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Résumé

Les fruits du Pistachier de 1'Atlas (Pistacia atlantica) sont utilisés, depuis
longtemps, par les populations locales, dans la nutrition et la médecine traditionnelle.
Dans le but de mieux situer 'effet du degré de maturation des fruits ainsi que celui de
I'emplacement géographique de l'arbre sur la composition et l'activité antioxydante
d'extraits huileux et phénoliques, nous nous sommes intéressés a 1'é¢tude des huiles et
des tourteaux de fruits issus de plusieurs régions avec un degré de maturité différent.
Ainsi, la composition en acides gras des huiles extraites a été déterminée par CPG, les
tocophérols totaux et individuels ont été analysés par CLHP, les stérols totaux ont été
quantifiés par spectrophotométrie et l'activité antioxydante de ces extraits a été
¢valuée par le test DPPH et le test Molybdate Phosphate. Par ailleurs, des composés
phénoliques ont été extraits de 1'huile et a partir des tourteaux. La teneur en phénols
totaux et flavonoides a été déterminée par spectrophotométrie, 1'activité antioxydante
de ces extraits a ét¢ évaluée et une CLHP pour les composés phénoliques a été mence.
Les résultats obtenus ont indiqué une variation qualitative et/ou quantitative de ces
parametres en fonction du degré de maturation du fruit. En effet, avec la maturation
du fruit, il semble que le taux de l'acide palmitique augmente et celui de l'acide
linoléique diminue. La proportion de y-tocophérol et de a-tocophérol varierait de la
méme maniere. La composition phénolique semble elle aussi varier. La teneur en
stérols totaux, en tocophérols totaux et individuels, en phénols totaux (dans les
tourteaux et dans l'huile) ainsi que l'activité antioxydante (des extraits huileux et
phénoliques) diminuent avec la maturation. Par contre, le rendement de 1'extraction
huileuse augmente. Ces données indiquent clairement le caractére distinctif de ces
parametres en fonction du degré de maturation des fruits. Par ailleurs, la teneur en
flavonoides ne semblerait varier que légérement. En dernier lieu, l'emplacement
géographique de l'arbre ne semble, d'une maniére générale, influer que 1égérement sur
la composition et l'activité de ces extraits. L'ensemble de ces résultats pourraient
contribuer a situer un optimum pour ces parametres réunis et a mettre en valeur des

fruits avant leur maturation compléte.

Mots clés: Pistacia atlantica; Fruit; Maturation; Acide gras, Tocophérol, Polyphénol,

Flavonoide, Antioxydant.



Abstract

Pistacia atlantica fruits have been used for a long time by local populations
for culinary and medicinal purposes. In order to better situate the effect of the degree
of maturation of the fruits as well as the tree geographical location on the composition
and the antioxidant activity of oily and phenolic extracts, we were interested in the
study of oil and oil cakes of fruits issued from several regions with a different degree
of maturity. Thereby, the fatty acids composition was determined by gas
chromatography, total sterols was quantified by spectrophotometry, total and the
individual tocopherols were analyzed by HPLC and the antioxidant activity of oils
was estimated by both DPPH and Molybdate Phosphate assay. Furthermore, phenolic
compounds were extracted from both oil and oil cakes. Total phenols and flavonoid
content was determined by spectrophotometry and the antioxidant activity of extracts
was evaluated. The phenolic compounds were also analyzed by HPLC. The results
indicated a qualitative and/or quantitative variation of these parameters according to
the fruit maturation degree. Indeed, with fruit maturation, it seems that the palmitic
acid rate increases whereas the linoleic acid decreases. In the way the proportion of y-
tocopherol and a-tocopherol would vary. The phenolic composition also appears to
vary. The amounts of total sterols, of total and individual tocopherols, of total phenols
(in oil cakes and in oil) as well as the antioxidant activity of the extracts decrease with
the maturation. However, the yield of the oily extraction increases. These data
indicate clearly the distinctive character of these parameters according to the
maturation degree of fruits. On the other hand, the flavonoid content seems to vary
only slightly. Lastly, the tree geographical location does not seem to have a notable
effect on the composition and the activity of these extracts. These results emphasize

the great value of Pistacia atlantica fruits before their full maturition.

Key words: Pistacia atlantica, Fruit, Maturation, Fatty acid, Tocopherol, Polyphenol,
Flavonoid, Antioxidant.
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Liste des abréviations
AA : Acide ascorbique.
ABA : Acide abscissique.
Abs : Absorbance.
ABTS : 2,2-Azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate.
ACP : Analyse des Composantes Principales.
ADN : Acide 2-désoxyribonucléique.
AFNOR : Association Francaise de Normalisation.
AG : Acide gras.
AGE : Acide gras essentiel.
AGI : Acide gras insaturé.
AGMI : Acide gras monoinsaturé.
AGPI : Acide gras polyinsaturé.
AGS : Acide gras saturé.
ALS : Sclérose latérale amyotrophique.
AP : Acide phosphatidique.
ARDS : Syndrome de détresse respiratoire aigue.
ATP : Adénosine triphosphate.
BHA : Butylhydroxyanisole.
BHT : Buthylhydroxtoluéne.
CAH : Classification Ascendante Hiérarchique.
CAT : Catalase.
Chol : Cholestérol.
CLHP: Chromatographie Liquide Haute Performance.
CPG : Chromatographie en Phase Gazeuse.
DAD : Détecteur a barrette d'iode (Diode Array Detector).

DAG : Diacylglycerol.



