0,22 mg/g) (Benalia et al, 2015). De méme, les lipides étudiés sont trés
riches en tocophérols par rapport aux huiles alimentaires des graines oléagineuses comme
I’olive, tournesol, arachide, sésame et le palme (Naudet, 1992). Nos résultats nous permettent
de conclure que les lipides des feuilles de Pistacia lentiscus étudiés sont une source
prometteuse en tocophérols totaux, ce qui leurs conférent des activités antioxydantes

certaines.

Pour mieux comprendre la variation des tocophérols totaux en fonction de la saison de
la cueillette et leurs relations avec les acides gras individuels et catégories, nous avons éliminé
les valeurs exceptionnelles des tocophérols totaux (échantillons 1 et 5), on a tracé la courbe
reliant la variation des valeurs maximales, minimales et moyennes des quantités en
tocophérols exprimées en mg/g en fonction des mois de la cueillette. D’aprés la figure 111.04,
il est clair que la quantité des tocophérols totaux atteint une valeur maximale au mois de
janvier pour tous les échantillons, résultats déja obtenu pour les acides gras polyinsaturés
(Figure 111.02-c) et montre que la quantité en tocophérols totaux varie proportionnellement
avec le taux des acides gras polyinsaturés a I’exception des valeurs minimales et moyennes

des quantités en tocophérols totaux du mois d’aout.
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Figure 111.04 : Variation des quantités en tocopherols totaux en fonction des mois de la

cueillette.
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111.1.3.2. Analyse des tocophérols individuels par CLHP

«

Nous avons analysé les tocophérols individuels contenus dans les lipides de 19

échantillons des feuilles de Pistacia lentiscus. Les différents isomeres ont éte identifiés par

comparaison des temps de rétentions des étalons commercials injectés dans les mémes

conditions opératoires. Les résultats regroupés dans le Tableau 111.05, ils sont exprimés par

des pourcentages des aires des pics de chaque isomere.

Tableau 111.05 : Pourcentages en tocophérols individuels dans les feuilles

de Pistacia lentiscus.

z ac
Echantillons/mois
1 97,57
— 2 69,20
s
< 3 66,52
4 54,04
5 65,28
6 67,80
‘§ 7 43,09
8 30,97
9 49,98
10 36,02
o 11 54.86
0
S 12 33,64
o
© 13 44,96
14 87,93
15 75,99
_ 16 89,17
2L
= 17 79,06
S
18 77,97
19 58,51

Be

nd
5,69
13,93
28,18
2,72

nd
6,13
3,86

nd
9,80
7,08
5,12
6,59
3,55
3,90
3,24
4,34
4,35
14,02

Oc

2,43
25,11
19,55
17,79
32,00
32,20
50,78
65,17
50,02
54,19
38,06
61,23
48,44

8,52
20,10

7,99
16,60
17,68
217,47
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D’apres les valeurs des pourcentages relatifs des différents isomeéres des tocophérols,

nous remarquons que le taux des tocophérols individuels varie en fonction de la saison de
cueillette (Figure 111.05).
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(b) B-tocophérol

Figure 111.05 : Variation saisonniére des pourcentages relatifs des différents isomeres
du tocophérol.
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Figure 111.05 (suite) : Variation saisonniére des pourcentages relatifs des différents

isomeéres du tocophérol.

Pour les isomeres a- et B- tocopheérols, les pourcentages atteignent leurs maximums au
mois d’avril avec des valeurs 97,37 % et 28,18 % respectivement, et leurs minimums 30,90%
et 2,72 % respectivement dans le mois d’aout. En revanche, I’isomére d-tocophérol se
comporte autrement car le taux le plus élevé est enregistré au mois d’aout avec une valeur
égale 65,17% et un taux plus faible au mois d’avril avec une valeur égale a 2,43%. D’une
fagon geénérale, nous constatons que 1’a-tocophérols est I’isomére le plus abondant dans tous
les échantillons quelle que soit la saison de cueillette ce qui confére aux lipides des feuilles de
Pistacia lentiscus des propriétés antioxydantes certaines et qui sera veérifié par la suite. Cette
constatation est prouvée par la concordance des courbes reliant le taux des tocophérols totaux
(figure 111.04) et le pourcentage de I’isomeére a-tocophérol (Figure 111.05-a) en fonction de la
saison de la cueillette.

Il faut noter qu’au cours de I’analyse des tocophérols des 19 échantillons des lipides
des feuilles par CLHP, que le seul échantillon 1 du mois d’avril a subi une dilution pour avoir

un profil chromatographique dont les pics des isomeres sont bien séparés.
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Cette dilution prouve que cet échantillon est le plus riche en tocophérols totaux et

particuliérement en a-tocopherols.

Ces résultats montrent que la quantité en tocophérols totaux dans cet échantillon n’est
pas erronée et que I’explication de cette valeur exceptionnelle peut étre due au genre de
I’arbre, ces différences peuvent étres dues soit au genre de I’arbre male ou femelle qui n’a pas
été pris en considération durant les cueillettes, 1’origine génétique des deux arbres, la taille

des feuilles et enfin des maladies qu’ont subis les deux arbres.

A notre connaissance, c’est pour la premiére fois que ’analyse des tocophérols des
lipides des feuilles de Pistacia lentiscus a été entreprise. Pour cela, nous avons comparé nos
résultats avec ceux qui sont disponibles dans la littérature. Les résultats montrent que les notre
sont en accords avec ceux des lipides des noyaux du palmier dattier (Laghouiter, 2018) ou il
a trouvé que l’a-tocophérols est 1’isomere le plus dominant dans les neufs cultivars des
noyaux du palmier dattier provenant de la région de Ain-Salah, par contre les travaux de
Benalia et Guenane ont montré des résultats ou les isoméres f3- et y-tocophérols sont les plus
abondants dans les huiles des graines de Cucurbita pepo et les fruits de Pistacia atlantica,

respectivement (Benalia et al, 2015 ; Guenane, 2017).

111.1.4. Dosage des stérols totaux

Récemment, les industries des cosmeétiques, des médicaments et des aliments se sont
intéressees aux ressources renouvelables riches en composés liés aux lipides tels que les
phytostérols qui sont une partie importante de 1'insaponifiable des huiles végétales. L’analyse
des stérols fournit des informations riches sur la qualité et I'identité des lipides, et pour la

détection des mélanges non reconnus par leur profil d'acides gras (Trabelsi et al, 2012).

Les quantités des stérols totaux ont été calculées a partir de la courbe d’étalonnage
du cholestérol commercial (Figure 111.06). Les résultats sont mentionnés et exprimés en
milligramme équivalent de cholestérol par gramme de lipide (mg Eq Ch/g lipides) (Tableau
111.04).
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R2=0,9976
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Figure 111.06 : Courbe d’étalonnage du cholestérol.

D’aprés ces résultats, nous constatons que la quantité des Stérols totaux varie de
143,37 mg/g pour le mois de janvier et 295,00 mg/g pour le mois d’avril. Si nous comparons
les valeurs des quantités obtenues avec celles de la littérature, nous remarquons que les lipides
des feuilles de Pistacia lentiscus sont trés riches par rapport aux lipides des graines de
Cucurbita pepo (2,13-11,60 mg/g) (Benalia et al, 2015), et les noyaux du palmier dattier
(4,70-8,44 mg/g) (Laghouiter, 2018), I’huile d’olive (~1,50 mg/g) (Salvador et al, 2001) et
I'huile de palme (1,05 mg/g). Toutefois, ces résultats montrent que les lipides étudiés sont une
source importante en stérols composés mineurs dans les constituants des lipides. Ces
composés mineurs sont trés importants pour les propriétés fonctionnelles des huiles
(résistance a l'oxydation, go(t, ardbme et couleur), mais pourraient également avoir de
nombreux avantages pour la santé. Les stérols des huiles végétales abaissent les taux de
cholestérol total et de cholestérol LDL chez les humains (Tapiero et al, 2003). Ces résultats
peuvent conduire a l'utilisation des lipides étudiés en tant que nouvel agent thérapeutique
pour le traitement de I'hypercholestérolemie.

Les résultats montrent 1’existence d’une variation de la quantité des stérols totaux
des lipides des feuilles de Pistacia lentiscus en fonction de la saison de la cueillette. Pour
montrer cette variation, nous avons tracé des courbes des variations des quantités minimales,

maximales et moyennes en stérols totaux en fonction du mois de la cueillette (Figure 111.07).
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Ces tracés ont les mémes allures pour les valeurs minimales, maximales et
moyennes des quantités en stérols totaux et montrent que la quantité en stérols totaux diminue

du printemps a I’hiver.

Une remarque importante a tirer est que la variation de la quantité en stérols totaux
et la variation des teneurs en acides gras saturés et monoinsaturés en fonction de la saison de
la cueillette varient dans le méme sens ; par contre, elle varie en sens opposé avec la teneur
en tocophérols totaux et les pourcentages en acides gras polyinsaturés. De bonnes corrélations
positives des valeurs moyennes des quantités en stérols totaux et en acides gras saturés
(C14:0, C16:0 et C18:0) et monoinsarurés (C18:1) ont été trouvées, les valeurs des

coefficients de corrélations sont égales a : 0,63 ; 0,85 ; 0,78 et 0,84 respectivement.
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Figure 111.07 : Variation saisonniére des quantités en stérols totaux en fonction des mois de

la cueillette.

I11.1.5. Evaluation de ’activité antioxydante

Pour estimer la capacité antioxydante, nous avons réalisé deux tests a savoir : le test
du DPPH et le test du S-caroténe. A notre connaissance, aucun travail n’a été fait pour évaluer
I’activité antioxydante des lipides des feuilles de Pistacia lentiscus et notamment pour un
nombre important d’échantillons.
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La capacité antioxydante des lipides étudies a été exprimée par un coefficient ICsp,
qui est défini comme la concentration en mg/mL de 1’extrait pour inhiber 50% du radical. Les
valeurs d’ICsp sont déterminées a partir des courbes du pouvoir d’inhibition PI % en fonction

de la concentration de 1’extrait (voir Figure 111.08, Figure 111.09 et annexe).

Echantillon 15 (Janvier) Echantillon 16 (Janvier)
R2 = 0,99 R2=0,99

0 T T

Pourcentage d'inhibition %
Pourcentage d'inhibition %

0 T T 1

0 2 4 6 0 2 4
concentration mg/ml concentration mg/ml
Echantillon 17 (Janvier) Echantillon 18 (Janvier)
R2=0,98 R2=0,98

70 - 80 -~

Pourcentage d'inhibition %

O T T 1 O . .

Pourcentage d'inhibition %

0 2 . 4 6 0 2 4
concentration mg/ml concentration mg/ml

Echantillon 19 (Janvier) R? = 0.99

Pourcentage d'inhibition %

O T T 1
0 2 4 6
concentration mg/ml

Figure 111.08 : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction
des concentrations des extraits lipidiques pour le test du DPPH.
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Echantillon 15 (Janvier) Echantillon 16 (Janvier)
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Figure 111.09 : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction

des concentrations des extraits lipidiques pour le test du B-caroténe.
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Rappelons que plus la valeur d’ICsp est petite plus I’activité antioxydante est grande.

Les valeurs d’1Cso pour les deux tests sont consignées dans le Tableau 111.06.

Tableau 111.06 : Valeurs d’ICso des différents extraits lipidiques pour deux tests d’activités
(DPPH & p-carotene).

1Cs0 (Mmg/mL)
Echantillons/mois DPPH p-caroténe
1 0,37 + 0,001 0,16 + 0,003
_ 2 438 + 0,23 2,63 + 0,08
E 3 316 + 0,07 337 + 0,22
4 3,88 + 0,00 2,97 + 0,10
5 372 + 0,05 123 + 0,04
6 491 + 0,26 1,11 + 0,06
3 6,11 = 0,08 2,83 = 0,01
< 6,85 + 0,12 2,85 + 0,02
9 231 + 0,01 2,08 + 0,01
10 261 + 0,05 225 + 0,11
) 11 333 + 0,13 2,67 + 0,06
5 12 728 + 036 322 + 051
S 13 437 + 0,17 2,02 + 0,07
14 244 + 0,07 1,63 + 0,03
15 362 + 0,18 153 + 0,04
16 330 + 011 1,43 + 0,04
%’ 17 3,87 + 0,23 2,59 + 0,07
S 18 349 + 0,21 247 + 0,04
19 444 + 0,02 221 + 0,02
Vitamine C 0,0057 + 0.0011
Vitamine E 0,0105 + 0.0064 0,0021 + 0,0001
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Pour les deux tests, nous remarquons que 1’activité antioxydante varie en fonction de
la saison de cueillette. Dans le test DPPH, les valeurs d’ICso varient de 0,37 mg/mL pour le
mois d’avril a 7,28 mg/mL en octobre, en ce qui concerne le test du g-carotene, la plus faible
et la plus grande valeur d’ICso sont enregistrées au mois d’avril avec des valeurs qui

s’échelonnent entre 0,16 mg/mL et 3,37 mg/mL.

Afin de connaitre la capacité antioxydante de nos extraits par rapport aux
antioxydants de synthese utilisés en industrie, nous avons comparé les valeurs d’ICsg de nos
extraits par rapport a la vitamine E et la vitamine C (Figure II1.10). L’extrait lipidique le plus
actif est 65 fois moins efficace pour neutraliser le radical DPPH que la vitamine C, d’autre
part la vitamine E est 35 et 76 fois plus puissante que I’extrait le plus actif pour les tests

DPPH et -caroténe respectivement.
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(a) Vitamine E dans le test du DPPH

Figure 111.10 : Activité antioxydante des standards pour deux tests d’activités
(DPPH & f-caroténe).
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(b) Vitamine C dans le test du DPPH
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Figure 111.10 (suite) : Activité antioxydante des standards pour deux tests d’activités
(DPPH & f-carotene).

Un coefficient de corrélation de I’ordre 0,56 a été trouvé entre toutes les valeurs
d’ICso pour les deux tests, ce qui nous permet de dire que 56% des valeurs d’ICso des 19
échantillons varient dans le méme sens.
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Pour confirmer ce résultat, nous avons tracé les courbes des variations des valeurs
minimales, maximales et moyennes des ICso pour les deux tests en fonction des mois de la
cueillette (Figure II1.11). D’aprés les courbes, nous remarquons que les valeurs moyennes
d’ICsp varient dans le méme sens pour les deux tests et cela est confirmé par un coefficient de
corrélation égale a 0,81. Par contre, toutes les valeurs d’ICsg varient dans le méme sens

seulement entre les deux mois d’aodt et octobre.
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Figure 111.11 : Courbes des variations des ICsp pour deux tests d’activités
(DPPH & p-caroténe).
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Comme les tocophérols sont connus par leur activité antioxydante, nous avons
essaye de chercher des corrélations entre les quantités des tocophérols totaux et les
pourcentages des tocophérols individuels et I’activité antioxydante déterminées par les deux
tests. Des corrélations négatives ont été trouvées entre les tocophérols totaux et les valeurs
d’ICso, les coefficients de corrélations trouvés sont : -0,70 et -0,63 pour le p-carotene et le
DPPH respectivement. Pour les tocophérols individuels, les corrélations existantes sont celles
avec les valeurs d’ICso et I’a-tocopheérol seulement, les coefficients de corrélations calculées
sont : -0,60 et -0,65 pour le B-caroténe et le DPPH respectivement. Les corrélations sont
améliorées pour le test DPPH en utilisant les valeurs moyennes des quantités en tocophérols
totaux, des pourcentages en a-tocophérol et les valeurs d’ICso, les coefficients de corrélations
ainsi trouvees sont: -0,93 et -0,76 pour les tocophérols totaux et 1’a-tocophérol
respectivement. Ces résultats montrent que l’isomere a- tocophérol est responsable de
’activité antioxydante des lipides des feuilles de Pistacia lentiscus. Cette confirmation est
appuyee par les résultats précédents consignés dans les tableaux 111.04, 111.05 et 111.06 relatifs
aux quantités des tocophérols totaux, les pourcentages des tocophérols individuels et les
valeurs d’ICsg ou nous avons signalé une anomalie qui nous apparue sur la valeur de la
quantité en tocophérols totaux de I’échantillon 1 du mois d’avril (32,97 mg/g) qui était dix

fois plus grande que toutes les autres valeurs (18 échantillons).

Cette anomalie est levée aprés la détermination du pourcentage en a- tocophérol de
I’échantillon concerné (97,57% valeur trouvée apres dilution) et le calcul des valeurs d’ICsg
(0,37 mg/mL et 0,16 mg/mL pour les tests DPPH et le -caroténe) qui montrent que I’activité
antioxydante déterminée pour cet échantillon est dix fois plus puissante que les autres.

A notre connaissance, aucune étude antérieure n’a été entreprise sur 1’évaluation de
I’activité antioxydante des lipides des feuilles de Pistacia lentiscus. Pour cela, nous avons
essayé de faire une comparaison de nos résultats avec d’autres lipides végétaux. Les données
disponibles relatives aux tests DPPH sont celles des travaux de Benalia sur les lipides des
graines de Cucurbita pepo (Benalia et al, 2015), Guenane sur les lipides des fruits de Pistacia
atlantica (Guenane, 2017) et Laghouiter sur les lipides des noyaux de palmier dattier
(Laghouiter, 2018). Si nous comparons nos résultats avec ces travaux, nous constatons que
les lipides des feuilles de Pistacia lentiscus sont plus actifs et puissants que les lipides des
graines de Cucurbita pepo (17,9-38,7 mg/mL), les lipides des fruits de Pistacia atlantica
(18,36-36,28 mg/mL) et les lipides des noyaux de palmier dattier (46,81-77,58 mg/mL).
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En ce qui concerne le test du S-carotene, aucun travail n’a été publié sur les lipides.
Nous avons choisi de faire une comparaison avec des extraits d’huiles essentielles. Beaucoup
de travaux ont été¢ publiés sur I’activité antioxydante des huiles essentielles par ce test. Les
travaux les plus récents réalises dans notre laboratoire sont ceux de Benabed et Boukhalkhal
sur les huiles essentielles de quelques espéces de la famille des Lamiacea et sur /’Artemisia
campestris respectivement. Aprés la comparaison de nos valeurs d’ICso avec celles des
travaux cites, nous pouvons dire que les lipides des feuilles de Pistacia lentiscus sont moins
actifs que I’espéce Thymus vulgaris (0,788- 1,511 mg/mL) et plus puissants que ’espéce
Saccocalyx satureoides (2,194- 3,094 mg/mL), par contre les huiles essentielles d’Artemisia
campestris sont plus actives (0,09-0,79 mg/mL) comparativement aux lipides des feuilles de
Pistacia lentiscus.