DMPD : N, N'- p-di-méthylique —phénylénediamine
DPG : Diphosphatidylglycérol.

DPPH® : Diphényl-2-picryl hydrazyl.

EAG : Equivalent en Acide Gallique.

EC : Equivalent en Cholestérol.

ECs : Efficient Concentration (Concentration inhibitrice 50%).
Ech : Echantillon.

EE : Equivalent en vitamine E.

EMAG : Ester Méthylique d'Acide Gras.

ER : Equivalent en Rutine.

ERN : Espece réactive de 1’azote.

ERO : Espece réactive de 1’oxygene.

ETH : Ethyléne.

FID : détecteur a ionisation de flamme.

FLD : Détecteur a fluorescence (Fluorescence Detector).

FRAP : Capacités réductrices ferriques d’antioxydants (Ferric Reducing/Antioxidant
Power).

GGDP : Geranylgeranyldiphosphate.
GPX : Glutathion peroxydase.

GS’ : Radical thyil.

GSH : Glutathion réduit.

GSSG : Glutathionedisulfide.

H : Huile.

HGA : Homogentisate (acide HGA)
4- HNE : 4-Hydroxynonenal

HOCI : Acide hypochloreux.

HPP : p-Hydroxyphénylpyruvate.



HPPD : p-Hydroxyphénylpyruvate dioxygénase.
HPT : Homogentisate phytyltransferase.

I.A : Indice d'acide.

LI.I : Indice d'iode.

IL-1 : Interleukine 1

L.S : Indice de saponification.

In : Initiateur.

IP3 : Inositol triphosphate.

JA : Acide jasmonique.

L®: Radical de lipide.

LDL : Lipoprotéine de basse densité.

LOO - : Radical péroxyl

LOOH : Hydroperoxydes.

MDA : Malondialdéhyde.

2M6PBQ : 2-méthyl-6-phytylbenzoquinol.

MS : Matiere seche.

NADH : Nicotinamide adénine dinucléotide.
NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate.
NO® : Monoxyde d'azote.

ONOO' : Peroxynitrite.

ONOOH : Nitroperoxyde.

ORAC : Capacité d’absorbance du radical de I’oxygene (Oxygen Radical Absorbance
Capacity).

PC : Phosphatidylcholine.

PDP : Phytyl diphosphate.

PE : Phosphatidyléthanolamine.

PG : Phosphatidylglycérol.



PI : Phosphatidylinositol.

PK : Point kilométrique.

PL : Phospholipides.

PrDP : Prenyldiphosphate.

PS : Phosphatidylsérine.

RNI1 : Route nationale numéro 1.
RW230 : Route de wilaya numéro 230.
ROO’ ou LOO® : Radicaux peroxyls.
SA : Acide salicylique.

SOD : Superoxyde dismutase.

TC : Tocopherol cyclase.

TEAC : Capacité antioxydante équivalente de Trolox (7rolox-Equivalent Antioxidant
Capacity).

v-TMT : y-Tocopherol methyltransferase.
TNF-a : Tumor Necrosis Factor alpha.

Toc : Tocophérol.
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Introduction

[ Introduction ]

Le recours aux plantes médicinales a, depuis fort longtemps, ét¢ un moyen pour
faire face aux problémes liés a la santé, au vieillissement et a l'esthétique. Les vertus
de ces plantes ne sont, aujourd'hui, plus a démontrer. Elles constituent la source

majeure de nombreux antioxydants naturels.

L'Algérie, le plus grand pays d'Afrique, recele une flore tres diversifiée. Une des
especes végétales qui n'a pas encore livré tous ses mysteres est Pistacia atlantica
Desf. ou Pistachier de 1'Atlas. C'est une espeéce trés présente au niveau de la région de

Laghouat. Les huiles de ses fruits font souvent partie des recettes des grand-meres.

Pistacia atlantica est qualifiée comme une espéce précieuse en raison de ses
diverses utilisations (Monjauze, 1980 ; Belhadj, 2001). En outre, de nombreux
travaux expérimentaux ont mis l'accent sur des vertus de cette plante liées a la
composition de I'huile de ses fruits (Yousfi et al., 2002, 2003 et 2005), a sa richesse
en compos¢s phénoliques (Mosharrafa et al., 1999) et a I’activité antioxydante de ses

extraits (Gourine ef al., 2010 ; Peksel et al., 2013).

L'activité antioxydante des extraits des plantes suscite un intérét particulier. Un tel
intérét est d'autant plus grand que le monde connait actuellement une recrudescence
accrue des maladies liées a des processus d’oxydation tels que les maladies
dégénératives (inflammatoires ou non) et I'athérosclérose (Uttara et al., 2009 ; Victor
et al., 2009). En effet, durant un stress oxydatif, de trés grandes quantités en especes
réactives de l'oxygene (ERO) sont générées. Ces especes peuvent attaquer des
molécules biologiques telles que les lipides, les protéines et les acides nucléiques
(Halliwell et al., 1992). Par ailleurs, les EROs sont impliquées directement dans les
processus du vieillissement cellulaire (Sastre et al., 2000). Dans de telles situations,
les antioxydants endogénes ne sont pas suffisants pour neutraliser ces EROs. L'apport
exogene d'antioxydants naturels est alors nécessaire pour le maintien d'un équilibre
oxydants/antioxydants. De plus, les antioxydants naturels ont, en général, moins

d'effets secondaires par rapport a ceux de synthése.

Les activités biologiques d'extraits de plantes sont dues a des molécules bioactives

dont le niveau quantitatif ainsi que I'activité pourraient étre influencés par des facteurs
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multiples tels que le degré de maturation des fruits, I'emplacement géographique de la

plante et la variation de saisons.

Dans la littérature, trés peu de données sont disponibles sur la variation de la
composition ainsi que de l'activité des extraits de fruits de Pistacia atlantica en

fonction notamment de leur degré de maturation.

Le présent travail se veut une continuité logique des travaux entrepris par le Pr
Yousfi et son équipe il y a plus de deux décennies et s'inscrivant dans le cadre de
connaissance et valorisation de produits naturels. Dans cette optique, nous nous
sommes propos¢s d'étudier la composition et 1’activité antioxydante des extraits
huileux et phénoliques des fruits de Pistacia atlantica, issus de plusieurs régions de
Laghouat et d'Ain Ouassara, en fonction de leur degré de maturation. Une telle
démarche pourrait apporter un surcroit de connaissance utile et exploitable pour

d'éventuelles applications.

La présenté étude est répartie en trois parties principales. Dans une partie
bibliographique, sera expos¢ le contexte de I'étude mettant en exergue 1'état de
connaissance sur l'arbre, les lipides, les composés phénoliques ainsi que les
oxydants/antioxydants. Dans la partie expérimentale, nous développons les démarches
expérimentales employées pour 1'étude des huiles et des tourteaux. Pour les huiles,
nous nous somme intéressés au rendement d'extraction, a la détermination de
quelques indices chimiques, a I'analyse des acides gras par CPG, au dosage des stérols
totaux et des tocophérols totaux par spectrophotométrie, a l'analyse
chromatographique des tocophérols individuels, a la recherche et au dosage de
composés phénoliques ainsi qu'a l'activité antioxydante. Pour les tourteaux, il a été
question de l'extraction phénolique, du dosage des phénols totaux et des flavonoides
et de l'activité antioxydante des extraits phénoliques. Une CLHP a été réalisée pour

les composés phénoliques de ces extraits.

Enfin, dans la troisiéme partie, nous rapportons l'ensemble des résultats obtenus
avec discussion. Une analyse de données par le logiciel XLSTAT est également

rapportée.
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[ Chapitre 1 : Généralités sur ’arbre J

1. Présentation du Pistacia atlantica

Le Pistachier de 1'Atlas (Pistacia atlantica Dest.) ; Elbetoum, Botma, Betouma ou
Boutma en Arabe local et Iggh en Berbére, est un bel arbre, existant a I'état disséminé

dans plusieurs régions d'Algérie (Monjauze, 1980).

Le nom commun de cette espece se rapporte aux montagnes d’atlas ou cette espece
se développe. Cet arbre est également connu comme le pistachier sauvage, faux

pistachier (Baba aissa, 1999).

Le genre Pistacia est représenté en Algérie par quatre especes, en ’occurrence
Pistacia lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica.

Le Pistachier vrai (Pistacia vera) et le Pistachier de 1’atlas (Pistacia atlantica) ou
bétoum sont caractérisés de point de vue écologique par une grande tolérance aux
variations climatiques, ils peuvent croitre sous des tranches pluviométriques assez
faibles et s’accommodent de tous les sols.

Le Pistachier de 1’Atlas est une espece assez commune en Algérie, mais il trouve
son optimum dans les régions arides et semi-arides, notamment les Hautes-Plaines ou
il prospére dans les lits d’Oueds et les Dayas. C'est une plante xérophile rustique, qui

participe a la lutte contre la désertification (Chebouti-Meziou et al., 2011) (Figure 1).

Figure 1: Photographie illustrant I’arbre du Pistachier de 1’ Atlas (Pistacia atlantica
Desf.) (Photo prise par Guenane H le 17 otobre 2009).
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2. Systématique de I’espéce

Selon les données rapportées par la littérature (Zohary, 1952 ; Harfouche et al.,
2005 ; Thorne et Reveal, 2007 ; Al-Saghir et Porter, 2012), Pistacia atlantica

Dest. est classé taxonomiquement de la fagon suivante :
Régne : Végétal.
Sous-régne : Viridiplantae.
Embranchement : Phanérogames.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones.
Ordre : Sapindales.
Famille : Anacardiacées.
Genre : Pistacia.
Espéce : Pistacia atlantica Desf.

Le Pistachier de I’atlas peut étre classé en quatre sous-especes, a savoir mutica,
cabulica, kurdica et atlantica ; cette derniére est présente en Afrique du Nord
(Benhssaini et Belkhodja, 2004). Ces mémes sous-especes présentent une méme

formule chromosomique de 2n= 28 (Ghaffari et al., 2003).
3. Caractéristiques botaniques, physiologiques et anatomiques du Bétoum

C'est un grand arbre résineux, puissant, dioique, a feuilles caduques et pouvant
atteindre 15 a 20 m de hauteur. Il est a noter que les grands sujets peuvent atteindre

facilement les 1000 ans (Benabid, 2000 ; Benhssaini et Belkhodja, 2004).

D’apres Monjauze (1980), le bétoum se distingue par la production de résine qui est

d’autant plus abondante que la température de I'environnement est élevée.
Quelques caractéristiques de la plante :

- Les fruits sont appelés ElKhodiri par les populations locales, appellation due a la

prédominance de la couleur verte foncée a maturité. Ce sont des drupes comestibles,
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légérement ovales et aplaties, riches en huile dense tres énergétique (Baba aissa, 1999
; Belhadj, 2001) (Figure 2). Le fruit contient un seul noyau osseux ne contenant
qu’une seule graine, il atteint sa maturité a partir de Septembre (Harfouche et al.,

2005).