111.1.6. Analyse statistique des données expérimentales
111.1.6.1. Classification ascendante hiérarchique (CAH)

Pour une meilleure compréhension des similitudes et/ou des différences entre les
échantillons étudiés en termes de composition en acides gras AG, une analyse a été réalisee a
I'aide de la méthode de classification ascendante hiérarchique (CAH). Le résultat de la CAH
schématisé dans le dendrogramme de la figure II1.12 a montré 1’existence de quatre
agglomérats « clusters » clairement distingués (agglomérat 1: 11,15 et 19), (agglomérat 2:
1,3,4 et 5), (agglomérat 3: 7,13,16,17 et 18) et (agglomérat 4: 2,6,8,9,10,12 et 14). Ce qui
indique une dissimilarité existante entre les échantillons étudiés (confirme I'existence d'une
certaine variabilité de la composition chimique). La décomposition de la variance pour la
classification optimale était de 35,03% au sein des classes et de 64,97% inter- classes. Les
différents agglomérats obtenus ont montré qu'il n'y avait pas de distinction claire entre les
différentes saisons pour la classification obtenue, ce qui confirment I'hypothese de variabilite
et la biodiversité des compositions pour les AG dans cette partie de la plante.

L’agglomérat 1 était caractérisé par la valeur moyenne la plus élevée de C18:3 (40,37
+ 7,71%), puis cette valeur moyenne a diminué dans l'ordre suivant: agglomérat-2>
agglomérat-4> agglomérat-3, avec des valeurs moyennes respectives de 24,96 + 3,15 %,
17,46 + 1,70% et 8,48 + 2,80%.
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Une tendance similaire a été observée pour C18:3, mais dans ce cas, les différences
des valeurs moyennes en pourcentage entre les classes été assez étroites: 14,26 + 2,99%,
11,73 £ 0,77%, 9,66 + 2,38% et 8,41 £+ 1,95%, pour les agglomérats 1, 2, 4 et 3,

respectivement.

Alternativement, les deux paires d’agglomérat 1 & 2 et 3 & 4 présentent des valeurs
moyennes similaires de C18:1. Pour I’agglomérat 1 et 2, les valeurs étés respectivement de
6,14 + 3,31% et 6,86 + 4,03%. La valeur moyenne en pourcentage de C18:1 est un peu plus
élevée pour les agglomérats 3 et 4: 10,03 + 1,48% et 10,03 + 2,77%, respectivement. Pour
C16:0 et C14:0, les trois clusters 1,2 et 4 présentent des pourcentages similaires (C16:0 =
8,22-9,48%, C14:0 = 6,68-7,21%) qui étés un peu plus bas que ceux enregistrés pour
I’agglomérat 3 (C16 :0 = 13,33 = 1,93%, C14 :0 = 10,51 £ 4,15%). Enfin, ’agglomérat 3 se
distingue par son pourcentage plus élevé de C10:0 (9,32 £ 4,05%) par rapport au reste des
agglomerats (3,39 + 1,50%, 4,88 + 4,30% et 6,86 = 3,47% pour les agglomérats 1,2 & 4,

respectivement).
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Figure 111.12 : Dendogram de 1’analyse de classification ascendante hiérarchique (CAH)
obtenue en utilisant la méthode « ou technique » de Ward, avec une mesure de la distance de
type euclidienne
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111.1.6.2. Analyse en composantes principales (ACP)

Afin de déterminer en plus de détails les similitudes ou les différences existantes entre
les deux agglomérats et les échantillons, la méthode d'analyse des composantes principales
ACP a été réalisée pour essayer d'identifier les constituants chimiques les plus influents qui
peuvent distinguer ou regrouper les échantillons étudiés. En plus, les relations qui peuvent
relier les différentes activités a ceux des différents acides gras ont été aussi prises en

considération.

L’occurrence des deux agglomérats principaux déja établie précédemment avec la
CAH a eté également confirmee par les résultats de I'ACP (Figure 111.13). Les principaux
facteurs (composantes principales) pour les axes principaux F1 et F2 (représentant 48,81% de
I'information totale) sont indiqués dans la figure I11.14. L'axe F1 qui représente 28,62% de
I'information totale est fortement et positivement corrélé avec C16:0 (86,6%), C18:1 (77,6%).
Ce méme axe est corrélé négativement avec C20:1 (-68,0%), C18:3 (-66,5%) et C18:2 (-
50,9%). L'axe F2 qui représente 20,19% de l'information totale est fortement corrélé
positivement avec C12:0 (80,5%) et C10:0 (62,6%). Ce méme axe est moyennement et
négativement corrélé avec C18:2 (-58,6%). A 1’opposé de I’axe F1, I’axe F2 permet de bien

séparer ’activité antioxydante du test DPPH de celui du test de B-carotene.
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Figure 111.13 : Représentation bidimensionnelle des premiers facteurs (composantes
principales) de I’analyse en composantes principales ACP. Relations entre individus et leurs
compositions en acides gras et leurs activités antioxydantes.
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Figure 111.14 : Cercle de corrélation pour les deux premiers facteurs déterminés par analyse
en composantes principales ACP. Relations entre individus et leurs compositions en acides
gras et leurs activités antioxydantes.

Le pouvoir antiradicalaire (1/ICsp) est fortement corrélé a une teneur plus élevée en
C16:0, C14:0, C18:2 et C18:3. Par contre, un pouvoir inhibiteur plus important mesuré par le
test S-caroténe est fortement corrélé a une composition plus importante en C10:0 et C12:0.
Pour le cas particulier de I’acide gras monosaturé C18:1, il semble qu’une teneur plus élevée
en ce composé corrélé avec une forte activité pour les deux tests DPPH et 3-carotene.

Dans le cas ou I’on s’intéresse a la relation entre les différents isoforms des
tocophérols avec ceux des activités antioxydantes, une autre analyse a été menee
(Figure 111.15). Les principaux facteurs (composantes principales) pour les deux premiers axes
F1 et F2 (représentant 81,65% de l'information totale) sont indiqués dans la figure 111.16.
L'axe F1 qui représente 57,48% de l'information totale est fortement et positivement corrélé
avec f-caroténe (83,0%) et o6-Toc (80,3%). Ce méme axe est corrélé fortement et
négativement avec a-Toc (-91,7%) et DPPH (1/ICs). L'axe F2 qui représente 24,18% de
I'information totale est fortement corrélé positivement avec B-Toc (82,3%), Ce méme axe est
moyennement et négativement corrélé avec Toc (-57,1%). L’activité au terme du test -
caroténe est corrélée avec une tencur plus élevée en B-Toc et 6-Toc. A 1’opposé, le pouvoir

inhibiteur des radicaux libres DPPH est favorise par une teneur plus importante en a-Toc.
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Figure 111.15 : Représentation bidimensionnelle des deux premiers facteurs (composantes
principales) de I’analyse en composantes principales ACP. Relations entre individus et leurs
compositions en tocophérols et leurs activités antioxydantes.
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Figure 111.16 : Cercle de corrélation pour les deux premiers facteurs déterminés par analyse
en composantes principales ACP. Relations entre individus et leurs compositions en
tocophérols et leurs activités antioxydantes.
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111.1.6.3. Etude de corrélations

Afin de déterminer les éventuelles corrélations existantes entre les variables suivantes:
activités antioxydantes (deux tests), tocopheérols totaux, stérols totaux, compositions de
C18:1,2,3 et isoformes de tocophérol (a, B, 6-Toc), une corrélation matricielle basée sur la
détermination du coefficient de Pearson (P <0,05) a été déterminée a l'aide du logiciel
XLSTAT. Les résultats ont été rassemblés dans le tableau 111.07. Aucune corrélation
significative n'a été obtenue entre les tests DPPH et f-carotene. Une corrélation négative et
assez moyenne (significative) a été trouvée entre l'a-tocophérol et les tests DPPH (-51,7%) et
B-caroténe (-51,6%). Le B-tocophérol présente une corrélation moyenne mais positive avec le
B-caroténe (52,3%). Méme cas observé pour le 8-tocophérol avec dosage DPPH (54,7%). De
plus, les deux isoformes a-tocophérol et 6-tocophérol été négativement et fortement corrélées
(-94,2%). De plus, la teneur en tocophérols totaux a été corrélée a un degré moyen mais
négatif avec le B-carotene (-60,1%) et le DPPH (-54,7%). Pour les stérols totaux, la teneur
présentent une bonne corrélation négative avec C18:3 (-73,8%) et une corrélation négative
moyenne avec C18:2 (-59,5%). Inversement, la teneur en stérols totaux a également montré
une corrélation moyenne mais positive avec C18: 1 (57,3%). Enfin, C18:3 et C18:2 été

mutuellement corrélés avec un bon coefficient (68,7%).
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Tableau 111.07 : Matrice de corrélations (coefficient de Pearson a P <0,05) entre I’activité antioxydante (tests DPPH et S-caroténe), C18:, isoméres de
tocopherols, TTC and TSC.

DPPH  p-caronténe  a-TocC B-Toc

(1Cs0) (AAs0) (%) (%0)
DPPH (1Cso) 1 0,372 -0,517 -0,038
p-carontene (AAso) 1 -0,516 0,523
a-Toc (%) 1 -0,263
B-Toc (%) 1

6-Toc (%)

TTC (mg /g lipides)
TSC (mg/g lipides)
C18:1w9 (%)
C18:2w6 (%)

C18:3w3 (%)
TTC: Teneur en tocopherols totaux ; TSC: Teneur en stérols totaux ; Toc: tocopherol.

Valeurs en gras sont différentes de 0 avec un niveau de signification de a=0.05.

o-Toc
(%)

0,547
0,352
-0,942
-0,075

1

TTC
(mg /g

lipides)
-0,201
-0,368
0,518
-0,257
-0,446

1

TSC
(mg/g

lipides)
0,094
0,282
-0,242
0,357
0,127

0,067

1

C18:1w9
(%)

0,041
0,081
-0,274
-0,020
0,290
0,155
0,573

1

C18:2wb6
(%)

-0,145
0,038
0,211
0,129
-0,263
-0,179
-0,595
-0,296

1

C18:3w3
(%)

-0,063
-0,107
0,057
-0,120
-0,017
-0,322
-0,738
-0,457
0,687
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111.2. QUANTIFICATION DES COMPOSES PHENOLIQUES

Les valeurs des

&

rendements en extraits bruts de 19 échantillons des feuilles de

Pistacia lentiscus récoltées dans des mois différents sont regroupées dans le tableau 111.08.

D’aprés ces valeurs, on remarque que les rendements varient en fonction de la saison de

cueillette, elles s’échelonnent entre 2,70% pour le mois d’octobre et 5,80% pour le mois

d’aout.

Tableau 111.08 : Teneur en extraits bruts et en composés phénoliques.

Echantillons/mois
1

2

Avril

3

Aolt
\‘

10
11
12

Octobre

13
14
15
16

17

Janvier

18
19

Rendement

(%)
371

4,59
3,68
4,72
3,76
4,05
3,16
3,51
5,80
2,70
3,11
3,34
4,36
3,43
2,85
3,09
4,00
3,59
3,80

Polyphénols totaux

9/100g

1,91
1,81
1,76
1,89
2,03
1,83
1,65
2,00
2,57
1,43
1,51
1,85
2,08
1,74
1,57
1,71
2,11
1,89

1,87

+

+

+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0,16
0,17
0,12
0,13
0,16
0,14
0,25
0,38
0,28
0,11
0,18
0,20
0,078
0,146
0,101
0,102
0,018
0,111

0,047

Flavonoides

0,23
0,14
0,21
0,25
0,27
0,20
0,27
0,33
0,36
0,18
0,18
0,22
0,19
0,34
0,15
0,23
0,28
0,30
0,21

9/100g

+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0,005
0,006
0,002
0,004
0,006
0,012
0,008
0,007
0,004
0,003
0,005
0,003
0,008
0,002
0,002
0,004
0,006
0,004
0,002

Tanins
g/100g

1,09
0,59
0,95
1,02
0,61
0,81
0,83
0,91
1,04
0,52
0,84
1,09
1,22
1,20
0,91
0,76
0,85
1,10

0,86

+

+

+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

0,002
0,006
0,007
0,004
0,013
0,006
0,007
0,004
0,013
0,180
0,180
0,220
0,190
0,340
0,003
0,032
0,006
0,069
0,008
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La variation des valeurs maximums, minimums et moyennes des rendements en
polyphénols de I’extraction des feuilles de Pistacia lentiscus en fonction de la saison de
cueillette sont représentées dans la Figure 111.17. On remarque que le rendement moyen en
extraits bruts atteint une valeur maximale 4,48% au mois d’ao0t; par contre, la valeur
minimale en extraits bruts est égale 3,43% et est enregistrée dans le mois de janvier. Ce
résultat est tout a fait le contraire que celui trouvé pour le rendement en lipides ou le
rendement maximal a été enregistré dans le mois de janvier. Donc, I’accumulation des

composés phénoliques dans les feuilles de Pistacia lentiscus est faite en plein été.

Max Moy Min
6 - 5,80

5 1 4,72
4,48 4,36

4,00
44 420

3,68 353 543

Rendement en polyphénol %

3,16

2,5 7 2.70 2,85

2 T T T 1
Avril(2015) Ao(t(2015) Octobre(2015) Janvier(2016)

Saison de cueillette

Figure 111.17 : Variation saisonniére du rendement en polyphénols.

111.2.1. Quantification des composés phénoliques totaux

Les différents extraits de la fraction acétate d’éthyle obtenus par extraction liquide-
liquide ont été analysés quantitativement par spectrophotométrie visible pour déterminer la
quantité en phénols totaux. Les valeurs sont calculées a 1’aide de la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique (Figure II1.18) et elles sont exprimées en équivalent de ce composé par 100

grammes de matiére végétale. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 111.08.
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Figure 111.18 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

Les valeurs maximales, minimales et moyennes des quantités en phénols totaux sont
représentées dans la figure 111.19. Une premiére remarque a tirer a partir des valeurs des
rendements en extraits bruts et des quantités en phénols totaux est que pour tous les
échantillons, la masse des extraits bruts est supérieure a celle de la quantité en phénols totaux,
ce qui montre que les extraits bruts d’acétate d’éthyle contiennent d’autres composés que les
phénols. A titre d’exemple, la valeur moyenne maximale en phénols totaux (2,11 g/100 g) est
2 fois inférieure que celle de I’extrait brut (4,48 g/100 g). La deuxiéme remarque montre que
la quantité en phénols totaux varie en fonction de la saison des cueillettes, elle atteint sa
valeur maximale au mois d’aout (2,579/100 g) et sa valeur minimale (1,43 g/100 g) dans le
mois octobre. Toutefois, le rendement en extraits bruts et en phénols totaux varie dans le
méme sens et I’accumulation des composés phénoliques totaux atteint sa valeur maximale en

été inversement aux lipides.
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Figure 111.19 : Variation saisonniere des quantités en phénols totaux.

Une bonne corrélation positive a été enregistrée entre les rendements en extraits
bruts et les quantités en phénols totaux, le coefficient de corrélation est égal a 0,83. Cette
valeur montre que 83 % des extraits bruts des 19 échantillons renferment que des composés

phénoliques.

Les travaux de recherche relatifs a la quantification des composés phénoliques dans
les extraits des feuilles de Pistacia lentiscus sont nombreux. Afin de comparer la capacité de
nos extraits en contenu phénolique, nous avons choisi trois travaux tels que ceux de Gardeli
et al , Bampouli et al et Dahmoune et al ou ils ont trouvé des quantités tres supérieures aux
notres dans des extraits méthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus provenant de la Grece
et de 1I’Algérie. Les quantités en phénols totaux sont égales a 588 et 314,88 mg/g pour les
échantillons de la Grece et 185,69 mg/g pour les échantillons de 1I’Algérie. Ces différences
peuvent étres dues a plusieurs facteurs comme le solvant d’extraction, le genre de ’arbre, la

région et la période de la cueillette.
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111.2.2. Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides ont été déterminées a I’aide de la courbe d’étalonnage de
la quercétine prise comme flavonoides de référence (Figure 111.20). Les quantités en
flavonoides sont exprimées en équivalent de la quercétine par 100 grammes de matiére

veégétale délipide. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 111.08.

R? =0,9987

Absorbance a 409 nm

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
Concentration mg/ml

Figure 111.20 : Courbe d’étalonnage de la quercétine

Les valeurs maximales, minimales et moyennes des quantités en flavonoides sont
représentées dans la figure 111.21. 1l est clair que les teneurs en flavonoides dans tous les
échantillons sont inférieures a celles des phénols totaux et que ces teneurs varient en fonction
de la saison. La valeur maximale des quantités en flavonoides est trouvé en mois d’ao(t (0,36
9/100 g); par contre, le mois d’avril a enregistré la valeur minimale dont la valeur est égale a
0,14 g/100g. Une corrélation positive moyenne avec un coefficient de 1’ordre 0,59 a été
trouvée entre les quantités en phénols totaux et les quantités en flavonoides pour les 19
échantillons. Cette valeur montre que 59% de composés phénoliques sont des flavonoides. La
comparaison des quantités en flavonoides de nos extraits avec la littérature montre que
I’extrait méthanolique des feuilles de Pistacia lentiscus provenant de la Grece (Bampoli et al)

est plus riche en flavonoides (106,5 mg/g) que nos échantillons.
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Figure 111.21 : Variation saisonniére des quantités en flavonoides totaux.

111.2.3. Dosage des Tanins condensés

Les teneurs en tanins ont ét¢ déterminées a 1’aide de la courbe d’étalonnage de la
catéchine prise comme tanin de référence (Figure 111.22). Les quantités en tanins sont

exprimées en équivalent de la catéchine par 100 grammes de matiére végétale.

0,7 -
0,6 -
0,5 A
R2 =0,9982
0,4 -

Absorbance a 500 nm

0,3 -

0,2

0,1 -

O T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
concentration mg/ml

Figure 111.22 : Courbe d’étalonnage de la catéchine.
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Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau 111.08 et montrent que les
quantités en tanins varient Iégerement en fonction de la saison de la cueillette ou la valeur
maximale a été enregistrée au mois d’octobre (1,22 g/100g), la quantité minimale en tanins a

été trouvée dans le méme mois avec une valeur de 0,52 g/100 g (Figure 111.23).
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Figure 111.23 : Variation saisonniére des quantités en tanins totaux.

111.2.4. Evaluation de I’activité antioxydante

Nous avons réalisé trois tests pour estimer la capacité antioxydante des extraits
phénoliques a savoir le test du DPPH, FRAP et ABTS. L’activité antioxydante est exprimée
par 1Cso qui est définie comme la concentration des extraits inhibant la moitié des radicaux
libres. Les valeurs d’ICso sont exprimeées en pg/mL et elles sont calculées a partir des courbes

du pourcentage du pouvoir d’inhibition PI % en fonction de la concentration des extraits
(Figures 24, 25, 26 et Annexe).
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Figure 111.24 : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction

des concentrations des extraits phenoliques dans le test du DPPH.
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Figure 111.25 : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction

des concentrations des extraits phénoliques dans le test du FRAP.
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Figure 111.26 : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction

des concentrations des extraits phénoliques dans le test de I’ABTS.
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Les valeurs d’ICso pour les trois tests sont regroupées dans le tableau 111.09.