Figure 2 : Photographie illustrant les fruits du Pistachier de 1’ Atlas (Pistacia atlantica
Desf.) (Photo prise par Guenane H le 16 aout 2013).

- Feuille composée imparipennée (nombre de folioles impair).

- Inflorescence en grappe composée.

De par sa dioicie et ses fleurs nues, Pistacia atlantica constitue une espeéce
particuliere des Anacardiacées (Gaussen et al., 1982). Mais quelques pieds,
exceptionnellement monoiques, ont été rencontrés dans les montagnes de Yunt de la

Province de Mania en Turquie (Kafkas et al., 2001).

De point de vue écologique, l'arbre résiste a la chaleur mais redoute le froid et
I’humidité atmosphérique. En Afrique du Nord, il trouve son optimum dans les
bioclimats arides et semi-arides a hivers frais a chauds, mais il vient également dans

les bioclimats humides et subhumides a hivers frais a doux (Harfouche ez al., 2005).

Cette espece forestiere s’accommode de tous les sols, exceptés du sable. Elle se
contente d’une faible pluviométrie de I’ordre de 150 mm et parfois moins (Benhssaini

et Belkhodja, 2004).
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Les études anatomiques concernant le Pistachier de 1’Atlas sont rares. Toutefois, il
a été rapporté que les coupes anatomiques des feuilles de Pistacia atlantica Desf. ont

permis d’observer certains caracteres adaptatifs (Kadi-Bennane, 2005).

4. Répartition géographique

4.1. Dans le monde

Le genre Pistacia, appartenant a la famille des Anacardiacées qui comprend
nombreuses especes tres répandues dans la Méditerranée et le Moyen-Orient (Kaska

et al., 1996).

L’aire de Pistacia atlantica s’étend depuis les iles des Canaries a I’Oust jusqu’au
proche Orient vers I’Est. On signale sa présence aux iles des Canaries, au Maroc, en
Tunisie, en Libye, en Egypte, en Palestine, en Jordanie, en Syrie, en Turquie et en
Grece. Le Pistachier de 1’Atlas (Pistacia atlantica Desf.) est un arbre surtout
caractéristique des régions arides du sud de la Méditerranée, essentiellement présent
au Maghreb, mais aussi en Cyrénaique, a Chypre, au Proche-Orient et aux Canaries

(Quézel et Médail, 2003).
4.2. En Algérie

Plusieurs espéces endémiques de Pistacia colonisent le territoire algérien (Pistacia
lentiscus, Pistacia therebintus et Pistacia atlantica). 1ls se rencontrent dans la plupart
des zones semi-arides ou steppiques, solitaire ou en association avec Ziziphus lotus
Jujubier (Cedra en arabe local) et Pinus halepensis (Pin d’Alep) (Benabderrahmane

et al., 2009).

Sous le méridien d’Alger, le bétoum se fait rare dans les chaines littorales et
subittorales, il est cependant signalé dans I’Atlas Mitidjien au sud-ouest de I’Araba,
dans les Béni-Zermane, vers 800 m d’altitude immédiatement au-dessus de 1’Araba, a

950 m d’altitude (Monjauze, 1968).

Selon Monjauze (1980), il existe a 1’état disséminé dans la région de Djelfa

(Senalba, Ain Oussera, Messaad) et Ghardaia (dans I’ouest du M’zab).

Au sud de I’Atlas saharien, le bétoum est trés généralement distribué dans Ain

Sefra, a Laghouat, Mzab (Monjauze, 1968) et Hoggar (Chenoune, 2005) ...ctc.

Page | 6



Présentation bibliographique

I est important de noter que le pistachier de 1'Atlas se régénere et pousse toujours a
lI'intérieur du Ziziphus lotus qui constituerait une bonne protection aux jeunes pousses
contre les vents et le paturage. En plus de cela, le sol ou les feuilles du Ziziphus lotus

tombent deviendrait acide et faciliterait la germination des graines (Belhadj, 2001).
5. Intérét de I’espéce
5.1. Pour les populations locales

Le Pistachier de 1’Atlas peut étre utilisé comme espece fourragere, son bois est
utilisé comme bois d’ceuvre et aussi de chauffage. Le suintement du tronc est utilisé

dans la tannerie des peaux (Chebouti-Meziou et al., 2011).

Les fruits de bétoum sont riches en huile dense trés énergétique. L’huile est souvent
mélangée aux dattes écrasées et peut étre consommeée a toute heure de la journée avec
du petit lait. L’huile a un got trés proche de celui du beurre, elle est tres appréciée
dans la région. Les graines sont séchées, écrasées ou moulues et ramassées avec de
I’eau sucrée et consommées en boulettes ou bien séchées et croquées telles quelles

comme des cacahuctes (Belhadj, 2001).