Tableau I11.09 : Les valeurs de I’IC 5o des polyphénols dans les trois tests

Echantillons/mois DPPH FRAP S
I1Cs0 (ug/mL) 1Cs0 (ug/mL) I1Cs0 (ug/mL)
1 492 + 0,08 527 = 0,03 0,85 = 0,01
2 6,07 + 0,00 6,90 + 0,08 1,11 £ 0,21
— 3 470 +0,14 550 = 0,04 0,90 = 0,01
;S: 4 506 =+ 0,24 591 + 0,09 0,98 £ 0,02
5 3,57 £0,11 427 * 0,05 0,66 + 0,01
6 441 =+ 0,10 557 = 0,06 0,81 + 0,02
7 4,40 * 0,04 513 + 0,09 0,86 £ 0,02
- 8 4,28 + 0,06 484 + 0,07 0,76 = 0,01
? 9 537 £ 0,01 588 £ 0,06 0,91 £ 0,01
10 3,84 £ 0,02 446 * 0,05 0,75 £ 0,01
11 481 + 0,08 458 + 0,03 0,95 0,01
12 3,59 £ 0,08 445 * 0,02 0,76 £ 0,01
% 13 3,77 £ 0,05 490 + 0,06 0,80 =+ 0,02
g 14 3,83 £ 0,04 464 = 0,07 0,80 £ 0,01
15 3,50 £ 0,05 3,30 £ 0,04 0,56 £ 0,01
16 3,83 £ 0,06 4,07 = 0,02 0,62 + 0,01
17 3,89 £ 0,02 429 £ 0,03 0,64 £ 0,01
-E’ 18 3,96 £ 0,04 435 + 0,02 0,71 + 0,02
'c_’% 19 4,30 + 0,03 450 * 0,03 0,70 £ 0,02
Vitamine C 4,95 = 0,06 339 £ 0,24 )

Nous remarquons que D’activité antioxydante varie en fonction de la saison de
cueillette. Dans le test DPPH, les valeurs d’ICso varient de 3,50 pug/mL pour le mois janvier a
6,07 pg/mL en avril, en ce qui concerne le test FRAP et le test d’ABTS les plus faibles
valeurs sont respectivement 3,30 pg/mL et 0,56 pug/mL et elles sont enregistrées au mois de
janvier; par contre, les plus grandes valeurs d’ICso sont enregistrées au mois d’avril dont les

valeurs sont égales a 3,30 pg/mL et 0,56 pg/mL.
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Afin de connaitre la capacité antioxydante de nos extraits par rapport aux
antioxydants de synthése utilisés en industries, nous avons comparé les valeurs d’ICso de nos
extraits par rapport a la vitamine C (Figure 111.27). Les valeurs montrent que 1’activité
antioxydante de nos extraits phénoliques évaluée par les deux tests DPPH et FRAP sont

comparables a celle de la vitamine C connue un puissant antioxydant en industrie.
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Figure 111.27 : Activité antioxydante de la Vitamine C.
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Des coefficients de corrélation de 0,87 a 0,90 ont été trouvés entre les valeurs d’ICso
pour les trois tests, ce qui nous permet de dire que 87% a 90% des valeurs d’ICso des 19

échantillons varient dans le méme sens.

Pour confirmer ce résultat, nous avons tracé les courbes des variations des valeurs
minimales, maximales et moyennes des 1Cso pour les trois tests en fonction des mois de la
cueillette (Figure 111.28). D’aprés les courbes, nous remarquons que les valeurs moyennes
d’ICso diminuent dans le méme sens pour les deux tests DPPH et FRAP et cela est confirmé
par un coefficient de corrélation égale a 0,97; par contre, dans le test ABTS I’activité

antioxydante augmente légerement entre les deux mois d’aodt et octobre.

Max Moy Min
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Figure 111.28 : Courbes des variations des 1Cso pour trois tests d’activités

(DPPH, FRAP & ABTS).
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Figure 111.28 (suite) : Courbes des variations des ICso pour trois tests d’activités

(DPPH, FRAP & ABTS).
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A la lumiére de ces résultats, on remarque que I’extrait phénolique des feuilles de
Pistacia lentiscus posséde une activité antioxydante tres importante par rapport aux autres
extraits lipidiques. Un point qui attire I’attention est que I’'ICso de 1’extrait lipidique est 833
fois plus faible que celui de I’extrait phénolique. Cet effet justifie que les composés
phénoliques sont les espéces moléculaires possédant la plus grande activité antioxydante

importante vis-a-vis du radical stable DPPH.

Nous avons essayé de faire une comparaison de nos résultats avec d’autres
références. Les données disponibles relatives aux tests DPPH et ABTS sont celles des travaux
de Salhi (Salhi et al, 2019) et Dahmoune (Dahmoune et al, 2014) respectivement. Si nous
comparons nos résultats avec ces travaux, nous constatons que nos extraits phénoliques des
feuilles de Pistacia lentiscus sont plus actifs et puissants que I’extrait phénolique des travaux
de Dahmoune (126.19 + 1.88 pg/mL), cette extraction est assistée par micro-ondes et aussi
celle de Salhi (17.72 + 1.23 pg/mL).
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Conclusion générale

Le travail présent¢ nous a permis d’approfondir la connaissance de quelques
constituants chimiques des feuilles du Pistachier lentisque de la famille des anacardiacées par
I’étude des principaux composés de la fraction lipidique ( acides gras et tocophérols) des
feuilles et le contenu en phénols totaux, comme il nous a permis aussi d’évaluer ’activité
antioxydante des extraits lipidiques et phénolique et d’étudier I’influence de la saison de
cueillette sur la composition des lipides( acides gras, tocophérols et stérols), ainsi sur le

contenu en phénols totaux et I’activité antioxydante des différents extraits.

Les lipides des feuilles de P. lentiscus sont riches en AGINS différents et trés
importants: C18:2 & 3, mais présentent une grande variabilité dans leur composition :
linoléique (6,5 a 16,99%), linolénique (5,04 a 48,92%) et acide oléique (3,42- 14,90%); ces
AG sont connus pour leurs multiples avantages diététiques, pharmaceutiques et cliniques.
L'acide gras d'origine naturelle et I'acide linoléique conjugué (C18:2) présentent différentes
propriétés telles que anti-athérogéne et anti-cancérigene (Houseknecht et al, 1998). Dans le
méme contexte, outre son role dans la réduction du risque de maladies cardiovasculaires,
I’acide a-linolénique (C18:3) réduit le risque de maladie cardio-vasculaire; en plus, il présente
également des effets diététiques tels que des anti-inflammatoires et des anti-athérogénes
(Zhao et al, 2004).

Le résultat principal de cette étude illustre le potentiel nutritionnel richesse en MAGINS
tels que C18:1w9, présence d'acides gras essentiels tels que C18:2w6 a tous les stades de la
maturation, la richesse en acides gras oméga-3 tels que C18:3w3. De I'huile de feuilles de P.
lentiscus, qui peut offrir des possibilités d'exploitation rationnelle a des fins médicinales et
dans les industries alimentaires. En ce qui concerne les stérols et tocophérols, bien que la
guantification totale ait été réalisée, des analyses plus profondes sont encouragées afin

d'identifier les composants chimiques exacts et leurs quantités dans ces fractions.

L'évolution et la variabilité de la composition en métabolites lipidiques des feuilles de
P. lentiscus ont été étudiées pendant plusieurs mois, ce qui correspond aux mi-saisons de
printemps, d'été, d'automne et d'hiver. En régle générale, les résultats de cette enquéte ont
confirmé que la saison avait un effet significatif sur les métabolites présents (en particulier
pour certains composants d’acides gras et I’isomére &-tocopherol). Les AGPI ont atteint leur

teneur maximale en automne et en hiver.
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Conclusion géenérale

Le pourcentage de C18:3 a atteint sa valeur la plus élevée en hiver. Pour l'acide
palmitique, son pourcentage été le plus bas en hiver mais atteint sa valeur la plus élevée au

printemps.

La grande variabilité des compositions de métabolites et de leur contenu a été
enregistrée pour chaque période de collecte de plantes tout au long de I’année (quatre
saisons). Cette grande variabilité a dépassé la variation saisonniére, ce qui signifie que la
variation saisonniére était un paramétre moins déterminant par rapport a la variabilité de la
majorité des variations de parametres étudiées. Enfin, quatre groupes différents ont identifié la
composition en acide gras des populations étudiées. Ces groupes étaient indépendants de la

saison de la collection.

L’étude de fraction insaponifiable a révélé la présence des stérols et des tocophérols. La
teneur en stérols varie de 143,37 a 295 mg/g lipides, tandis que la teneur en tocophérols
totaux est varié de 1,75 a 32,97 mg/g lipides. D’apres ces résultats, on conclut que les lipides
étudiés sont riches en stérols comparativement a d'autres huiles végétales. L’analyse des
tocophérols dans les huiles étudiés par CLHP fait apparaitre une forte prédominance
d’isomeére a-tocophérol (30,97-97,57%) suivie de 3-tocophérol (2,43-65,17%).

Le dosage des composés phénoliques obtenu par le systéme d’extraction
(Méthanol/Eau) montre que les extraits dévoilent des teneurs en phénols totaux s’étalant de
1430 a 2570 mg équivalents en acide gallique par 100 g de tourteaux. Cependant, la
détermination quantitative des tanins condenses révele que tous les extraits sont une source
prometteuse en tanins condensés avec des teneurs allant de 520 a 1220 mg equivalents en
catéchine par 100 grammes de tourteaux, tandis que la quantité des flavonoides totaux allant

de 140 a 360 mg équivalents en quercétine par 100 grammes de tourteaux.

Tous les extraits lipidiques ont montré une activité similaire de piégeage des radicaux
DPPH et dans le teste du S-caroténe sauf pour 1’extrait 1 du mois d’avril qui a une meilleure
activité antioxydante qui contient la plus grande teneur en a-tocopherol (32,97+0,57 mg/g

lipides).

Ce qui permet d’attribuer le bon pouvoir antioxydant de ce lipide a la présence de a-
tocophérol ou a la présence des autres métabolites secondaires (composés phénoliques...)
confirmé par une bonne corrélation entre I’ECsp et la teneur en (Stérols, tocophérols et les

différents isomeres).
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Conclusion géenérale

Les activités antioxydantes des lipides et extraits phénoliques ont été réalisées en
utilisant les tests : DPPH, p-carotene, FRAP et ABTS. Les résultats obtenus ont montré que
les lipides possedent un bon pouvoir réducteur, mais une activité anti-radicalaire faible ou
parfois négligeable, et ceci en les comparant avec les antioxydants de références utilisés, alors

que les composés phénoliques ont montré des activités plus fortes.

Ces résultats restent préliminaires, il serait intéressant d’approfondir 1’étude par
I’analyse qualitative et quantitative des stérols individuels et les composés phénoliques.
Cependant, I’¢tude in vivo des extraits lipidiques des feuilles de P. lentiscus vont permettre

d’évaluer I’effet biologique de ces extraits.

L’ensemble de ce travail contribue a une meilleure connaissance des ressources de la
flore locale en substances d’intérét biologique. Dans ce sens, I’esprit reste fondamental, on ne
peut cependant nier la portée économique des résultats que nous avons obtenus dans la
mesure ou les antioxydants et les acides gras essentiels en particulier C18 :3 naturels se
rencontrent rarement en telles quantités dans les plantes. La végétation dans toutes les régions
de notre pays fournit des milliers de tonnes des feuilles de P.lentiscus. A notre considération,
au lieu de voir cette biomasse partir en fumée; il serait bénéfique d’envisager une valorisation
industrielle des produits nobles tels que les acides gras polyinsaturés et 1’alpha-tocophérols

que renferme cet arbre.
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Figure A5 : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
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115



Annexe =

Echantillon 9 (AoQt)

R2=0,99

Pourcentage d'inhibition %

0 2 . 4
concentration g/l
Echantillon 11 (Octobre)
< R2=0,99
c
2
S
=
=
o
(5]
g
<
8
5
o 1
[a
4
concentration g/l
Echantillon 13 (Octobre)
X 60 - R2=0,99
c
2
=2
2
£
o
[<3]
g
c
S
§ 0 T T 1
0 2 4 6

concentration g/l

Pourcentage d'inhibition %

pourcentage d'inhibition %

Pourcentage d'inhibition %

Echantillon 10 (Octobre)
o R2=0,98

2 4
concentration g/l
Echantillon 12 (Octobre)
R?=0,99
0 2 4 6 8
concentration g/l
Echantillon 14 (Octobre)
R?=0,99
0 1 2 3 4

concentration g/l

Figure A5 (suite) : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
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Figure A6 : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
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Figure A6 (suite) : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations des extraits lipidiques dans le test du p-carotene
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Figure A7 : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations des extraits phénoliques dans le test du DPPH
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Figure A8 : Courbes représentant la variation des pourcentages d’inhibition en fonction des
concentrations des extraits phénoliques dans le test du FRAP
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Abstract.

BACKGROUND: One of the objectives of food industry isto seek new resources of oil that preferably presents nutritional
values. For human health, fats and particularly vegetable oils are considered as an important source of energy when glucose is
not available. In addition, the search for effective, natural compounds with antioxidant activity has been intensified in recent
years to replace the synthetic products.

OBJECTIVE: The aim of the present work was to determine the fatty acids profile (and variability) of the lipid fractions
extracted from five different populations of the leaves of Pistacia lentiscus L. growing in Algeria. In addition, the antioxidant
activities of the lipidic fractions were also determined.

METHODS: The chemical compositions of tocopherols were also analyzed by HPLC for the first time for this plant part.
The chemical percentage variability (presence of two main distinguished clusters) of the fatty acids was discussed using
statistical analysis methods (Agglomerative Hierarchical Clustering “AHC” and principal component analysis “PCA”). The
antioxidant activity of the dewaxed lipid fractions were investigated in vitro using two different assays: DPPH (1, I-diphenyl,
2-picrylhydrazyl) free radicals scavenging activity and [3-carotene bleaching test.

RESULTS: For the overall samples, the main saturated fatty acids components were capric acid (C10:0=2.49-13.88%),
myristic acid (C14:0=4.71-9.12%) and palmitic acid (C16:0=5.31-9.03%). Alternatively, the main unsaturated fatty acids
were oleic acid (C18:1w9 =3.42-4.85%), linoleic acid (C18:2w6=10.94-16.99%) and most importantly a-linolenic acid
(C18:3w3 =20.92-48.92%), which is known for its multiple dietary, pharmaceutical and clinical benefits.
CONCLUSION: The results of fatty acids methyl esters identification using GC and GC-MS showed a clear variability in
the composition of fatty acids. The main result of this study illustrate the nutritional potential (richness in MUFA such as
C18:1w9, presence of essential fatty acids such as C18:2w6 at all the stages of maturation, richness in omega-3 fatty acids
such as C18:3w3. of the oil of P. lentiscus leaves, which can provide opportunities for rational exploitation for medicinal
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purposes and in the food industries. Regarding tocopherols HPLC analysis, the samples were rich in a-tocopherol
(58.51-89.17% of the total tocopherols identified). Finally, and for antioxidant activity measured by 3-carotene assay, the
obtained values suggested good antioxidant activities when compared with antioxidants of reference.

Keywords: Pistacia lentiscus, leaves, fatty acids, C18:3w3, tocopherols, antioxidant activity

1. Introduction

The genus of Pistacia has garnered pharmaceutical attention in recent times. In this regard, the ethnomedic-
inal, phytochemistry, biological potencies, and risks of Pistacia genus have been reviewed [1]. Although the
phytochemical composition of the genus of Pistacia has been extensively studied, there are still many new recent
reports focusing in the health curative effect of their extracts [2—11]. Moreover, their nutritional value (especially
for Pistachios “Pistacia vera™) is still of interest [12, 13].

Pistacia lentiscus L. (lentisk) is an evergreen bush (shrub or tree) of the Anacardiaceae family that canreach 3 m
in high, belonging to the Anacardiaceae family that consists of more than eleven species. Itis largely distributed in
“extreme” ecosystems of the Mediterranean countries and has a large geographical and bioclimatical distribution,
extending from the humid to the arid areas [14]. In Algeria, the tree is widespread in forest alone or associated
with other tree species such as terebinth, olives and carob, in all coastal areas or in seaside stony areas [15].
P. lentiscus (also known in Algeria under the name of “Dharou”) is extensively used in folk medicine by rural
populations in Algeria. Algeria is home to at least 3164 species of vascular plant, of which 7.9% are endemic.
P. lentiscus is important because of its medicinal value [16].

P. lentiscus is used for various medicinal properties. The extract of the different parts of the plant shows various
activities like anti-inflammatory, antimicrobial, antiatherogenic and antimutagenic, antioxidant, antifungal, lipid
lowering, hepatoprotective, anticancer, antiasthmatic, anthelmintic, wound healing, hypotensive, antiarthritic,
antigout activity and also in the treatment of functional dyspepsia [17]. The essential oil obtained from the
gum/resin of P. lentiscus L. is commonly called mastic oil, whereas the oil obtained from the leaves is named
lentisk oil. In human medicine, aqueous extracts of leaves and young twigs are prepared as infusions or decoctions.
Leaves and young twigs are used “as is” in veterinary medicine. Extracts exhibit a high concentration of phenolics
and terpenes of varying composition [18]. The leaves of P. lentiscus are extensively used in folk medicine for
the treatment eczema, diarrhoea, and throat infections, and as a potent antiulcer agent [19].

Actually, the food safety concern on human health resulting from excessive employment of synthetic additives
have prompted the development of new sanitation methods to decrease the negative impact on human health and
environment. One such possibility is the use of essential oils and plants products as antibacterial additives. Fixed
oils are also known for their antimicrobial power related to fatty acids and phenol compounds. P. lentiscus L.
seed oil is one of edible oils widely used and appreciated, for its special taste, by local population in Algerian
and Tunisian forest areas [20].

Previous reports on the chemical composition of the fatty acids of P. lentiscus dealt mainly with fruits part
[21-30]. Instead, other reports were focusing on the sterols analysis from the fruits [21, 30, 31]. For the tocopherols
previous reports were interested in the fruits part [26, 30]. Regarding the leaves part, a previous report on P,
lentiscus var. chia established a colorimetric quantification of a-tocopherol of the leaves by TLC-densitometry
and colorimetry [19]. When considering the antioxidant activity of the fatty acids, the studied parts were those
of fruits [27].

According to literature, and at best of our knowledge, there are only few reports dealing with the identification
of the fatty acids of the leaves of P. lentiscus; beside an old reports published in German language, in which
only seven main components were identified (C14, C16 and C18) [32], some recent report dealt with major
fatty acid compositions of the oil extracts from different parts of this tree: seeds, fruits, resins, root, leaf and
stem [33]. Additionally, some other recent studies from Tunisia dealt with the influence of the harvest date on
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fatty acids composition of P. lentiscus edible oils [27] and investigated also the effect of the growing area on
tocopherols, carotenoids and fatty acid contents obtained from the fruits of P. lentiscus [26]. Nevertheless, no
reports were found on the sterols contents of the leaves of P. lentiscus, nor their tocopherols, except a colorimet-
ric quantification of a-tocopherol as mentioned above [19]. The aim of the present work was to determine the
fatty acids profile of the lipid fractions extracted from five different populations of the leaves of P. lentiscus L.
growing in Algeria. Most importantly and for the first time for this plant part, the composition of tocopherols
were determined by HPLC. In addition, the total tocopherols and total sterols were also quantified using col-
orimetric methods. Furthermore, the quantification of waxes in lipid fraction was also determined; and finally,
the antioxidant activity of the lipid fractions were investigated in vitro for the first time, using two different and
complementary methods: DPPH (1, I-diphenyl, 2-picrylhydrazyl) free radicals scavenging assay, then 3-carotene
bleaching test.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Petroleum ether, anhydrous sodium sulfate, sodium and ascorbic acid were purchased from AnalaR NORMA-
PUR Prolab. Chloroform, absolute ethanol, activated charcoal (activated carbon), n-hexane, sulfuric acid, acetic
acid, ferric chloride, dichloromethane, a-tocopherol (Vitamin E) and DPPH" (1, I-diphenyl, 2-picrylhydrazyl)
were obtained from Sigma-Aldrich (Prochima Sigma, Tlemecen, Algeria). Butylated hydroxyanisole (BHA),
was purchased from Fluka chemie (Prochima Sigma, Tlemcen, Algeria). ortho-phenanthroline and acetic anhy-
dride were obtained from Merck (Merck S.A.R.L. Algiers, Algeria) and cholesterol from UCB Pharma (SARL
E-SAHTI, Algiers, Algeria). All reagents and chemicals used were of analytical grade.

2.2. Collection of plant material

Leaves of Pistacia lentiscus L. (Five different tree samples) were randomly collected in January 2016, from
the location of Magtad Kheira (town of Tipaza), located in north of Algeria, at west of the capital Algiers
(36°39°34.43”N and 2°48°37.02”E with an altitude of 73 m). The leave samples of the plants were air-dried
in the shade at room temperature for 15 days. A voucher specimen (PLL-TMK/01/2016) was deposited in the
herbarium of the Fundamental Sciences Research Laboratory at Laghouat University.

2.3. Lipid extraction

The air dried leaves of Pistacia lentiscus L. were milled to obtain a fine powder using a coffee grinder. The
lipids were extracted using a Soxhlet apparatus with petroleum ether as solvent for a period of 12 hours. The lipid
extract was collected in a flask and subsequently dried over anhydrous sodium sulphate Na,SO4. After filtration,
the lipid extract was transferred to a rotary vacuum evaporator at 40°C in order to fully dry the extract.

The chlorophyll removal was performed by reflux, using chloroform as solvent in the round-bottomed flask
containing lipids and activated carbon for 2 hours. The ratio of activated carbon relative to initially air dried leaves
was 1:5 (mass). The extract fraction was cooled to room temperature then filtered. At the end, the chloroform
solvent was removed from the filtered solution in Rotavap under reduced pressure at 40°C.

The extracted lipid fraction was weighed to determine the total lipid content per dry weight of the plant, and
then stored at +4°C for further analysis.
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2.4. Fatty acids (FAs) composition

The FAs composition of the oils was determined after having converted the fatty acids FAs into fatty acids
methyl esters (FAMESs) then analysed by gas chromatography (GC). The methyl esters were prepared by the
following procedure: Lipids (0.5 g) were refluxed for 20 min in 10 mL of 2% sodium methylate (NaOMe), and
then 20 mL of water was added. The fatty acid methyl esters (FAMEs) were extracted by n-hexane and washed
with distilled water. The combined extracts were dried over anhydrous sodium sulfate Na;SO4 and evaporated
under vacuum, then analysed by capillary gas chromatography.

2.5. Chromatographic analysis of FAMEs

The analyses of the FAMEs were performed in a gas chromatographic GC apparatus (model CP-Varian 3800).
This model was equipped with a FID detector and DB-Wax capillary column (60 m x 0.32 mm internal diameter,
0.25 pm film thickness). 2 pL of the sample was injected in the Split injection mode (50:1). Oven temperature
was programmed using four different ramps. The temperature started at 40°C, held for 0.5 min, then raised at
a rate of 25°C/min to 195°C, then raised at a rate of 3°C/min to 205°C, then raised at a rate of 8°C/min to
230°C, then raised at a rate of 20°C/min to 260°C, and finally keptforS min. The injector temperature was set at
250°C and the detector temperature at 260°C, the flow rate of carrier gas (helium) was 1 mL/min. Identification
and quantification of FAMEs was accomplished by comparing the retention times of peaks with those of pure
standards purchased from Sigma and analysed under the same conditions. The results were expressed as total
area percentage of identified individual fatty acids in the lipid fraction.

2.6. Gas Chromatography-Mass Spectroscopy (GC-MS).analysis of FAMEs

The GC-MS analysis was performed on an AGILENT 6890 GC/CMSD 5973 equipped with a capillary column
UB-Wax (30 m x 0.25 mm internal diameter, 0.25 pwm film thickness) and a 70 eV EI quadrupole detector. Helium
was the carrier gas, at a flow rate of 1 mL/min. Injector and MS transfer line temperatures were set at 250°C and
220°C, respectively. Column temperature was programmed same as the gas chromatography. 1 nL of samples
were injected using split mode (50:1).

2.7. Dewaxing of lipids

Prior to the subsequent determinations: antioxidant activity, quantification of total sterols and total tocopherols,
the lipid fractions were dewaxed by the following procedure. Crude lipids were first dissolved in absolute ethanol,
and then kept in refrigerator for a period of 24 hours in order to crystallize the waxes fractions; after that, the
solution containing frozen waxes particles was filtered and finally, the solvent extracts were eliminated under
vacuum pressure in rotary evaporator at 40°C.

2.8. Tocopherols analysis by HPLC

Tocopherols were analyzed by HPLC using an Agilent 1290 Infinity apparatus equipped with a Quaternary
Pump Model 1260, an automatic liquid sample and a fluorimetric detector (FLD 1260). The detection was set
at 295 nm for excitation wavelength and at 330 nm for emission wavelength. The separation column was a SI60
(250 mm x 4.6 mm internal diameter, 5 pwm film thickness, Lichrosorb, Merck KGaA Darmstadt, Germany). The
mobile phase was n-hexane/isopropanol, (99/1:v/v), in isocratic mode, with a flow rate set at 1 mL/min, during
20 min. Column compartment was set at 25°C. Commercial standard (a-Toc) and a mixture (a-Toc, 3-Toc, y-Toc
and §-Toc) were co-injected with samples for the identification of tocopherol isomers. Prior to HPLC analysis,
35 mg of lipids fraction was diluted with 1 mL n-hexane and 20 nL of the solution was injected.
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2.9. Determination of the total tocopherols content of P. lentiscus leaves

The total tocopherols content of the lipids was determined by the spectrometric method described in reference
[34] with a few modifications. This method is based on the redox reaction between tocopherols and ferric
iron (Fe3t) which is reduced to ferrous iron (Fe>*). The latter, in the presence of specific reagents such as
ortho-phenanthroline (1,10-phenantroline), forms a stable red-orange complex with a very high molar extinction
coefficient at 510 nm.

From the standard solution of a-tocopherol in dichloromethane we prepared aliquot solutions with different
concentrations. To 2mL of each solution was added 1 mL of 1,10-phenantroline reagent (0.4% in absolute
ethanol), then 1 mL of ferric chloride reagent (0.12% in absolute ethanol) was added and the mixture was shaken
for 5 min. The absorbance of the mixture was read at 510 nm. A blank was run, using 2 mL of dichloromethane,
1 mL of 1,10-phenantroline reagent and 1 mL of ferric chloride reagent. The above described procedure was
followed by using sample solutions of lipids (dewaxed lipids). The total tocopherols in the dewaxed lipids were
calculated from the regression equation of the standard curve.

The results were expressed as a-tocopherol equivalent in mg/(g of lipids).

2.10. Determination of the total sterols content of P. lentiscus leaves

This method is based on spectrophotometric absorption according to the Liebermann-Burchard test (or acetic
anhydride test) [35, 36], based on a specific coloured reaction of the 3 B-hydroxysteroids having a double bond
in position 5-6. The sterols form a stable complex with the B-acetic anhydride in an acid medium which absorbs
in the visible at a wavelength of 550 nm (the Liebermann spectral reagent consists of 60 mL of acetic anhydride
and 10 mL of concentrated sulfuric acid and 30 mL of acetic acid).

From a chloroformic solution of cholesterol with a concentration of 1 g/L., we have prepared a series of solution
dilutions in order to plot a calibration curve linking the optical density to the concentration. 1 mL of each diluted
solution was mixed with 2 mL of the Liebermann reagent, then kept for 25 min in order to allow reagent colour
to fully develop and stabilize.

The above described procedure was followed by using sample solutions of lipids (dewaxed lipids). The total
sterols in the dewaxed lipids were calculated from the regression equation of the standard curve. The results were
expressed as cholesterol equivalent in mg/(g of lipids) and in pg/(g leaves “d.w.”).

2.11. Antioxidant activity

2.11.1. Radical-scavenging activity (DPPH assay)

The antioxidant activity was determined by DPPH method, which is based on the evaluation of the free-radical
scavenging capacity. Briefly, 0.5 mL of the sample (dewaxed lipids) diluted in absolute ethanol was mixed with
0.5 mL of 250 uM DPPH"* prepared in absolute ethanol. The reaction mixture was well shaken and incubated
in the dark at room temperature for a period time of 30 min. The absorbance of the resulting solution was read
at 517 nm against a blank. The antiradical activity was expressed as ICsy (mg/mL): the concentration required
to cause 50% initial DPPH" inhibition. The inhibitory percentage of DPPH" was calculated according to the
following equation:

A
1% (Inhibition %) = [1 — () X 100}
Ao
Where A and A are the absorbance values of control and of the tested sample, respectively.
Antioxidants of reference (Vitamin E and ascorbic acid) were used for comparison. All experiments were
performed in triplicate.
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2.11.2. Bleaching ability of B-carotene in linoleic system

The inhibition of S-carotene bleaching by the lipid fractions was determined according to slightly modified
method described in literature [37].

A volume of 5 ml of dichloromethane solution of B-carotene at initial concentration of 0.1 mg/mL was added
to a round flask containing 20 mg of acid linoleic and 200 mg of Tween 80. Dichloromethane was completely
removed at 40°C under vacuum, then 50 mL of distilled water was slowly added and vigorously shaken. Aliquots
(40 p.L) of different solutions concentrations were added to 1 mL of 8-carotene/linoleic acid emulsion. A control
preparation was obtained by adding 40 p.L of ethanol to 1 mL of S-carotene/linoleic acid emulsion. Absorbance of
the preparations was measured at 490 nm before and after 2 h of incubation in a water bath at 50°C. Antioxidative
activity (AA%) in percentages was calculated using the following formula:

Asipo — A
AAg — As120 = Acio) o0
(Aco — Aci20)

Where:

Acy is the absorbance of the control respectively measured before the incubation.

As120 and Acypg are the absorbance of the test and the control respectively measured after 2 h of incubation.

Results were expressed in AA% corresponding to solutions concentrations of 2 mg/mL (relative to the 40 uL
added). The results were also expressed as AAsg, the concentration providing 50% [3-carotene bleaching inhibi-
tion. Vitamin E was used as positive control. All trials were performed in triplicate.

2.12. Cluster analysis

Cluster analysis was performed using Agglomerative Hierarchical Clustering AHC (Ward’s technique) with
Euclidean distance measure. The calculus was performed using a set of individuals composed of 5 different
fatty acids samples (different plants from the region of Zeralda). The total number of adopted variables was
20 (representing simply the major identified components in all represented individuals, or the most influencing
parameters that could make a difference i.e. some minor compounds).

2.13. Principal component analysis (PCA)

The principal component analysis was performed using both the same individuals and variables adopted for
Agglomerative Hierarchical Clustering method.

3. Results and discussion

3.1. Lipid contents and fatty acids compositions of P. lentiscus leaves

The lipid contents and the fatty acids FAs composition of the P. lentiscus leaves are summarised in Table 1. The
lipid contents were not the same for all studied samples; they were ranging from 1.94 to 4.12% upon dry matter.
The content of lipids were very interesting since they are practically representative values when compared with
those of other parts rich in oils (fruits) provided by literature. In fact, the maximum obtained yield value 4.12%
was only about 3 to 8 times lower than the yields obtained by the fruits of P. lentiscus from Algeria reported
by Charef et al. [29] in which they found 11.7% and 32.8% for red and black fruits, respectively. Moreover, the
obtained yield was not far different from both of Quercus ilex L. and Quercus suber L. in which they exhibited
identical yields values of 9.0% (from the fruits parts), and were reported also by Charef et al. [29].

The results of gas chromatography GC and gas chromatography coupled to the mass spectroscopy GC-MS
analysis of the fatty acids methyl esters FAMEs of P. lentiscus leaves are given in Table 1. The identification
of the FAMEs showed some clear variability of the compositions of the five studied samples. For the overall
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Table 1

Fatty acid compositions of the lipids fractions obtained from the leaves of Pistacia lentiscus

Fatty acids Composition (%) Identification
Z1 72 73 74 VA

C10:0 2.49 11.74 13.88 3.18 2.57 GC, MS
C11:0 0.80 1.64 2.86 tr tr GC, MS
C12:0 0.87 242 2.16 tr tr GC, MS
C13:0 0.94 1.32 tr tr 1.62 GC, MS
Cl14:0 6.43 8.19 7.38 4.71 9.12 GC, MS
Cl4:1w5 tr tr 1.77 tr tr GC, MS
C15:0 0.73 1.32 1.54 tr 1.35 GC, MS
C16:0 7.49 8.05 6.9 5.31 9.03 GC, MS
C17:0 0.54 tr tr tr tr GC, MS
C18:0 0.88 1.53 1.79 tr tr GC, MS
C18:1w9 3.66 4.11 4.66 3.42 4.85 GC, MS
C18:2w6 14.73 11.25 10.94 12.38 16.99 GC, MS
C18:3w3 48.92 27.71 25.07 20.92 33.94 GC, MS
C20:0 0.79 1.36 2.07 7.07 1.96 GC, MS
C20:1w9 tr 1.35 219 6.56 tr GC, MS
C20:2 0.74 1.61 1.47 4.90 1.92 GC, MS
C20:3w6 tr tr 1.52 3.27 1.72 GC, MS
C20:5w3 tr 1.55 tr tr tr GC, MS
C22:2 0.88 1.30 1.56 3.34 1.46 GC, MS
C23:0 tr tr tr 2.73 tr GC, MS
Total identified (%) 90.89 86.45 87.76 77.79 86.53

YSFA (%) 21.96 37.57 38.58 23.00 25.65

YMUFA (%) 3.66 5.46 8.62 9.98 4.85

S PUFA (%) 65.27 43.42 40.56 44.81 56.03

S USFA (%) 68.93 48.88 49.18 54.79 60.88

U/S (%) 3.14 1.30 1.27 2.38 2.37

Lipids yield (%) dw 2.76 1.94 2.50 4.12 3.49

Waxes in lipids (%) mass. 54.08 59.85 59.92 52.39 66.63

2SFA: Sum of saturated fatty acids; XMUFA: Sum of mono-unsaturated fatty acids; XPUFA: Sum of poly-
unsaturated fatty acids; XUSFA: Sum of unsaturated fatty acids; U/S: ratio “unsaturated/saturated” fatty acids.

samples, the main saturated fatty acids SFAs components were capric acid (C10:0=2.49-13.88%), myristic acid
(C14:0=4.71-9.12%) and palmitic acid (C16:0=5.31-9.03%). Alternatively, the main unsaturated fatty acids
USFAs chemical compounds were oleic acid (C18:1w9 =3.42-4.85%), linoleic acid (C18:2w6 = 10.94-16.99%)
and most importantly a-linolenic acid (C18:3w3=20.92-48.92%). The investigated samples presented high
percentages of USFAs fractions compositions (48.88—68.93%), which were mostly represented by high amounts
of poly unsaturated fatty acids (PUFA) in the range of (40.56-65.27%). In the other hand, the SFAs were varying
from 21.96 to 38.58%. The U/S ratio (“USFAs/SFAs”) was not steady once more; it depended also on the
studied sample. In general, the amounts of fatty acids were decreasing in the order PUFA>SFA>MUFA “mono
unsaturated FAs”. The U/S range variation was very noticeable and shifting from 1.27 to 3.14. The overall values
of U/S are suggesting moderate to good values and these values provides to the oils a good prevention of oxidation.
Let’s remind that MUFA have great importance because of their nutritional implications and their effect on the
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Fig. 1. Dendrogram obtained from a cluster analysis of five samples of fatty acids of Algerian Pistacia lentiscus leaves. Samples are clustered

using Ward’s technique with a Euclidean distance measure.

oxidative stability of oil. These results suggested that the P. lentiscus leave oils may serve as a potential dietary
source of MUFA and PUFA. According to literature, it has been recognized that a diet rich in MUFA may be an
alternative choice to low-fat diet, which may lower blood cholesterol levels, modulate immune function decrease
susceptibility of oxidation of LDL and improve the fluidity of HDL [38]. The PUFA-enriched diet may also be
important for the structure and function of many membrane proteins, including receptors, enzymes, and active
transport molecules [39].

For better understanding of similarities and/or differences between the studied samples in term of FAs compo-
sitions, cluster analysis was performed using Agglomerative Hierarchical Clustering AHC. The results of AHC
schemed in the dendrogram of the Fig. 1, showed two clearly distinguished clusters “or groups” of samples
(cluster 1: Z1, Z5) and (cluster 2: Z2, Z3 and Z4). Which indicated an existing dissimilarity of the studied
samples (proves the existence of some variability of the chemical composition). The comparison of the chemical
composition of samples Z1 and Z5 indicates roughly close values of the percentages of both major and minor
components. For samples Z2 and Z3, the distance between these two samples was very low (Fig. 1), which means
a very close values of percentages in both samples, as confirmed by the data of Table 1. Sample Z4 was clustered
with Z2 and Z3 but with some existing differences of some components. The most influencing difference is that
C10:0 in Z4 was becoming a minor component (3.18%) at the opposite of Z2 and Z3 where it was considered
as a major component (11.74%, 13.88%). The most influencing difference between cluster 1 and 2 is, the higher
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percentages of C18:3w3 (48.92%, 33.94%) in cluster 1 in comparison with cluster 2 where the percentages were
important but lower (20.92-27.71%).