Les populations locales utilisaient autrefois la résine du Pistachier comme un
chewing-gum. La pharmacie s’en est longtemps servie pour la fabrication d’onguents
comme masticatoire contre les infections stomacales et comme antiseptique pour

voies respiratoires (Benabderrahmane et al., 2009).
5.2. Autres utilisations

Les espéces du genre Pistacia sont largement utilisées dans les industries
agroalimentaires. La résine du Pistachier est utilisée dans la production de colle, dans
la restauration des ceuvres d’art en verre, en porcelaine, en bois et en métal. Elle est
aussi utilisée dans les préparations de certains produits cosmétiques et en parfumerie,

comme ingrédient en odontologie conservatrice.
5.2.1. Importance de I'espéce comme source de molécules biologiquement actives

Les vertus thérapeutiques de cette plante, connues par les populations locales ainsi
que l'utilisation de ses différentes parties dans le traitement de plusieurs symptomes et

maladies comme l'eczéma, la paralysie, les diarrhées, les infections de la gorge, les
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calculs rénaux et I’asthme (Benabderrahmane et al., 2009 ; Bozorgi et al., 2013)
ont incité les chercheurs a s'y intéresser de trés pres. Ainsi, de nombreuses activités
ont été¢ mises en évidence et de nombreuses molécules ont été isolées et caractérisées.
Nous citons a titre d'exemple 1'activité antioxydante (Gourine et al., 2010 ; Peksel et
al., 2013 ; Hatamnia et al., 2014), l'activité antimicrobienne (Gerchman et Inbar,
2011), l'activité antiparasitaire (Adams et al., 2009 ; Taran et al., 2010), l'activité
antiinflammatoire, antipyrétique et analgésique (Benabderrahmane et al., 2009 ;
Saud Ahmad ef al., 2010) et en dernier lieu l'activité anti cancéreuse (Rezaei et al.,

2012%; 2012%).

Ces activités seraient dues vraisemblablement a des composés contenus dans de
différents extraits tels que 1'huile (Yousfi ez al., 2002, 2003, 2005 ; Benhassaini et
al., 2007), les huiles essentielles (Gourine et al., 2010 ; Peksel ez al., 2013) et les
extraits phénoliques (Mosharrafa et al., 1999 ; Hatamnia ef al., 2014).

De nombreuses molécules ont été isolées a partir de Pistacia atlantica. Le tableau

1 en expose quelques unes.
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Tableau 1 : Quelques composés chimiques isolés a partir de Pistacia atlantica (in Bozorgi et

al., 2012).

Monoterpenes, Sesquiterpenes et huiles essentielles

Nom du composé

Structure chimique

Partie de la plante

a-pinene Feuille, fruit, galle et résine
7o
s

Terpinolene _/] Feuille
|

Terpinen-4-ol

Feuille, fruit

Acétate de Bornyl 14 \\\K Fruit
Sabinene N Feuille, fruit
Myrcene L _ | | Feuille, fruit
Il
\\'\\

p-Mentha-1(7),8 diene

Feuille,

12 A*-carene

Galle
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3
SN

22 Spathulénol Feuille
Triterpénes
N0
Acide masticadienonique AUAL ] Résine
AN
Acide masticadienolique /\\J/\/l\a’"; Résine
| |
B NV
Acide morolique Résine
Acide oléanolique ’ IL“} COOH Résine
0':),‘ o
A
Acide ursonique ) Ilf eoor Résine
o7 ~
N L
Acide 3-O-Acétyl-3- .
. o . ’lvk Résine
epiisomasticadienolique /

Composés phénoliques

Acide gallique

COOH
T TS

,//\\" {_//?\\
HO OH

OH

Feuille, galle
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Quercetine-3-glucoside Parties aériennes

'%/»\/OH

.E_K/O\v./‘\\\v/()\v/\\v/ . L.

3-Methoxycarpachromene < _ | Parties aériennes
'\//‘\rf;/\\ﬂ/\.‘ .

OH
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[ Chapitre 2 : Généralités sur les matieres grasses ]

Les lipides forment un vaste groupe de substances d'origine biologique qui se
dissolvent aisément dans les solvants organiques comme l'acétone, le méthanol, le

chloroforme et le benzéne mais sont peu ou pas solubles dans I'eau.

Les lipides peuvent étre classés selon des critéres variés comme la structure
chimique, leur role, leur charge,...etc. La classification la plus courante est selon la

structure biochimique ou on distingue :

e Les lipides simples ou homolipides ;
e Les lipides complexes ou Hétérolipides ;

e Les lipides isopréniques et icosanoides.

1. Les acides gras

Les acides gras sont les constituants de base des triglycérides, représentants
majoritaires de la classe des lipides. Ils sont constitués exclusivement de carbone,
d‘hydrogene et d‘oxygene. Le poids d'une molécule type d‘acide gras est réparti entre
ces trois €léments selon les proportions 76 %, 12,7 % et 11,3 %. Les atomes de
carbone sont reliés les uns aux autres pour former une chaine dont la longueur varie
de 4 a 30 atomes de carbone, généralement un nombre pair, puisque la biosynthése
des acides gras implique [’acétyl-coenzyme A, une coenzyme porteuse d’un
groupement qui contient deux atomes de carbone. Les acides gras sont les constituants
majeurs de plusieurs lipides comme les triglycérides, les esters de cholestérol et les
phospholipides (Brisson, 1982).

Les acides gras sont des monoacides carboxyliques aliphatiques ou ramifiés,
présentant des chaines d’au moins 4 carbones plus ou moins insaturées.

La notation des chimistes place la premicre liaison en A a partir du carboxyle ce qui

permet d'apprécier la double liaison proche du groupement réactif COOH. Par
exemple : I'acide linoléique est le 18:2, 2x9, 12.