In order to determine a more detailed similarities or differences between the two cluster and the samples,
principal component analysis PCA method was performed to try to identify the most influencing components
that can distinguish or regroup the studied samples.

These above observations (occurrence of two clusters) were also confirmed by the results of PCA (Fig. 2),
and which allowed us to discuss the similarities and the differences upon the chemical compositions. Loading
factors for principal axes F1 and F2 (representing 71.24% of the total information), are given in Fig. 2. The F1
Axis, which represents 48.98% of the total information, is strongly and positively correlated with C23:0 (99.2%),
C20:0 (97.8%), C22:2 (95.6%), C20:2 (95.1%), C20:1 (91.4%) and C20:3 (84.7%). This same axis is negatively
correlated with C15:0 (-87.7%), C16:0 (-81.5%) and C14:0 (-80.9%).

Axis F2, which represents 28.26% of the total information, is highly negatively correlated with C10:0 (-90.0%),
C11:0(-81.7%),C14:1 (-74.4%), C12:0 (=73.3%) and C18:0 (—72.2%). This same axis is strongly and positively
correlated with only one compound C18:2 (93.1%).

As previously demonstrated with AHC method, there is appearance of the same formerly grouping of (Z1, Z5)
and (Z2, Z3: with larger distance) and Z4, in which this time can be clearly distinguished (Fig. 2). The sample
74 is strongly correlated with relatively higher percentages of C20:0(7.07% Vs 0.79-2.07%), C20:1 (6.56% Vs

Biplot (axes F1 and F2: 77.24 %)
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Fig. 2. Two dimensional plot on axes F1 and F2 using PCA of five samples of fatty acids of Algerian Pistacia lentiscus leaves.
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tr-2.19%), C20:2 (4.9% Vs 0.74-1.92%).C23:0 (2.73% Vs tr), C22:2 (3.34% Vs 0.8-1.56%) and C20:3 (3.27%
Vs tr-1.72%) in comparison with the rest of the samples. The samples Z1 and Z5 are strongly correlated with
C18:3 (48.92% and 33.94%, respectively) and C18:2 (14.73% and 16.99%, respectively), since their percentages
in these major compounds are the highest ones recorded for this two samples. For the Z2 and Z3 samples which
are this time not as close as Z1 and Z5 were. This group is distinguished by high content of major compound
C10:0 (11.74% and 13.88%, respectively), in comparison with the rest of the samples (2.49-3.18%). Then again,
this group is also distinguished by relatively higher compositions of minor compounds such as C11:0 (1.64%
and 2.86%, respectively Vs tr-0.8%), C12:0 (2.42% and 2.16%, respectively Vs tr-0.87) and C18:0 (1.53% and
1.79%, respectively Vs tr-0.88%), when compared with the remaining samples. Finally, when taking in account
the two main agglomerations of the studied samples (groups 1 and 2) obtained from dendrogram of the Fig. 1, the
results showed clear resemblance of the contents of SFA, MUFA and PUFA for the following pairs of individuals
(Z1,Z5 then Z2, 73, respectively) (Table 1).

The comparison of obtained results here in this investigation with the previous previous reports from Germany
[32] and Turkey [33] revealed very few similarities but lot of differences (Table 2). Starting with similarities, the
samples of Algeria were presenting comparables ranges with those of Germany and Turkey for the following
compounds C14:0, C18:0 and C18:3. When considering differences, there were lot of dissimilarities detected.
The compound C16:1 which was not detected in Algerian samples was present as a minor compound in samples
of Germany and Turkey. The percentage ranges of C16:0, C18:1 and C18:2, were higher in the samples of

Table 2

Comparison of the determined percentages of the fatty acids of the leaves of P. lentiscus with those of literature

Fatty acids Algeria Germany [32] Turkey [33]

(current investigation) Male tree Female tree

In vivo In vitro In vivo

Cl14:0 4.71-9.12% 5.0-7.8% 6.10 1.66 4.79

Similarities C18:0 tr-1.79% 1.4-2.5% 1.11 2.12 0.87

Cl18:3 20.92-48.92% 33.7-40.4% 35.57 32.06 36.78

Differences C16:0 5.31-9.03% 17.2-22.4% 19.29 23.10 21.12

Cl6:1 Not detected 0.8-1.9% 2.2 1.00 3.61

C18:1 3.42-4.85% 8.2-22.7% 6.83 8.58 8.03

C18:2 10.94-16.99% 10.3-21.2% 28.87 31.17 24.77
C15:0 tr-1.54% Not reported Not detected 0.28 Not detected
C10:0 2.57-13.88% Not reported Not reported Not reported
C11:0 tr-2.86% Not reported Not reported Not reported
C12:0 tr-2.42% Not reported Not reported Not reported
Cl13:0 tr-1.62% Not reported Not reported Not reported
Cl4:1 tr-1.77% Not reported Not reported Not reported
C15:0 tr-1.54% Not reported Not detected Not detected
C17:0 tr-0.54% Not reported Not detected Not detected
C20:0 0.79-7.07% Not reported Not reported Not reported
C20:1 tr-6.56% Not reported Not detected Not detected
C20:2 0.74-4.90% Not reported Not reported Not reported
C20:3 tr-3.27% Not reported Not reported Not reported
C20:5 tr-1.55% Not reported Not reported Not reported
C22:2 0.88-3.34% Not reported Not reported Not reported

C23:0 tr-2.73% Not reported Not reported Not reported
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Germany and Turkey, in comparison with those of Algeria. A large number of detected minor compounds in
Algerian samples (at least fourteen FAs) were not reported (or not identified) in those of Germany and Turkey.
Finally, it is very useful to mention that the range variation of C18:3 in the Algerian samples were presenting
larger arrays (for min. and max.) in comparison with those of literature samples. This is the first investigation
than report the presence of C18:3 with a percentage that can reach 48.92%.

3.2. Waxes content in lipid fractions of P. lentiscus leaves

The lipids of P. lentiscus leaves were very rich in wax fractions (Table 1). Indeed, the percentages of waxes were
very high, varying from 52.39 to 59.92% “mass”, with mean and standard deviation values of (58.57 & 5.63)%
“mass”.

3.3. Tocopherols composition analysis

Tocopherols analysis was performed for the five adopted samples. The results of the tocopherols percentages
determined by HPLC analysis was exposed in Table 3. The data revealed that all investigated lipid samples
contained a substantial amount of a-tocopherol “most important and requested vitamin”, ranging from 58.51
to 89.17% (with mean-value£sd =76.144+11.20%). Furthermore, the y-tocopherol was completely absent in all
samples. For most investigated samples, the percentages of (3-tocopherol were low (3.24—4.35% “minor com-
pound”), except for Z5, where its percentage was relatively significant (14.02%). For §-tocopherol, its percentage
was moderately significant in the majority of studied samples (7.59-27.47%). The founded percentages values
of tocopherols isomers suggested the presence a certain variability of the composition, which should be further
clarified using a larger number of populations.

3.4. Quantification of total sterols of P. lentiscus leaves

Recently, the cosmetic, drug and alimentary/nutraceutical industries have focused attention on low-cost
renewable resources, rich in lipid-related compounds such as phytosterols which are an important part of the
unsaponifiable matter of vegetable oils. The analysis of the sterols provides rich information about the quality
and the identity of the oil investigated, and for the detection of oil and mixtures not recognized by their fatty
acids profile [21].

The results of the quantification of the dewaxed lipid fractions obtained from the leaves of P. lentiscus sterols
and tocopherols are summarized in Table 3.

The total contents of sterols were much higher than the content of total tocopherols. The range content of
sterols was varying from 143.37 to 175.61. mg/“g of lipids”, which were presenting significant variations. The

Table 3

Tocopherols and sterols contents in the lipids fractions obtained from the leaves of Pistacia lentiscus

Lipid samples Sterols contents Total tocopherols contents Percentages (%)*
(mg/g lipids) (ng/g leaves “d.w.”) (mg/g lipids) (ng/g leaves “d.w.”) a-Toc B-Toc §-Toc
Z1 149.97 £0.01 4132.8+0.1 45+03 125.0+8.9 75.99 3.90 20.10
Z2 175.61 £0.01 3404.24+0.2 4.6+0.2 89.4+3.7 89.17 3.24 7.59
Z3 171.84+0.01 4302.2+0.2 32402 80.1+£4.0 79.06 4.34 16.60
Z4 167.40£0.01 6897.3+0.3 3.7+0.1 152.4+423 71.97 4.35 17.68
Z5 143.374+0.01 4997.3+£0.2 3.240.1 110.0+3.5 58.51 14.02 27.47

*Percentages determined by integration of surface area.
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three samples Z2, Z3 and Z4 were presenting close values of sterols contents, and especially for Z3, Z4. The
lowest content value was recorded for the sample Z5.

3.5. Quantification of total tocopherols of P. lentiscus leaves

Tocopherols (vitamin E isomers) are well known natural antioxidants whose presence in oils is often correlated
with a relatively high abundance of USFA.

The results of the quantification of sterols and tocopherols in the dewaxed lipid fractions obtained from the
leaves of P. lentiscus are summarized in Table 3. For tocopherols content, the range variation was narrow, revealing
close contents in the studied samples (3.2—4.6 mg/“g of lipids”). The two samples Z1 and Z2 were presenting
very close contents. In addition, samples Z3, Z4 and Z5 were also presenting practically close contents.

3.6. Antioxidant activity

3.6.1. DPPH assay (free radical scavenging activity)

The antioxidant activity of the lipid fractions was determined in vitro using DPPH" (/,1-diphenyl, 2-
picrylhydrazyl) assay. The results are summarized in Table 4. The obtained values of ICs5g suggested low
antioxidant activity when compared with antioxidant of reference (vitamins C and E), but the overall values
are very interesting in comparison with the majority of common lipid fractions. In addition, and since there was
a low variability of the values of ICsg for the different adopted samples, the ICsgvalues range was very tight
(3.28-4.51 mg/mL). The minimum value of ICsg recorded for the sample Z2 represented the highest antioxidant
activity. In the opposite side, the maximum ICsq value was reflecting the lowest antioxidant power, in which this
time was registered for Z5 sample.

Correlation between antioxidant activity (expressed as Antioxidant Capacity AOC = 1/ICsp) and total toco-
pherols contents were investigated using linear equation model and estimated by minimum least square method.
The found model gave a relatively good correlation factor “correlation coefficient px y =75.90%” (Fig. 3), which
indicated a direct relation between antioxidant capacity AOC of scavenging free DPPH radicals and total contents
of tocopherols. This direct correlation supposes that the antioxidant activity is due mainly to the presence of
tocopherols in the lipids.

Table 4

Antioxidant activity (DPPH assay and 3-carotene test) of the lipid fractions obtained from the leaves of Pistacia lentiscus

Antioxidant activity

DPPH assay [B-carotene test
Samples 1Cs0 (mg/mL) AA% (2 mg/mL) AAs5p (mg/mL)
Z1 3.76 £0.14 61.61 £0.04 1.53£0.04
z2 3.28£0.13 71.72 +£0.04 1.43 £0.04
Lipid extract samples Z3 3.98£0.27 37.24+£0.07 2.59£0.07
74 3.54+0.27 42.434+0.04 2.47£0.04
z5 4.514+0.03 46.4+0.02 2.21+£0.02
Antioxidants of reference Vitamin E 0.0195 £0.0075 85.14 -
Ascorbic acid 0.0130£0.0023 0.71 -
BHA - 96.00 -

BHT - 96.62 -
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Linear correlations between percentages of unsaturated fatty acids (C18:1, 2 and 3) and total contents of
tocopherols were also investigated. When exception was made for the sample Z4 (excluded), Fig. 4, shows strong
linear relationship between total tocopherols and the percentages of C18:1 or C18:2 or C18:3, or the sum of these
components. Especially for both C18:3 and total C18: it was observed that higher content of tocopherols in the
lipids is directly correlated with higher content of C18: (or sum of C18:) “Correlation coefficient px y =95.24%
and 99.09% for C18:3 and C18:, respectively”. The exclusion of sample Z4 may be explained by the fact that
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Fig. 5. Evolution of the absorbance of antioxidants of reference in B-carotene/linoleic system as function of time.

this sample belongs to a new different chemotype (as was above justified by statistical analysis: Figs. 1 and 2)
that should be studied separately.

3.6.2. B-carotene bleaching test

The result of B-carotene bleaching test was summarized in Table 4. In addition, kinetic evolution of antioxi-
dants of reference (BHA, BHT, vitamin C, vitamin E) in B-carotene/linoleic system is presented in Fig. 5. The
antioxidants of reference showed different responses in term of their activity at 2 mg/mL. Explicitly, vitamin C
presented very weak activity in comparison with the rest of the antioxidants, whereas BHA and BHT were very
effective antioxidants. Furthermore, vitamin E was also exhibiting practically lower but close activity to both
BHA and BHT. The comparison of the antioxidant activity AA% of the lipid samples with those of antioxidants
of reference shows some variability of this activity ranging from 37.24 to 71.72%, the highest value was recorded
for sample Z2 (this value was close to recorded for vitamin E) whereas the lowest one was belonging to sample
Z3. In terms of AAsg, the antioxidant data values revealed the presence of two clusters of activities. The first
cluster, which involves Z1 and Z2 samples, showed the highest activities in term of AAsq (1.53 and 1.43 mg/mL).
The second cluster (Z3,4,5) exhibited a slightly lower activities compared to the first one with AAs range varia-
tion of 2.21-2.52 mg/mL. As a conclusion the lipid fractions presented good antioxidant activities in comparison
with those of antioxidant of reference.

3.7. Correlations between C18:, tocopherols and antioxidant activities

In order to determine possible existing relations between antioxidant activity (two assays) and the main
important chemical components of the fatty acids (C18:1,2,3) and tocopherols (a,[3,6-Toc), correlations
between these three groups of variables were determined using Excel internal statistical function “COEFFI-
CIENT.CORRELATION”. The results were gathered in Table 5. Strong positive correlation was found between
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Table 5

Correlations between antioxidant activity (DPPH assay and 3-carotene test), C18: and tocopherols

AAsq B-carontene 1Cso DPPH 18:1 18:2 18:3 a-Toc B-Toc §-Toc
AAs5) B-carontene 1.0000 0.4425 0.2730 —0.0991 —0.6081 -0.3566 0.2578 0.3905
1Cso DPPH 1.0000 0.7484 0.7139 0.1561 -0.9267 0.9119 0.8616
18:1 1.0000 0.2260 —0.0831 —0.4612 0.6362 0.3134
18:2 1.0000 0.5946 —0.8840 0.8130 0.8578
18:3 1.0000 -0.2746 0.1093 0.3570
a-Toc 1.0000 -0.9214 -0.9693
B-Toc 1.0000 0.7976
8-Toc 1.0000

IC5o (DPPH assay) and the two isomers [3,5-Toc. Alternatively, strong negative correlation was obtained between
1Cs50 and a-Toc Moreover, good correlation was also found between ICsy and USFAs C18: except for the case of
C18:3 where low correlation value was noticed (15.61%). This means that the higher antiradical power (lower
ICs( values) is primarily correlated with high percentages of a-Toc (strong negative correlation), and in the same
time with low percentage of C18:1,2 and {3,6-Toc. For B-carotene assay, the results indicated no meaningful
correlation between the three investigated variables. Furthermore, correlations between the percentages of the
two sets of variables C18:1,2 and o,3,8-Toc were also determined. First, C18:2 was highly positively correlated
with 3,6-Toc, and at the same time highly negatively correlated with a-Toc. Secondly, tocopherols isomers were
exhibiting some strong correlations within each others i.e. a-Toc was strongly and negatively correlated with
B,8-Toc isomers, which means that the highest percentages of a-Toc were related to the lowest percentages of
both B- and §-Toc. In the same context, 3- and §-Toc were strongly positively correlated with each others; this
result consolidates the previous above statement.

4. Conclusion

One of the objectives of food industry is to seek new resources of oil that preferably presents nutritional
values. For human health, fats and particularly vegetable oils are considered as an important source of energy
when glucose is not available.

The lipids of leaves of P. lentiscus are rich in two very important USFAs: linoleic (up to 16.99%) and
linolenic (up to 48.92%) acids, which are known for their multiple dietary, pharmaceutical and clinical ben-
efits. This obtained percentage of linolenic acid is the highest one yet recorded for this plant part. The naturally
occurring fatty acid: conjugated linoleic acid (C18:2), presents different proprieties such anti-atherogenic and
anti-carcinogenic [40]. In the same context and besides its role in reducing cardiovascular disease risk, a-linolenic
acid (C18:3) presents also dietary effects such as anti-inflammatory and antiatherogenic [41].

The main result of this study illustrate the nutritional potential (richness in MUFA such as C18:1w9, presence
of essential fatty acids such as C18:2w6 at all the stages of maturation, richness in omega-3 fatty acids such as
C18:3w3) of the oil of P. lentiscus leaves, which can provide opportunities for rational exploitation for medicinal
purposes and in the food industries. The results of statistical analysis showed else more the occurrence of at
least two FAs chemoypes. Further investigations involving larger number of populations are required to identify
all possible existing chemotypes. Regarding tocopherols analysis by HPLC, the samples were highly rich in
a-tocopherol (up to 89.17%), which could be exploited in both food and pharmaceutical industries.
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Abstract

In this study, seasonal evolution and variability of the chemical composition of the fatty acids and tocopherols (isoforms)
obtained from the leaves of Pistacia lentiscus growing in Algeria were investigated. Furthermore, quantified total tocopherol
and total sterol contents were monitored during the same season. Besides, the antioxidant activity of the lipids was also inves-
tigated. The identification of the fatty acid methyl esters FAMEs showed some clear variability of the composition. The range
variation of main saturated fatty acids SFA detected were: myristic acid (C14:0=2.94-16.61%), palmitic acid (C16:0=5.31—
15.98%), capric acid (C10:0=0-13.88%), lauric acid (C12:0=0-8.09%), and arachidic acid (C20:0=0-7.07%). On the
other hand, the main unsaturated fatty acids USFA were a-linolenic acid (C18:3 =5.04—48.92%) which is known for its
multiple dietary, pharmaceutical and clinical benefits, followed by linoleic acid (C18:2=5.49-16.99%), and oleic acid
(C18:1=3.42-14.90%). The highest content of C18:3 was obtained in January. Major compounds showed different roads
of evolutionary patterns. Surprisingly, antioxidant activity determined using two different assays (DPPH and f-carotene)
revealed no significant variations for each of the tests during the same season. The variability of the contents of the fatty acids
was discussed using clustering analysis (four distinguished clusters). As a main result, the maximum percentages of C18:3
and d-tocopherol were dependent on the season of collection. In conclusion, this study illustrates the nutritional potential of
the oil of P. lentiscus leaves, and gives valuable informations about the season variability of the lipid metabolites, which can
provides some real opportunities for rational exploitation in the food industry or for medicinal purposes.

Keywords Pistacia lentiscus - Leaves - Fatty acids - Tocopherols - DPPH assay - f-carotene assay

Introduction

The genus of Pistacia has garnered pharmaceutical attention
in recent times. In this regard, the ethnomedicinal, phyto-
chemistry, biological potencies, and risks of the Pistacia
genus have been reviewed [1]. Although the phytochemical
composition of the genus of Pistacia has been extensively
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studied, there are still many new recent reports focusing on
the health curative effect of their extracts [2—11]. Moreover,
their nutritional value (especially for Pistachios “Pistacia
vera”) is still of interest [12, 13].

Pistacia lentiscus L. (lentisk) is an evergreen bush (shrub
or tree) belonging to the Anacardiaceae family, that can be
three meters in height, and consists of more than eleven
species. It is largely distributed in “extreme” ecosystems
of the Mediterranean countries and has a large geographi-
cal and bioclimatic distribution, extending from the humid
to the arid areas [14]. In Algeria, the tree is widespread in
forest alone or associated with other tree species such as
terebinth, olives and carob, in all coastal areas or in seaside
stony areas [15]. P. lentiscus (also known in Algeria under
the name of "Dharou") is extensively used in folk medicine
by rural populations in Algeria. Algeria is home to at least
3164 species of vascular plant, of which 7.9% are endemic.
P. lentiscus is important because of its medicinal value [16].
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P. lentiscus is used for various medicinal purposes. The
extract of the different parts of the plant shows various activ-
ities like anti-inflammatory, antimicrobial, antiatherogenic
and antimutagenic, antioxidant, antifungal, lipid lowering,
hepatoprotective, anticancer, antiasthmatic, anthelmintic,
wound healing, hypotensive, antiarthritic, antigout activity
and also in the treatment of functional dyspepsia [17]. The
essential oil obtained from the gum/resin of P. lentiscus L. is
commonly called mastic oil, whereas the oil obtained from
the leaves is named lentisk oil. In human medicine, aqueous
extracts of leaves and young twigs are prepared as infusions
or decoctions. Leaves and young twigs are used “as it is” in
veterinary medicine. Extracts exhibit a high concentration
of phenolics and terpenes of varying composition [18]. The
leaves of P. lentiscus are extensively used in folk medicine
for the treatment eczema, diarrhoea, and throat infections,
and as a potent antiulcer agent [19].

The food safety concern on human health resulting from
excessive employment of synthetic additives has prompted
the development of new sanitation methods to decrease the
negative impact on human health and the environment. One
such possibility is the use of essential oils and plant prod-
ucts as antibacterial additives. Fixed oils are also known for
their antimicrobial power related to fatty acids and phenol
compounds. P. lentiscus L. seed oil is one of the edible oils
widely used and appreciated, for its special taste, by the local
population in Algerian and Tunisian forest areas [20].

Previous reports on the chemical composition of the fatty
acids of P. lentiscus dealt mainly with the part of the fruits
[21-30]. Alternatively, other reports were focusing on the
sterols analysis from the fruits [21, 30, 31]. For the toco-
pherols, previous reports were interested in the part of fruits
[26, 30]. Regarding the leaves part, a previous report on
P. lentiscus var. chia established a colorimetric quantifica-
tion of a-tocopherol of the leaves by TLC-densitometry and
colorimetry [19]. According to literature, when the issue of
antioxidant activity of the fatty acids was considered, the
studied parts were those of fruits [27].

According to literature, only few reports were dealing
with the identification of the fatty acids of the leaves of P.
lentiscus [32-34]; some recent report dealt with major fatty
acid compositions of the oil extracts from different parts of
this tree: seeds, fruits, resins, root, leaf and stem [32]. Addi-
tionally, some other recent study from Tunisia dealt with
the influence of the harvest date on fatty acids composition
of P. lentiscus edible oils [27] and another one investigated
also the effect of the growing area on tocopherols, carot-
enoids and fatty acid contents obtained from the fruits of P.
lentiscus [26].

The primary aim of the present work is to investigate sea-
son effect on the chemical composition of the lipid fractions
(essentially: fatty acids components and tocopherols iso-
forms) extracted from the leaves of P. lentiscus L. growing

@ Springer

in Algeria. A second objective is to monitor the evolutions
of total tocopherol and total sterol contents during the same
season. And the final objective is to test the variability of
in vitro antioxidant activity of the lipid fractions, using two
different and complementary methods: DPPH (1,1-diphe-
nyl, 2-picrylhydrazyl) free radicals scavenging assay, then
p-carotene bleaching test.

Materials and methods
Chemicals

Petroleum ether, anhydrous sodium sulfate, sodium and
ascorbic acid were purchased from AnalaR NORMAPUR
Prolab (Algeria). Chloroform, absolute ethanol, activated
charcoal, n-hexane, sulfuric acid, acetic acid, ferric chlo-
ride, dichloromethane, a-tocopherol (Vitamin E) and DPPH’
(1,1-diphenyl, 2-picrylhydrazyl) were obtained from Sigma-
Aldrich (Prochima Sigma, Tlemcen, Algeria). Butylated
hydroxyanisole (BHA), was purchased from Fluka chemie
(Prochima Sigma, Tlemcen, Algeria). ortho-phenanthroline
and acetic anhydride were obtained from Merck (Merck
S.A.R.L. Algiers, Algeria) and cholesterol from UCB
Pharma (SARL E-SAHTI, Algiers, Algeria). All reagents
and chemicals used were of analytical grade.

Collection of plant material

Leaves of Pistacia lentiscus L. (different tree samples)
were periodically and randomly collected for 4 months,
from January 2015 to October 2016. The choice of months
stands as follows: January for mid-winter, April for mid-
spring, August for mid-Summer and October for mid-
autumn, consecutively. The samples were collected from
the location of Magtaid Kheira (town of Tipaza), located
in the north of Algeria, at the west of the capital Algiers
(36° 39" 34.43" N and 2° 48’ 37.02" E with an altitude of
73 m). The leave samples of the plants were air-dried in the
shade at room temperature for 15 days. A voucher specimen
(PLL-TMK/01/2015-16) was deposited in the herbarium of
the Fundamental Sciences Research Laboratory at Laghouat
University.

Lipid extraction

The air dried leaves of Pistacia lentiscus L. were milled
to obtain a fine powder using a coffee grinder. The lipids
were extracted using a Soxhlet apparatus with petroleum
ether for 12 h. The lipid extract was collected in a flask
and subsequently dried over anhydrous sodium sulphate
Na,SO,. After filtration, the lipid extract was transferred
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to a rotary vacuum evaporator at 40 °C to fully dry the
extract (remove the solvent).

The chlorophyll removal was performed by reflux, using
chloroform as a solvent in the round-bottomed flask con-
taining lipid extract and activated carbon for 2 h. The ratio
of activated carbon relative to initially air dried leaves was
1:5 (mass). The extract fraction was cooled to room tem-
perature then filtered. In the end, the chloroform solvent
was removed from the filtered solution in Rotavap under
reduced pressure at 40 °C.

The extracted lipid fraction was weighed to determine
the total lipid content per dry weight of the plant, and then
stored at+4 °C for further analyses.

Fatty acid FA composition analysis
Fatty acid methyl esters FAMEs preparation

The fatty acid FA composition of the oils was determined
after having converted the fatty acids FAs into fatty acid
methyl esters FAMESs then analysed by gas chromatogra-
phy GC. The FAMEs were prepared by the following pro-
cedure: lipids (0.5 g) were refluxed for 20 min in 10 mL of
2% sodium methylate (NaOMe), and then 20 mL of water
was added. The FAMEs were extracted by n-hexane and
then washed with distilled water. The combined extracts
were dried over anhydrous sodium sulfate Na,SO, and
evaporated in vacuum, then analysed by capillary GC.

Chromatographic analysis of FAMEs

The analysis of the FAMEs was performed in a gas chro-
matographic GC apparatus (model CP-Varian 3800). This
model was equipped with an FID detector and DB-Wax
capillary column (60 m X 0.32 mm internal diameter,
0.25 pm film thickness). 2 pL of the sample was injected in
the Split injection mode (50:1). The oven temperature was
programmed using four different ramps. The temperature
started at 40 °C, held for 0.5 min, then raised at a rate of
25 °C/min to 195 °C, then raised at a rate of 3 °C/min to
205 °C, then raised at a rate of 8 °C/min to 230 °C, then
raised at a rate of 20 °C/min to 260 °C, and finally kept for
5 min. The injector temperature was set at 250 °C and the
detector temperature at 260 °C. The flow rate of carrier gas
(helium) was 1 mL/min. Identification and quantification
of FAMEs were accomplished by comparing the reten-
tion times of peaks with those of pure standards purchased
from Sigma-Aldrich and analysed under the same condi-
tions. The results were expressed in percentage for each
component as the area under each peak relative total area
of peaks integrated.

Gas Chromatography-Mass Spectroscopy GC-MS analysis
of of FAMEs

The gas chromatography—mass spectroscopy GC-MS analy-
sis was performed on an AGILENT 6890 GC/CMSD 5973
equipped with a capillary column UB-Wax (30 m X 0.25 mm
internal diameter, 0.25 pm film thickness) and a 70 eV EI
quadrupole detector. Helium was the carrier gas, at a flow
rate of 1 mL/min. Injector and MS transfer line temperatures
were set at 250 °C and 220 °C, respectively. The column
temperature was programmed the same as the gas chroma-
tography. 1 pL of samples were injected using split mode
(50:1).

Dewaxing of lipids

Prior to the following determinations: antioxidant activity,
quantification of total sterol content TSC and total tocoph-
erol content TTC, the crude lipid fractions were dewaxed by
the following procedure. Crude lipids were first dissolved in
absolute ethanol, and then kept in the refrigerator for 24 h
to crystallize the waxes fractions; after that, the solution
containing frozen waxes particles was filtered, and finally,
the solvent was eliminated under vacuum pressure in a rotary
evaporator at 40 °C.

Tocopherols and sterols
Analysis of tocopherol composition by HPLC

Tocopherols were analyzed by HPLC using an Agilent 1290
Infinity apparatus equipped with a quaternary pump model
1260, an automatic liquid sample and a fluorimetric detector
(FLD 1260). The detection was set at 295 nm for excita-
tion wavelength and 330 nm for emission wavelength. The
separation column was a SI60 (250 mm X 4.6 mm internal
diameter, 5 pm film thickness, Lichrosorb, Merck KGaA
Darmstadt, Germany). The mobile phase was n-hexane/iso-
propanol, (99/1:v/v), in isocratic mode, with a flow rate set
at 1 mL/min, during 20 min. The column compartment was
set at 25 °C. Commercial standard (a-Toc) and a mixture (a-
Toc, p-Toc, y-Toc and 6-Toc) were co-injected with samples
for the identification of tocopherol isoforms (i.e. isomers).
Prior to HPLC analysis, 35 mg of lipids fraction was diluted
with 1 mL n-hexane and 20 pL of the solution was injected.

Determination of the total tocopherol content TTC

The total tocopherol content of the lipids was determined by
the spectrometric method described in reference [35] with a
few modifications. This method is based on the redox reac-
tion between tocopherols and ferric iron (Fe**) which is
reduced to ferrous iron (Fe2+). The latter, in the presence of
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specific reagents such as ortho-phenanthroline (1,10-phen-
anthroline), forms a stable red—orange complex with a very
high molar extinction coefficient at 510 nm.

From the standard solution of a-tocopherol in dichlo-
romethane, aliquots solutions with various concentrations
were prepared. To 2 mL of each solution, an aliquot was
added 1 mL of 1,10-phenanthroline reagent (0.4% in abso-
lute ethanol), then 1 mL of ferric chloride reagent (0.12% in
absolute ethanol) was added and the mixture was shaken for
5 min. The absorbance of the mixture was read at 510 nm. A
blank was run, consisting of 2 mL of dichloromethane, 1 mL
of 1,10-phenanthroline reagent and 1 mL of ferric chloride
reagent. The above described procedure was applied to sam-
ple solutions of dewaxed lipids. The TTC in the dewaxed
lipids were calculated using the calibration curve (linear
regression equation obtained experimentally by the standard
a-tocopherol). The results were expressed as a-tocopherol
equivalent in mg/(g of lipids).

Determination of the total sterol content TSC

This method is based on spectrophotometric absorption
according to the Liebermann-Burchard test (or acetic anhy-
dride test) [36, 37], based on a specific coloured reaction of
the 3 p-hydroxysteroids having a double bond in position
5-6. The sterols form a stable complex with the f-acetic
anhydride in an acid medium which absorbs in the visible
at a wavelength of 550 nm (the Liebermann spectral reagent
consists of 60 mL of acetic anhydride and 10 mL of concen-
trated sulfuric acid and 30 mL of acetic acid).

From a chloroform solution of cholesterol with a concen-
tration of 1 g/L, a series of solution dilutions were prepared
to plot a calibration curve linking the optical density to the
concentration. 1 mL of each diluted solution was mixed with
2 mL of the Liebermann reagent, then kept for 25 min to
allow reagent colour to fully develop and stabilize.

The above-described procedure was applied to dewaxed
lipid fractions. The TSC in the dewaxed lipids were calcu-
lated from the regression equation of the standard curve. The
results were expressed as cholesterol equivalent in mg/(g of
lipids) and in pg/(g leaves “d.w.”).

Antioxidant activity
Radical-scavenging activity (DPPH assay)

The antioxidant activity was determined by the DPPH
method, which is based on the evaluation of the free-radical
scavenging capacity. Briefly, 0.5 mL of the sample (dewaxed
lipids) diluted in absolute ethanol was mixed with 0.5 mL of
250 pM DPPH' prepared in absolute ethanol. The reaction
mixture was well shaken and incubated in the dark at room
temperature for a period time of 30 min. The absorbance of
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the resulting solution was read at 517 nm against a blank.
The antiradical activity was expressed as ICs, (mg/mL):
the concentration required to scavenge (inhibit) 50% of free
DPPH' initially introduced. The inhibitory percentage of
DPPH' was calculated according to the following equation:

[%(Inhibition%) = [1 - <Ai>] x 100%

0

where A, and A are the absorbance values of control and the
tested sample, respectively.

Antioxidants of reference (vitamin E and ascorbic acid)
were used for comparison purposes. All experiments were
performed in triplicate.

Bleaching ability of B-carotene in linoleic system

The inhibition of f-carotene bleaching by the lipid fractions
was determined according to the slightly modified method
described in literature [38]. A volume of 5 mL of a dichlo-
romethane solution of f-carotene at an initial concentration
of 0.1 mg/mL was added to a round flask containing 20 mg
of acid linoleic and 200 mg of Tween 80. Dichloromethane
was completely removed at 40 °C under reduced pressure in
Rotavap, and then 50 mL of distilled water was slowly added
and vigorously shaken. Aliquots (40 pL) of various solutions
concentrations were added to 1 mL of f-carotene/linoleic
acid emulsion. A control preparation was obtained by adding
40 pL of ethanol to 1 mL of f-carotene/linoleic acid emul-
sion. The absorbance of the preparations was measured at
490 nm initially and after 2 h of incubation in a water bath
at 50 °C. Antioxidative activity (AA%) in percent was cal-
culated using the following formula:

(Asuo - ACIZO)
(Ac0 - Aclzo)

where Ac is the absorbance of the control measured ini-
tially, at t=0 min (just before the incubation). As;,, and
Ac, are the absorbance of the tested samples and the con-
trol, respectively, measured after 2 h of incubation.

Results expressed in AA% were based on extract solu-
tions of initial concentrations of 2 mg/mL. The results were
also expressed in AA,, which is the concentration providing
50% p-carotene bleaching inhibition). Vitamin E was used
as a positive control. All trials were performed in triplicate.

AA% = x 100

Statistical analysis
Data analysis

Statistical analysis was carried out using XLSTAT Version
2016.02.27444. Experiments were conducted with three
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replicates. The results were expressed as the mean + SD of
three repetitions of the experiments.

Raw data obtained were analyzed through analysis of
variance (ANOVA) combined (as a post-test procedure) with
Tukey’s post-hoc (HSD) multiple range tests. p values of
less than <5% (p <0.05), were considered to be significant.
Correlations were determined using Pearson coefficient at a
level of significance of p <0.05.

Cluster analysis

Cluster analysis was performed using Agglomerative
Hierarchical Clustering AHC (using Ward’s technique)
with Euclidean distance measure. The calculus was per-
formed using a set of composed of 19 different fatty acids
samples (different plants from the region of Zeralda over-
spread at four months of the collection). The total number
of adopted variables was 9 (representing simply the major
identified FAs components in all represented individuals, or
the most influencing parameters that could make a difference
i.e. some minor compounds).

Results and discussion
Lipids and waxes contents

The lipid contents and their range variations obtained from
different individuals of P. lentiscus leaves harvested dur-
ing four months are shown in Table 1. Besides, their range
variations specific to each season and for the whole year
plant cycle (data presented statistically) are summarized
in Table 2. The waxes content percentage was found to be
very high (9.47-68.96%) in comparison with lipids content
(1.33-4.12%). Although the values of lipids contents were
low, it was observed that their monthly mean yields could be
considered roughly constant (Table 2, Fig. 1). No significant
difference (p <0.05) was found between lipids mean yields
and months of collection.

The waxes content mean value for each month (season)
increased slightly, gradually and linearly from mid-spring
(April) to mid-winter (January) (Fig. 1). But when con-
sidering its corresponding ANOVA + Tukey’s analysis, no
significant differences were obtained between the monthly
mean values. This was expected since randomly collected
samples, presented a considerably large range of variation
for each season, an exception was made for January (winter)
where the range variation was relatively narrow. The range
variation for the overall samples was 9.47-68.96%, which
corresponded to a mean value of 52.60 + 18.15%.

For comparison purposes, if we consider other species of
this plant, the lipid content could be considered very interest-
ing when compared with other parts (especially fruits) rich

in oils and provided by literature. The maximum obtained
yield value of 4.12% was only about 3 to 8 times lower than
the yields obtained by the fruits of P. lentiscus from Algeria
reported by Charef et al. [29], in which they found 11.7%
and 32.8% for red and black fruits, respectively. Moreover,
the obtained yield was not far different from both of Quercus
ilex L. and Quercus suber L. in which they exhibited identi-
cal yield values of 9.0% (from the parts of the fruits), and
were also reported by Charef et al. [29].