Le biochimiste et le physiologiste placent la premiere double liaison a partir du
groupement méthyle déterminant la famille métabolique, notéews. Une double liaison
étant toujours séparée de la suivante par 2 liaisons simples (enchainement divinyl
méthane) soit 3 atomes de carbone, les autres doubles liaisons sont déduites de la
premicre en ajoutant le chiffre 3 (Spielmann et Mendy, 1993).
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1.1. Classification des acides gras

Les acides gras sont classés en trois groupes essentiels selon leur structure
chimique, mais cela n'exclut pas la présence d'autres groupes.
1.1.1. Les acides gras saturés (AGS)

Les acides gras saturés naturels constituent une série continue d’acides gras a

nombre pair de C allant généralement de 4 a 30.

- Les acides gras a chaines courtes (de 4 a 10 C) sont surtout présents dans le beurre

ou I’acide butyrique est trés majoritaire ;

- Les acides gras a chaines moyennes (de 12 a 18 C) et longues (20 C et plus)
constituent les graisses et huiles d’origine animale et végétale. Les acides palmitique
et stéarique sont trés majoritaires et représentent les deux plus importants acides gras
saturés alimentaires.

Les AGS naturels sont soit liquides, soit solides a la température ordinaire selon la
longueur de leur chaine hydrocarbonée. Tous les acides gras a chaines courtes sont
liquides a 37 °C alors que les autres acides gras sont solides.

1.1.2. Les acides gras insaturés (AGI)

Les acides gras insaturés possedent une double liaison (monoinsaturés AGMI) ou
plusieurs (polyinsaturés AGPI). L’acide oléique est un AGMI trés répandu ; il
représente 70 a 80 % des acides gras contenus dans 1’huile d’olive. Les acides
linoléique et a-linolénique sont des AGPI importants surtout présents dans les graines
oléagineuses a 1’origine des huiles végétales.

Les AGI naturels courants sont liquides a la température ordinaire de 25 °C. On
constate que la température de fusion d’un acide gras s’abaisse lorsque le nombre de

doubles liaisons augmente.

Depuis quelques années on souligne l'importance de l'apport des acides gras
insaturés indispensables notamment oméga-3 (»-3) et, a moindre degré, oméga-6 (-
6) dans I'alimentation humaine, notamment pour la prévention des maladies cardio-
vasculaires.

Les principaux acides gras du groupe oméga-3 sont : l'acide a-linolénique (18:3),
l'acide eicosapentaénoique (20:5) et I'acide docosahexaénoique (22:6).

Les omégas-3 peuvent étre transformées par l'intermédiaire de la cyclo-oxygénase

et de la lipoxygénase en molécules impliquées dans la signalisation comme les
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prostaglandines, les thromboxanes ou les leucotriénes.

Dans le groupe oméga-6, on distingue notamment l'acide linoléique (18:2), 'acide
eicosadiénoique et I'acide arachidonique (20:4) (Hibbeln ez al., 2006 ; Von Schacky,
2006 ; Barcelo-Coblijn et Murphy, 2009).

Si, chez les Mammiferes, les acides gras polyinsaturés peuvent avoir jusqu'a 22
carbones et 6 doubles liaisons, dans le réegne végétal, ces acides ne dépassent pas 18
carbones et 4 doubles liaisons.

1.1.3. Les acides gras essentiels (AGE)

Les acides linoléiques et a-linolénique sont des AGPI importants pour 1’édification
et le fonctionnement de 1’organisme humain : ils sont dits essentiels. Ces deux AGPI
ne peuvent étre synthétisés par les cellules humaines et doivent étre présents dans la
ration alimentaire: ils sont donc indispensables. Cette incapacité de synthese est lide a
la mise en place des doubles liaisons réalisée grace a I’intervention d’enzymes appelés
« désaturases » : il n’existe pas dans les cellules humaines de désaturases capables de
positionner des doubles liaisons A au-dela du C9 alors qu’elles existent dans les
cellules végétales et en particulier chez les plantes oléagineuses (Déroanne et al.,
1976 ; Cuvelier et al., 2004).

Un rapport de la FAO reconnait comme essentiels dans 1’alimentation humaine les
acides gras suivants : 18:2 06, 18:3 o3, 20:4 w6, et 20:5 w3 (FAO, 2010).

1.1.4. Autres acides gras

e  Acides gras hydroxylés
Les végétaux sont capables de synthétiser toute une série d'acides gras hydroxylés

comme par exemple l'acide ricinoléique :

OH
l
CH, — (CH,)s — CH— CH, — CH = CH — (CH,); — COOH

On trouve des acides gras hydroxylés en C16 ou CI8 dans les polymeéres qui
constituent la cutine (dans les feuilles) et la subérine (dans les tiges) des plantes.

Chez les Mammiferes, on trouve d'autres types d'acides gras hydroxylés.

On trouve aussi des acides gras hydroxylés comme intermédiaires dans la -

oxydation des acides gras (Drigues et al., 1981).

e  Acides gras ramifiés

Les acides gras les plus courants comportent une ramification (méthyl, éthyl) placée
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sur la chaine hydrocarbonée. A titre d'exemple, on cite l'acide-15-
méthylhexadécénoique (particuliérement abondant chez les bactéries Gram") et I'acide
phytanique (acide 3,7, 11, 15 tetraméthyl-hexa-décanoique) d’origine végétale
(Laudat, 1972).

1.2. Propriétés physicochimiques des acides gras

La solubilité¢ et le point de fusion constituent les deux principales propriétés
physiques des acides gras.

Outres les propriétés chimiques connues, les acides gras (particulicrement les
insaturés) sont caractérisés par leur susceptibilité a I’oxydation qui peut étre d’origine
enzymatique ou non.

Les oxygénations enzymatiques, par différentes oxygénases, de l'acide
arachidonique conduisent aux médiateurs des familles des prostaglandines,
leucotrieénes et tromboxanes (Hemler et al., 1976 ; Stolyhwo, 2007).

1.3. Réles biologiques des acides gras

Les acides gras jouent quatre rdles biologiques majeurs :

v Ils sont utilisés pour former des glycérophospholipides et des
sphingolipides qui sont des constituants essentiels des membranes biologiques ;

v De nombreuses protéines sont modifiées par covalence par des acides
gras. Le myristate (C14:0) et le palmitate (C16:0) sont directement attachés a
quelques protéines, tandis que le phosphatidylinositol est li€¢ par covalence aux
extrémités C terminales d’autres protéines par I’intermédiaire d’une structure
glycosylée complexe ;

v Les acides gras étant stockés sous forme de triacylglycérols pour agir
comme des molécules carburant. Ils sont dégradés pour générer de 1’énergie ;

v Certains dérivés d’acides gras jouent le role de messagers (comme les
prostaglandines) et de seconds messagers intercellulaires (tels que le DAG et
I’IP3).

2. Lipides simples (Homolipides)

Les lipides simples encore appelés homolipides sont des corps ternaires (C, H, O).
Ils sont des esters d'acides gras que I'on classe en fonction de 1'alcool :

- Acylglycérols (ou glycérides) sont des esters du glycérol.

- Cérides sont des esters d'alcools a longue chaine (alcool gras).

- Stérides sont des esters de stérols (alcool polycyclique).
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3. Lipides complexes (Hétérolipides)

Les lipides complexes sont des lipides simples liés a des molécules de sucre,
d'acides aminés ou des radicaux contenant du phosphore ou du soufre. Ils sont classés
par rapport a la molécule qui fixe les acides gras:

Soit le glycérol qui se distingue des Acylglycérols par I'hétérogroupe et qui sont
subdivisés en :

- Glycérophospholipides.

- Glyceroglycolipides.

Soit une base sphingoide (dialcool aminé) qui définit les sphingolipides.

3.1. Glycérophospholipides

Les phospholipides ont une partie hydrophobe constituée par deux chaines d'acides
gras et une partie hydrophile, représentée par le groupement phosphate, qui peut étre
lide a une autre molécule telle que la choline. L’élément de base des
glycérophospholipides est 1’acide phosphatidique (PA), formé d’un noyau glycérol, de
deux acides gras et d’un groupement phosphate (H3PO,).

Les carbones C1 et C2 du noyau de glycérol portent les acides gras et le carbone C3
porte le groupement phosphate. L’acide phosphatidique estérifié par un alcool chargé
positivement, tel que 1’ethanolamine ou la choline, neutre, tel que la sérine ou le
glycérol, ou chargé négativement, tel que I’inositol 4,5-bisphosphate ; cet alcool
constitue une téte polaire. Les phospholipides constitutifs des biomembranes sont
phosphatidyl choline (PC), phosphatidyl éthanolamine (PE), phosphatidyl glycérol
(PG), phosphatidyl sérine (PS) et phosphatidyl inositol (PI) (Stolyhwo, 2007).

3.2. Glycéroglycolipides

Les alcools des carbones C1 et C2 du glycérol sont estérifiés par des acides gras et
l'alcool du carbone C3 a la différence des glycérolipides n'est pas estérifié, mais il est
lié a un ose par une liaison glycosidique (avec le carbone anomérique de 1'ose).

3.3. Sphingolipides

Le squelette a partir duquel sont constitués ces lipides n'est pas le glycérol mais une
diolamine a chaine longue carbonée de type sphingoide (molécule a 18 C possédant
deux fonctions alcools en C1 et C3 et une fonction amine en C2). La fixation d'un
acide gras sur le groupe amine donne un céramide qui est la molécule précurseur des
lipides de ce groupe. La classification des sphingolipides est basée sur la nature du

groupement R2 liée a I'hydroxyle (Weinman et Mehul, 2004).
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4. Lipides polyisopréniques
Les lipides isopréniques, dont toutes les molécules sont dérivées de 1’isoprene (2-

méthyl 1,3 butadiene = CsHg), regroupent les stérols et les vitamines liposolubles.

Chez les végétaux, le métabolisme des isoprenes est tres divers et conduit a de
nombreuses substances odorantes ou a des huiles essentielles.

Contrairement aux lipides des autres groupes, ces lipides, sans liaison ester, ont en
commun la propriété de ne pas étre altérés par un traitement alcalin de saponification
d’ou le terme d’insaponifiable également utilisé pour les qualifier.

4.1. Stérols et stéroides

Les stérols et les stéroides sont formés par la fusion de quatre cycles
hydrocarbonés, trois de type cyclohexanique (les cycles A, B et C) et un de type
cyclopentanique (le cycle D) (Figure 3).

Chez les Eucaryotes, tous les stérols, et donc leurs dérivés, sont synthétisés a partir
d’unités isopréniques a cinq carbones (Weinman et Mehul, 2004).

Les stérols sont des stéroides comprenant au moins un groupement hydroxyle "OH"
dans la plupart des cas sur le carbone 3 et une double liaison localisée fréquemment
en position 5 mais que 1’on peut rencontrer en 7. La chaine latérale possede huit a
neuf ou dix atomes de carbone, elle peut étre saturée ou comporter en 22, 24(25),
24(28) ou 25(27) une ou deux doubles liaisons qui ne sont jamais conjuguées.
(Naudet, 1992). Le stérol le plus important dans les graisses animales est le

cholestérol.
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Figure 3 : Structure de base des stérols.