Fatty acids composition

The results of gas chromatography GC and gas chromatog-
raphy coupled to the mass spectroscopy GC-MS analysis of
the FAMEs of P. lentiscus leaves obtained during different
harvest months (seasons) are shown in Table 1. Their statisti-
cal representations are also summarized in Table 2. The iden-
tification of the FAMEs showed some clear variability of the
compositions. For whole investigated samples (throughout
a year), the percentages ranges of main saturated fatty acids
SFA detected were: myristic acid (C14:0=2.94-16.61%),
palmitic acid (C16:0=5.31-15.98%), capric acid
(C10:0=0-13.88%), lauric acid (C12:0=0-8.09%), and
arachidic acid (C20:0=0-7.07%). On the other hand,
the main unsaturated fatty acids USFA were a-linolenic
acid (C18:3=5.04-48.92%), followed by linoleic acid
(C18:2=5.49-16.99%), oleic acid (C18:1=3.42-14.90%)
and (C20:1=0-6.56%). Other compounds were found to be
of low overall abundance. In both SFA and USFA classes,
the range of variation extent was very considerable and very
important, which reflects the existence of a considerable var-
iability of the composition within this plant part metabolite.
Based on a quick literature survey [32—34], serval minor FA
compounds (C15:1, C17:1, C22:0 and C24:0) were reported
for the first time herein this investigation.

For the entire samples, USFA fraction composition
showed the highest percentages, that were ranging from
33.58 to 68.93%, and which were mostly represented by high
amounts of polyunsaturated fatty acids PUFA in the range of
(18.54-65.27%). Alternatively, the SFA range variation was
varying from 21.96 to 45.57%.

When the average season percentage value of each FA
class was examined, the result (schemed in Fig. 2a) showed
that pairs of MUFA & SFA were presenting a pretty simi-
lar pattern of decrease over the seasons (April-January). In
return, PUFA & ) USFA were presenting also pretty similar
evolution pattern, but this time of increase during the same
period.

The results of ANOVA combined with Tukey’s tests
showed a significant difference in MUFA content between
January and both months of April and August. Alternatively,
no significant difference was spotted between these two con-
secutive periods (April and August). For PUFA, a significant

@ Springer
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Table 1 (continued)

Fatty acids composition (%)

Fatty acids
compo-
nents

January

October

August

April

Z-Jan(3) Z-Jan(4) Z-Jan(5)

Z-Jan(2)

Z-Oct(3) Z-Oct(4) Z-Oct(5) Z-Jan(l)

Z-Oct(2)

Z-Aug(l) Z-Aug2) Z-Aug(3) Z-Augd) Z-Aug(5) Z-Oci(l)

Z-Apr(2) Z-Apr(3) Z-Apr(4)

Z-Apr(1)

0.90 1.63 0.91 0.78 0.81 0.97 1.25 0.79 1.78 1.34 2.39 1.11 1.32 1.42 3.14 1.30 1.27 2.38 2.37

USFA/

SFA
(%)

Lipids

1.74 3.32 3.44 1.88 1.33 1.90 1.68 3.37 2.67 2.80 1.54 3.96 3.53 2.76 1.94 2.50 4.12 3.49

83

1.

yield (%)

dw

54.08 59.85 59.92 52.39 66.63

66.17

60.64 57.89 54.50 9.47 45.39 62.33 66.75 11.53 68.09 68.96 60.66 51.07 23.03

Waxes in

lipids

(%) mass

2'SFA sum of saturated fatty acids, >MUFA sum of mono-unsaturated fatty acids, 2> PUFA sum of poly-unsaturated fatty acids, 2 USFA sum of unsaturated fatty acids, USFA/SFA ratio “unsatu-

rated/saturated” fatty acids

difference was found between April and both months of
October and January. In conclusion, there is a significant dif-
ference between the winter (end of the year) and the spring
(beginning of the year) for MUFA and PUFA contents.

The unsaturated fatty acids to saturated fatty acids ratio
USFA/SFA (mean value) of was not steady, it increased
slightly from April (1.05+0.39%) to August (1.12+0.41%)
“In fact mean values were pretty close”, then increased
steeply to reach a maximum value of (2.09 +£0.80%) in Janu-
ary “which was almost double to April” (Fig. 2b). These
values reflected the oil beneficial best properties in the first
stage of development (January). Finally, and due to the large
variability of the USFA/SFA ratio in each season, no sig-
nificant difference was observed between the investigated
months. Similarly, no significant difference was obtained
for SFA and ) USFA during the season.

The overall values of USFA/SFA are suggested to vary
from moderate to good values, and these values give the
oils a good character of prevention to oxidation. In a more
specific way, the MUFA are important because of their nutri-
tional implications and their effect on the oxidative stability
of the oil. These results suggested that the P. lentiscus oil
leaves may serve as a potential dietary source of MUFA
and PUFA. According to literature, it has been recognized
that a diet rich in MUFA may be an alternative choice to
a low-fat diet, which may lower blood cholesterol levels,
modulates immune function decrease susceptibility of oxi-
dation of LDL and improve the fluidity of HDL [39]. The
PUFA-enriched diet may also be important for the structure
and function of many membrane proteins, including recep-
tors, enzymes, and active transport molecules [40].

In the case where the mean season values were consid-
ered for the evolution patterns of a-linolenic acid (C18:3),
linoleic acid (C18:2), and oleic acid (C18:1), and when
referring to Fig. 3, it is obvious that C18:3 is steeply increas-
ing throughout the seasons (from spring until winter). For
C18:2, the evolution pattern was a little bit different, starting
with a slight decrease from spring to summer, then switch-
ing to steadily increasing toward winter. On the other hand,
C18:1 took a different evolution course with the highest val-
ues recorded during April, August and October, and then a
noticeable decrease in January. This state of evolution was
consolidated by ANOVA analysis in which a significant
difference between January and the rest of the months for
C18:1 was confirmed. On the opposite side, and for C18:2,
a significant difference was obtained this time between Janu-
ary and August. For the case of C18:3, a significant differ-
ence was obtained between April and January.

For C16:1 and C18:0, moderate decreases of mean val-
ues were observed from April until January. For C10:0 and
C12:0 similar trends were observed (curved evolution),
but maximum values differed according to the months for
each component (October and August for C10:0 and C12:0,

@ Springer
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respectively). C14:0 and C16:0 presented mostly similar
trends of decreasing patterns. An exception was made for
January, where a little increasing of C14:0 was observed.

On the opposite side of both C16:0 and C18:0, the follow-
ing FA compounds C10:0, C12:0, C14:0, C16:1, C20:0 and
C20:1, did not present any significant difference throughout
the season. C16:0 showed significant differences between
pairs made from April, August and January, whereas C18:0
showed a significant difference in January versus both April
and August.

The identification of the FAMEs showed some clear vari-
ability of the composition of the leaves during the seasons.
It should be noted that PUFA are essential to human devel-
opment and health, moreover, they are highly important in
cancer risk reduction, and also required to improve cardio-
vascular illnesses [41] and, due to their role in preventing
inflammation and cerebrovascular diseases; they were also
studied as potential therapeutic agents for neuroprotective
effects [42].

It should be highlighted that a-linolenic acid was the
dominant USFA in winter where it presented a maximum
mean value of 31.31+10.92%, It is worth noticing that
a-linolenic acid shows many protective effects (cardiovascu-
lar-protective, anti-cancer, neuroprotective, anti-osteoporo-
tic, anti-inflammatory, and antioxidative effects) against a
myriad of diseases [43]. Oleic acid was also present in rela-
tively high amount in comparison with other MUFAs identi-
fied. More specifically, the highest average values of oleic
acid were obtained for April and August with mean values
of 10.85+2.90% and 10.75 +2.40%, respectively. Accord-
ing to a previous study, the oxidative stability of P. atlantica
fruit oil was associated with a high content of oleic acid [44].

Regarding the saturated fatty acids SFA, and for all ana-
lysed samples, palmitic acid showed its highest mean value
in spring (13.99 +1.74%), followed by myristic acid detected
with a slightly lower mean percentage (11.04+3.73%).

It was noted with interest that the significant proportion
of a-linolenic acid found in the leaves was much more higher
than those reported in previously published studies; thus,
Yousfi et al. [45] and Benhassaini et al. [44] recorded 0.8%,
and 0.42% respectively for P. atlantica fruit from Algeria.
Samani et al. [46], reported 1.09% for Atlas pistachio seeds
from Iran. Trabelsi et al. [22], registered 13.18% and 0.68%
at the first and last stages of maturation for P. lentiscus fruit
from Tunisia. Belyagoubi-Benhammou et al. [47], obtained
0.44% for P. lentiscus fruit from Algeria Belyagoubi-Ben-
hammou et al. [47].

For a better understanding of similarities and/or differ-
ences between the studied samples in terms of FAs composi-
tions, cluster analysis was performed using Agglomerative
Hierarchical Clustering AHC. The results of AHC schemed
in the dendrogram of Fig. 4, showed four clearly distin-
guished clusters (cluster 1: Z-Jan(1,5), Z-Oct(2)), (cluster 2:

SEMP
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947 68.96 52.60
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Table 2 (continued)

Fatty acids components
“Number of samples used: n
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Fig.1 Variation in lipids

and waxes contents (mean
value + SEM of each season) of
Pistacia lentiscus leaves. Mean
values followed by the same
letter over experimental points
are not significantly different
(p>0.05) according to Tukey’s
(Multiple Range Test)

Fig.2 Bars representation of
the variation in different classes
of fatty acids compositions of
the Pistacia lentiscus leaves
during different seasons (mean

values + SEM were considered).

Mean values followed by the
same letter over experimental
points are not significantly
different (p >0.05) according to
Tukey’s (Multiple Range Test)
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Fig.3 Bars representation of the variation in main identified fatty
acids compositions of Pistacia lentiscus leaves during different sea-
sons (mean values + SEM were considered). Mean values followed by

Z-Jan(2,3,4), Z-Aug(3), Z-Oct(4)), (cluster 3: Z-Apr(1,3,4),
Z-Aug(1)) and (cluster 4: Z-Apr(2), Z-Aug(2.,4,5),
Z-0ct(1,3,5)). Which indicated an existing dissimilarity of
the studied samples (provide some evidence for the exist-
ence of some variability of the chemical composition). The
variance decomposition for the optimal classification was:
35.03% within-class and 64.97% between-class. The differ-
ent obtained clusters showed that there was no clear distinc-
tion between the different seasons for obtained classification,
which endorsed the variability hypothesis and the biodiver-
sity of the compositions for the FAs in this plant part.
Cluster 1 was characterized by the highest mean value
of C18:3 (40.37 +7.71%), then this mean value decreased
in the following order: cluster-2 > cluster-4 > cluster-3, with
respective means values of 24.96 +3.15%, 17.46 +1.70%
and 8.48 +2.80%. A similar trend was observed for C18:3,
but in this case the differences of the mean percentage
values between classes were quiet narrow: 14.26 +2.99%,
11.73+0.77%, 9.66 +2.38% and 8.41 +1.95%, for clus-
ters 1, 2, 4 and 3, respectively. Alternatively, both pairs of

the same letter over experimental points are not significantly different
(p>0.05) according to Tukey’s (Multiple Range Test)

clusters 1 and 2 and 3 and 4 were presenting similar mean
values of C18:1. For clusters 1 and 2, the values were
6.14+3.31% and 6.86 +4.03%, respectively. The mean per-
centage value of C18:1 was a little higher for clusters 3 and
4:10.03 £1.48% and 10.03 +2.77%, respectively. For C16:0
and C14:0, the three clusters 1, 2 and 4 were exhibiting simi-
lar percentages (C16:0=8.22-9.48%, C14:0=6.68-7.21%)
which were a little bit lower than registered for cluster 3
(C16:0=13.33+1.93%, C14:0=10.51+4.15%). Finally,
cluster 3 was distinguished with its higher percentage of
C10:0 (9.32+4.05%) in comparison with the rest of the
clusters (3.39+1.50%, 4.88 +4.30% and 6.86 + 3.47% for
clusters 1, 2, and 4, respectively).

Tocopherols and sterols
Tocopherols composition analysis

Tocopherols (vitamin E isoforms) are well known natural
antioxidants whose presence in oils is often correlated with
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Fig.4 Dendrogram obtained Dendrogram
from a cluster analysis of
. . . 1600
nineteen samples of fatty acids
of Algerian Pistacia lentiscus
leaves. Samples are clustered
using Ward’s technique with a 1400
Euclidean distance measure
1200
Cluster (1)
1000
>
£
=
)
T 800
2
=)
Cluster (2)
600
400
Cluster (3) Cluster (4)
200
0 g 8w & T € 2 8 T 8 & & § § & oa 8§ g gt
FEE 2 72 R 5 FE 8 38 28 E
N N N N N N N N N N N N N N N N N N N

a relatively high abundance of USFA. The result of the
tocopherol percentages determined by HPLC analysis was
exposed in Table 3. The data revealed that all investigated
lipid samples contained a substantial amount of a-tocopherol
“most important and requested vitamin”, ranging from 30.97
to 97.57% (with “mean value” + SD=62.24 +19.57%).
Furthermore, the y-tocopherol was completely absent in all
samples. For most investigated samples, the percentage of
p-tocopherol was low (0.0-9.8% “minor compound”), except
for samples Z-Jan(5), Z-Apr(3,4), where its percentage was
relatively significant (13.93-28.18%). For §-tocopherol, its
percentage was moderately significant in the majority of
studied samples (7.59-65.17%), except for sample Z-Apr(1)
where its percentage was very low (2.43%).

For the three tocopherol isoforms, it seems that the
standard variation boundary was very narrow for Janu-
ary (Winter) and August (Summer), which was the oppo-
site for April (Spring) and October (Autumn) where the
standard variation became sustainably larger (Fig. 5).
For a-tocopherol, the variation of the mean percentage
value seems to be constant for winter and spring, then
decreased to reach similar values in summer and autumn
(Fig. 5). This pattern was exactly the opposite of the case
of 6-tocopherol. As a result, the maximum content of
a-tocopherol was available in winter and spring, but the
highest content of J-tocopherol was reached in summer
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and autumn. The percentages of determined large arrays
of tocopherols (isoforms) suggested the presence of some
perceptible variability of the composition that in some
cases overlaid the perception of the evolution throughout
the seasons. The results ANOVA analysis showed that only
o-tocopherol presented a significant difference between
August and both January & April.

Quantification of total tocopherol contents

The results of the quantification of total tocopherol con-
tent TTC in the dewaxed lipid fractions obtained from
the leaves of P. lentiscus are summarized in Table 3. The
total content for individuals varied widely from 1.75 to
9.49 mg/g, with a mean value of 3.93 +1.66 mg/g. This
confirms the existence of some noticeable variability of
the composition for the tested individuals. On the other
side, the TTC mean value for investigated seasons showed
pretty close values which were ranging from 3.71 to
4.42 mg/g, which was thereafter confirmed by statistical
analysis (No significant differences was found between
seasons) (Fig. 6). Similar trends were observed for the
SD of waxes, and which were previously discussed above.
In reality, no significant difference was obtained for TTC
during the season.



Seasonal variability of chemical composition and antioxidant activity of lipids (fatty acids...

1951

Table 3 Tocopherols and sterols contents in the lipids fractions obtained from the leaves of Pistacia lentiscus

Months of Lipid samples Total sterols content Total tocopherols content Tocopherols composition
collection codes percentage (%)*
(mg/g lipids) (ug/g leaves “d.w.”)  (mg/g lipids) (ug/g leaves a-Toc p-Toc 6-Toc
“d.w.”)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
April Z-Apr(1) 202.74 7.81 371512 0.14 3.30 0.06 100.7 10.5 97.57 nd 243
Z-Apr(2) 245.01 0.47 4264.63 0.01 3.30 0.15 126.5 2.5 69.20 5.69 25.11
Z-Apr(3) 263.85 20.75 8756.03 0.69 4.05 0.25 164.3 8.3 66.52 13.93 19.55
Z-Apr(4) 295.00 6.72 10138.65 0.23 4.18 0.15 175.6 5.0 54.04 28.18 17.79
August Z-Aug(1) 281.84 477 5305.66  0.09 9.49 0.17 245.7 32 65.28 2.72 32.00
Z-Aug(2) 200.17 6.67 2659.72  0.09 4.49 0.04 59.7 0.5 67.80 nd 32.20
Z-Aug(3) 200.47 3.92 3807.82  0.07 2.09 0.14 39.7 2.6 43.09 6.13 50.78
Z-Aug(4) 228.83 1.72 3852.05 0.03 1.75 0.26 26.9 44 30.97 3.86 65.17
Z-Aug(5) 232.77 13.62 7836.03 0.46 4.26 0.16 143.5 5.5 49.98 nd 50.02
October Z-Oct(1) 188.47 6.07 5026.93 0.16 437 0.21 106.9 5.6 36.02 9.80 54.19
Z-Oct(2) 171.13 9.33 4796.75 0.26 3.87 0.09 103.8 2.5 54.86 7.08 38.06
Z-Oct(3) 203.66 2.86 3133.84  0.04 1.94 0.07 27.3 1.1 33.64 5.12 61.23
Z-Oct(4) 177.33 4.13 7026.89  0.16 3.03 0.19 110.2 74 4496 6.59 48.44
Z-Oct(5) 147.70 2.04 5214.61 0.07 5.36 0.21 148.7 74 87.93 3.55 8.52
January Z-Jan(1) 149.97 3.87 4132.83 0.11 4.54 0.32 125.0 8.9 75.99 3.90 20.10
Z-Jan(2) 175.61 11.88 3404.18 0.23 4.61 0.19 89.4 3.7 89.17 3.24 7.59
Z-Jan(3) 171.84 9.55 4302.18 0.24 3.20 0.16 80.1 4.0 79.06 4.34 16.60
Z-Jan(4) 167.40 7.48 6897.34  0.31 3.70 0.10 152.4 43 7797 4.35 17.68
Z-Jan(5) 143.37 6.83 499730  0.24 3.15 0.10 110.0 35 58.51 14.02 27.47

nd not detected

#Percentages determined by integration of surface area using HPLC analysis technique
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Fig.5 Bars representation of the variation in identified tocopherol
isomers compositions of Pistacia lentiscus leaves during different
seasons (mean values + SEM were considered). Mean values followed
by the same letter over experimental points are not significantly dif-
ferent (p > 0.05) according to Tukey’s (Multiple Range Test)

Quantification of total sterol contents

Recently, the cosmetic, drug and alimentary/nutraceutical
industries have focused attention on low-cost renewable

resources, rich in lipid-related compounds such as phytos-
terols which are an important part of the unsaponifiable
matter of vegetable oils. The analysis of the sterols pro-
vides rich information about the quality and the identity
of the oil investigated, and for the detection of oil and
mixtures not recognized by their fatty acids profile [21].

The results of the quantification of total sterol content
TSC in the dewaxed lipid fractions obtained from the
leaves of P. lentiscus are presented in Table 3. The leaves
were very rich in TSC, since their content was by far more
important than those of TTC. The total content changed
notably from the lowest value of 173.7 to the highest one
of 295.0 mg/g, with a mean value of 202.48 +44.73 mg/g.

The TTC mean values, corresponding to each month
were decreasing gradually from April until January, with
almost similar pace each season (Fig. 6). Moreover, it was
observed that larges ranges of variations were recorded
for the investigated seasons; besides, the corresponding
standard deviation was decreasing from April to January.
Finally, and at the opposite case of TTC, a significant dif-
ference between April-August and October-January was
determined.
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Fig.6 Bars representation of the variation of total sterols and total
tocopherols contents of Pistacia lentiscus leaves during different sea-
sons (mean values + SEM were considered). Mean values followed by
the same letter over experimental points are not significantly different
(p>0.05) according to Tukey’s (Multiple Range Test)

Antioxidant activity
DPPH assay (free radical scavenging activity)

The antioxidant activity of the lipid fractions was deter-
mined in vitro using DPPH' (1,1-diphenyl, 2-picrylhydrazyl)
assay. The results are summarized in Table 4. The obtained
values of IC5, suggested low antioxidant activity when com-
pared to antioxidants of reference (vitamins C and E), but
the overall values were very interesting in comparison with
the majority of common lipid fractions. Besides, and since
there was a low variability of the IC, values for the differ-
ent investigated samples, the overall range of IC, values
was tight (2.31-7.28 mg/mL), with a mean and an SEM of
4.09+1.37 mg/mL.

Among tested samples, the minimum ICs, value recorded
belonged to the sample Z-Aug(5) which exhibited the high-
est antioxidant activity. At the opposite side, the maximum
ICs, value (reflecting this time the lowest antioxidant power)
was registered for Z-Oct(3) sample.

Regarding the evolution of IC5, mean value during each
month, it was noticed that August month presented the high-
est IC, value (lowest activity). On the opposite side, the rest
of the months which by the way were characterized by close
activities, were exhibiting the highest activities (Fig. 7). In
reality, no significant variation (p < 0.05) of the antioxidant
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power was obtained between the four months, which is logic,
since SEM values were highly important for both August
and October months and also since the difference between
the minimum and maximum ICs, values was not substantial.

B-carotene bleaching test

The result of the f-carotene bleaching test was summarized
in Table 4. The antioxidants of reference showed differ-
ent responses in terms of their activity AA% (efficiency
for 2 mg/mL extract). Explicitly, vitamin C presented very
weak activity in comparison with the rest of the antioxi-
dants, whereas BHA and BHT were very effective antioxi-
dants. Furthermore, vitamin E was also exhibiting practi-
cally lower but close activity to both BHA and BHT. The
range variation of AA% was noticeable, and was varying
from 24.89 to 75.65%, which corresponds to a mean value
of 47.65+16.95%. The activities values were also expressed
in terms of AAs,. In this case the the antioxidant activity
AA, of the lipid samples showed some variability of this
efficiency ranging from 1.11 to 3.37 mg/mL; the lowest
value (higher activity) was recorded for sample Z-Aug(2),
whereas the highest one was registered for sample Z-Apr(3).
Although, lipids presented very weak activity (AA%) in
comparison with vitamin E, BHA and BHT, they presented
close but higher than recorded for vitamin C.

Regarding the evolution of the mean AA, value during
the season, initially we could notice that the standard varia-
tions were this time very large for all studied months (large
variability) in comparison with the previous case of DPPH
assay. Second, the evolution trend was very similar to a fluc-
tuation curve (sinusoidal). The AAs, values were alternating
from a month to another, with the highest and similar mean
activities for both August and January, then lowest and also
similar activities for both April and October (Fig. 7). In real-
ity, no significant variation of the antioxidant activity was
obtained during the season.

Correlations

To determine possible existing correlations between the fol-
lowing variables: antioxidant activities (two assays), TTC,
TSC, compositions of C18:1,2,3 and tocopherol isoforms (a,
p, 6-Toc), a matrix correlation based on Pearson coefficient
(» <0.05) was determined using XLSTAT software. The
results were gathered in Table 5. No significant correlation
was obtained between the DPPH and f-carotene assays. A
medium significant negative correlation was found between
a-tocopherol and both DPPH (— 51.7%) and f-carotene
(— 51.6%) assays. f-tocopherol exhibited medium but
positive correlation with f-carotene (52.3%). The same
case observed for 6-tocopherol with DPPH assay (54.7%).
Besides, both isoforms a-tocopherol and d-tocopherol were
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Tab.leé_l Seasor_la.l variation of Antioxidant activity
antioxidant activity (DPPH
assay and f-carotene test) of the DPPH assay p-carotene test
lipid fractions obtained from the .
leaves of Pistacia lentiscus Months of collection Sample codes 1Cs, (mg/mL) AAs, (mg/mL) AA% (2 mg/
mL)
Mean SD Mean SD Mean SD
Lipid extract samples
April Z-Apr(1) 3.70 0.10 1.62 0.10 7131  0.10
Z-Apr(2) 4.38 0.30 2.63 0.08 3631  0.08
Z-Apr(3) 3.16 0.08 3.37 0.22 2489 0.22
Z-Apr(4) 3.88 0.05 297 0.10 3155  0.10
August Z-Aug(1) 3.72 0.03 1.23 0.04 75.65  0.04
Z-Aug(2) 491 0.28 1.11 0.06 7533  0.06
Z-Aug(3) 6.11 0.12 2.83 0.01 3349  0.01
Z-Aug(4) 6.85 0.23 2.85 0.02 32.03  0.02
Z-Aug(5) 2.31 0.05 2.08 0.01 47.82  0.01
October Z-Oct(1) 2.61 0.04 2.25 0.11 4357  0.11
Z-Oct(2) 3.33 0.15 2.67 0.06 3629  0.06
Z-Oct(3) 7.28 0.32 322 0.51 26.40  0.51
Z-Oct(4) 4.37 0.16 2.02 0.07 49.52  0.07
Z-Oct(5) 2.44 0.08 1.63 0.03 61.80  0.03
January Z-Jan(1) 3.62 0.35 1.53 0.04 61.61  0.04
Z-Jan(2) 3.30 0.14 1.43 0.04 7172 0.04
Z-Jan(3) 3.87 0.30 2.59 0.07 3724  0.07
Z-Jan(4) 3.49 0.30 2.47 0.04 4243 0.04
Z-Jan(5) 4.44 0.02 2.21 0.02 4640  0.02
Antioxidants of reference Vitamin E 0.0110 0.0023 0.0021 0.0001 85.14
Vitamin C 0.0057  0.0007 - 0.71
BHA - - 96.00
BHT - - 96.62
(a) (b)
7.00 a 4.00
6.00 2 :ET 3.50
B ® 3.00
%’ 5.00 " . g 5 5o
£E 400 T T 2
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Fig.7 Bars representation of the variation of antianxidant activity

of lipids of Pistacia lentiscus leaves during different seasons

Months of collection (Seasons)

Mean values followed by the same letter over experimental points are

(mean not significantly different (p>0.05) according to Tukey’s (Multiple
values + SEM were considered). a DPPH assay; b f-carotene assay. Range Test)
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Table 5 Correlation matrix (Pearson coefficient at p<0.05) between antioxidant activities (DPPH assay and f-carotene test), C18:, tocopherol

isomers (isoforms), TTC and TSC

DPPH  f-carontene a-Toc p-Toc 6-Toc TTC TSC C18:1w9 Cl18:2w6  Cl18:3w3

(ICsp)  (AAsy) (%) (%) (%) (mg /g lipids)  (mg/g lipids) (%) (%) (%)
DPPH (ICs) 1 0.372 —-0.517 —-0.038 0.547 — 0.547 0.094 0.041 —0.145 —0.063
p-carontene (AAsg) 1 -0.516 0.523 0.352 —0.601 0.282 0.081 0.038 —0.107
a-Toc (%) 1 —-0.263 —0.942 0.348 —0.242 -0.274  0.211 0.057
p-Toc (%) 1 —-0.075 -0.088 0.357 —-0.020  0.129 —0.120
é-Toc (%) 1 —0.329 0.127 0.290 —0.263 - 0.017
TTC (mg /g lipids) 1 0.067 0.155 -0.179 -0.322
TSC (mg/g lipids) 1 0.573 —0.595 -0.738
C18:1w9 (%) 1 —0.296 —0.457
C18:2w6 (%) 1 0.687
C18:3w3 (%) 1

TTC total tocopherols content, 7SC total sterols content, Toc tocopherol

Values in bold are different from O with a significance level «=0.05

negatively and strongly correlated (— 94.2%). Furthermore,
TTC was correlated at a medium rate but negatively with
both f-carotene (— 60.1%) and DPPH (— 54.7%). For TSC, it
presented a good negative correlation with C18:3 (— 73.8%),
and medium negative correlation with C18:2 (- 59.5%).
Inversely, TSC showed also a medium but positive correla-
tion with C18:1 (57.3%). Finally, C18:3 and C18:2 were
mutually correlated with a good a coefficient (68.7%).

Conclusion

One of the objectives of the food industry is to provide the
nutrients required for health (termed nutritional quality of
food). Another important goal of this industry is to extend
the period during which a food remains wholesome (the
shelf life) by preservation techniques that inhibit microbio-
logical or biochemical changes. For human health, fats and
particularly vegetable oils are considered as an important
source of energy when glucose is not available. Besides,
the search for effective, natural compounds with antioxidant
activity has been intensified in recent years to replace syn-
thetic products with natural ones. The lipids of leaves of P.
lentiscus were rich in different and very important USFAs:
C18:2&3, but presented large variability of their composi-
tion: linoleic (2.94-16.99%), linolenic (5.04-48.92%) and
oleic acid (3.42-14.90%), these FAs are known for their
multiple dietary, pharmaceutical and clinical benefits. The
naturally occurring fatty acid: conjugated linoleic acid
(C18:2), presents different proprieties such as anti-athero-
genic and anti-carcinogenic [48]. In the same context and
besides its role in reducing cardiovascular disease risk,
a-linolenic acid (C18:3) presents also dietary effects such
as anti-inflammatory and antiatherogenic [49].
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The evolution and the variability of lipids metabolites
composition of leaves of P. lentiscus was investigated dur-
ing several months representing mid-seasons of spring,
summer, autumn and winter. Generally, this investigation
results confirmed that the season has a significant effect
on the present material metabolites (especially for some
fatty acids components and §-tocopherol isoform). PUFA
reached their maximum content in autumn and winter. At
the opposite of C18:1&2 which was significantly constant
during the whole season, C18:3 percentage reached its
highest value in winter. For palmitic acid, its percentage
was the lowest in winter but rose to its highest value in
spring. Besides, TSC reached also its highest content in
spring. For tocopherols, it seems that the highest value of
6-Toc is obtained in summer. For a,f-Toc, it seems that
their percentages were steady, although they presented
large variability of their percentage compositions. Finally,
TSC presented the highest average value in spring.

The large variability of metabolites compositions and
their contents was recorded for each period of plant col-
lection throughout a year (four seasons). This large vari-
ability overtook on the seasonal variation, which means
that seasonal variation was less determining parameter in
comparison with the variability for the majority of param-
eter variations studied. Finally, four different clusters
fingerprinted the FA composition of the studied popula-
tions; these clusters were independent of the season of the
collection.

The main result of this study illustrates the nutritional
potential of the oil of P. lentiscus leaves, and gives valu-
able information about the optimal harvesting time of the
lipid metabolites, which can provide opportunities for
rational exploitation for medicinal purposes and in the food
industries.
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e lentisque est un arbuste qui pousse principalement autour du bassin mediterranéen:
Afrique du Nord : Maroc, Algerie, Tunisie, Libye, Egypte.
Europe : Portugal, Espagne, France, Corse, Sardaigne, Italie, Croatie, Albanie, Grece, Turquie.
Asie : Iran, Irak, Syrie, Liban, etc. ,
a I’etat sauvage dans les garrigues, les lieux boises, le maquis, et les sols en friche. Cet arbre
peut mesurer de 2 a 5 metres de haut. Les feuilles de ce petit ligneux sont
persistantes, paripennées, avec 4 a 10 folioles elliptiques, coriaces et luisantes et le petiole est
nettement aile. On trouve des pieds males et femelles distincts (espece diolque) qui fleurissent [T UGG UM S
en grappes denses en mois de Mai. L U i e
* Pistacia Lentiscus est connue pour ses propriétés medicinales depuis l'antiquite. Les feuilles
sont pourvues d'action anti-inflammatoire, antibactérienne, antifongique, antipyretique, astringente,
=&d hepato-protective, expectorante et stimulante. Elles sont egalement utilisées dans le traitement
Rl d’autres maladies telles que I’eczéma, infections buccales, diarrhées, lithiases rénales, jaunisse,

maux de téte, ulceres, maux d'estomac, asthme et problemes respiratoires.

Résultats

Etat physique, couleurs et rendements

Extraction liquide-liquide des extraits phénoliques
Gk Ll Concentration
Aspect | Odeur |Couleur| d’extraction @/
(%)
Pate | Agreable | \ert 5.33 S
Pate | Agréable | \ert 6.0 60.0
Pate | Agreable | \ert 7.66 76.6
pate | Agreable | vert 5.66 56.6
Pate | Agreable | \ert 55.66 556.6
Pate | Agréable | \ert 5.66 56.6

Tener en flavonoides des différentes
feuilles etudiees en mg/g de tourteaux

EVALUATION DE POUVOIR ANTIOXYDANT

L’activité antioxydante a eté déterminee in vitro en utilisant deux essais differents :
le test DPPHe (piégeage du radical libre 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

et le test PPM (la réduction des molybdates en Molybdene). 5 2 89
Les valeurs d’ECy, et de I'ARP Les valeurs d’EC, et du ’ARP
des différents extraits dans les tests du DPPH des differents extraits dans le test du PPM 25 - 2.41
| a7,
7 . — . 2,15
Echantillons | EC., (g/L) ARP (L/g) Echantillons | EC., (g/L) ARP (L/g) % §
Z. 2.86 1.17 Z,, 2.6 0.19 ct 2
72}, 0.72 1.38 7 2.48 0.20 g S 1.52
Z., 1.06 0.95 Z., 2.18 0.22 =S\, 1,192
Yy 0.47 2.13 Zy; 2.68 0.18 == by
Z14 5.28 0.19 Zy4 37.06 0.03 = E
Vitamin C 0.01 88.13 Vitamin € 0.09 11.25 '
Vitamin E 0.02 47.45 ML E S AL 0 | | | | | |

Z11 7221 Z31 Z41 Z14 224

CO”CIUS'O” Echantillons

Les résultats obtenus montrent la richesse des feuilles du Pistacia Lentiscus en flavonoides, exprimés en
equivalent de quercétine et qui varie dans Pintervalle (0,25-2,88)mg/g. Les résultats des tests de Pactivité
antioxydante (deux techniques DPPH et PPM) montrent que tous les extraits des échantillons etudiées présentaient
des pouvoirs antioxydants assez importants. L’évaluation quantitative du pouvoir piegeur des extraits vis-a-vis du
radicaux DPPH* montre que I’extrait Z,, est le plus actif, avec un EC., de I’ordre de 0,47 g/L. En contre partie, le
test de la capacité reductrice des ions (molybdene hexavalent) a montre que P’extrait Z,, est le meilleur réducteur
avec une activité de I’ordre de 2,18 g/L.
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Lentisque, arbre au mastic, pistachier lentisque, restincle I'I.- LA L
1

Pistacia lentiscus r Le lentisque est un arbuste qui pousse

Anacardiacees (Anacardiaceae) principalement autour du bassin méditerraneen :

Mastic tree, lentisc, cyprus sumac, lentisk Afrigue du Nord : Maroc, Algérie, Tunisie, Libye.

Egypte;
Europe : Portugal, Espagne, France, Corse, Sardaigne;

Arbuste ornemental a baies rustique jusqu'a -10°C
Rosidae

Semis et bouturage : : : : :
: , <l Italie, Croatie, Albanie, Grece, Turquie;
Jardin d'agrement, bac, haie libre

Asie : lran, Irak, Syrie, Liban, etc.;

Sapindales
a I’état sauvage dans les garrigues, les lieux

Tracheobionta—plantes vasculaires B _ _
boises, le maquis, et les sols en friche.

Darow

Utilisationttraditionnelle et proprictes pharmaceutiques

Pistacia lentiscus est connue pour ses proprietes medicinales depuis I'antiquite. La déecoction des

racines sechees est efficace contre I’inflammation intestinale et d’estomac ainsi que dans le traitement de

I>ulcere. La partie aerienne de Pistacia Lentiscus est largement utilisée en medecine traditionnelle dans le

| traitement de I'hypertension arterielle grace a ses proprietes diurétiques.

T , 153 Les feuilles sont pourvues d*action anti-inflammatoire, antibacterienne, antifongique, antipyrétique,
i astringente, hépato-protective, expectorante et stimulante .

A SN i I R T Elles sont egalement utilisees dans le traitement d’autres maladies telles que I’eczéma, infections

e .5:\?".\. e Ay L0 ) & R o hl -~ L 3 %
N V- - s N - } & : ’ Aty & Al " D B s T
‘!‘_\ e PR MR N J L3 4 "!!!}:- et .5"; ..~: ‘_b\r’.-. & X “"-’. X ,.,‘H‘f, DR SN~ m

buccales, diarrhees, lithiases renales, jaunisse, maux de téte, ulceres, maux d'estomac, asthme et problemes

respiratoires.

Echantillons  Aspect Couleur
Z, Visqueux Jaune-marrant
Visqueux Jaune-marrant
Visqueux Jaune-marrant
Visqueux Jaune-marrant

3
/
986
»u 5
S
qE)4
T 3
S
Y 2
1
0

N

=
O1

EC50 (Test DPPH) (g/L)
o
Ul =

B, B, VitamineC  BHA Pour le cas du test DPPH, les extraits lipidiques des feuilles en

Echantillons et standards provenance de la region du Zeralda ont montrée un pouvoir

antiradicalaire assez important, avec des valeurs d’EC,, allant de 1,04
a 1,73 g/L. En plus, pour ceux qui concerne la region de Berrouaghia,
les valeurs étaient meilleures, avec un EC,, varient entre 0,69 et 0,80

g/L; sachant que B, etait P’extrait le plus efficace (EC.,=0,69g/L).

(g/h)
o

Cependant, nous avons constaté que nos extraits se présentent comme

o0

des agents antioxydants relativement puissants par rapport a d’autres

extraits de plantes déja etudiés.

(@)

| ’effet réducteur de nos extraits a éte mis en évidence par une

evaluation de leurs propriéetes donatrice d’electrons pour faire passer

N

I’ion molybdéne du degré d’oxydation VI (Mo®) a un degré

()

d’oxydation V (Mo>*). A P’issue ce test, Il apparait que ces extraits,

EC 50 (phosphomolympdate) (
S

Z, Z, B, B, Vitamine C
Echantillons et standards

présentent des propriétes antioxydantes interessantes et plus

particulierement pour Pextrait Z, (EC.,=5.25¢/L ).
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