Les phytostérols different des autres stérols par une modification dans la chaine
latérale R. Cette derni¢re peut comporter un groupement méthyle ou éthyle fixé sur le

carbone C 24 et dans des cas, une double liaison supplémentaire en C 22.
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En voici quelques exemples :

- Ergostérol : le plus insaturé que I'on trouve dans I'ergot de seigle ;

- Lanostérol et Agnostérol : composants de la graisse de la laine de mouton ;

- Stigmastérol : on le trouve dans les lipides de plantes supérieures ;

- Fucostérol : synthétisé par les algues (Akhisa et Kokke, 1991).

Les stérols constituent des précurseurs pour plusieurs composés comme les acides

biliaires, les hormones stéroidiennes et la vitamine D.

4.1.1. Dérivés des stérols chez les végétaux
e  Brassinostéroides
Ils forment un groupe important de stéroides végétaux comprenant une quinzaine
de composés dont le plus important est le brassinolide. Leur structure est voisine de
celle des hormones stéroides des mammiferes. Ils agissent par un récepteur, réglant
l'activité de nombreux geénes, tout particulicrement ceux réglant la fertilité¢ et la
croissance des plantes (Szekeres et al., 1995).
e  Alcaloides et hétérosides stéroidiques
Ils sont représentés par un grand nombre de composés (plus d'une centaine)
synthétisés par les végétaux. Ils dérivent de la molécule des stéroides, en général par
introduction de nouvelles fonctions (acide, alcool, amine...). Certains sont combinés a
un sucre (glucose, galactose, arabinose, rhamnose...) 1ié¢ a une fonction alcool ou acide
du cycle. La majorit¢ de ces composés est dotée d'activité pharmacologique

(Bruneton, 1999).

4.2. Tocophérols

Les tocophérols et tocotriénols peuvent étre classés parmi les antioxydants
primaires (Drotleff et Ternes, 1998). La structure chimique des tocophérols se
compose d’un cycle chromanol mono-, di-, ou tri-méthylé auquel se trouve rattachée
une chaine carbonée latérale (chaine phytyle) saturée de 16 carbones. Les tocophérols
différent entre eux seulement par le nombre et ’arrangement des groupements
méthyles autour du cycle benzéne du noyau chromanol (Figure 4 et tableau 2).

La structure chimique des tocotriénols se compose €¢galement d’un cycle chromanol
mono-, di- ou triméthylé avec chaine carbonée latérale, mais celle-ci contient 3
doubles liaisons en position 3°, 7’ et 11’ (Figure 5 et Tableau 2) (Cuvelier et al.,
2012).
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>
HO Me  Me  Me
e
Ao O Me
R3
Figure 4 : Structure chimique de base des Figure 5 Structure chimique de base des

tocophérols. R1, R2 et R3 = H ou CH3. tocotriénols.R1, R2 et R3 = H ou CH3.

Tableau 2 : Structure des tocophérols et des tocotriénols.

R, R; R3
a CH; CH; CH;
i CH; H CH;
v H CH; CH;
0 H H CH3;

4.2.1. Biosynthése des tocophérols

La figure 6 résume les principales étapes de biosynthese des tocophérols (comme
modele I'4rabidopsis) qui nécessite deux substrats, I'homogentisate (acide HGA) et un
C20 prenyldiphosphate (PrDP). L'homogentisate, impliqué¢ dans la formation du
noyau aromatique du groupe chromanol est issu de la transformation de la tyrosine via
la voie des shikimate cytosolique. La désamination de la tyrosine aboutit a la
formation de la p-hydroxyphénylpyruvate (HPP) lequel est oxydé en HGA par
l'enzyme p-hydroxyphénylpyruvate dioxygénase (HPPD/PDS1). Quant au second
substrat, le PrPD, il est impliqué dans la formation de la chaine linéaire des
tocophérols ou des tocotriénols. PrPD prend deux formes, phytyl diphosphate (PDP)
et geranylgeranyldiphosphate (GGDP). La prénylation de I'HGA par le PDP catalysée
par 'homogentisate phytyltransferase (HPT) conduit a la formation du 2-méthyl-6-
phytylbenzoquinol (2M6PBQ) qui est le précurseur des tocophérols. Cet intermédiaire
est transformé soit en o-tocophérol par la tocophérol cyclase ou bien en 2,3 diméthyl-
5-phytyl-1,4-benzoquinol par la méthyl phytyl benzoquinol méthyl transférase. Ce
dernier est transformé en y-tocophérol par la tocophérol cyclase. L'étape finale est la
conversion de y-tocophérol et d-tocophérol en, respectivement, a-tocophérol et [3-

tocophérol (Hussain et al., 2013).
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Figure 6 : Biosynthése des tocophérols (comme modele 'Arabidopsis). VTE signifie le

geéne codant 1'enzyme correspondant (Hussain et al., 2013).
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[ Chapitre 3 : Généralités sur les composés phénoliques ]

1. Définition

L’expression de composés phénoliques est utilisée pour toute substance chimique
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles et qui ne contient aucun atome d’azote et qui dérive de la
biogénese d’acide shikimique et/ou d’acétate (Bloor, 2001 ; Hennebelle ez al., 2004).

Il s'agit d'une classe de métabolites secondaires (n’exercent pas de fonctions
directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la
croissance, ou la reproduction), extrémement complexes, synthétisés par les plantes
lors des différents stades de leur développement. On les trouve, d’une manicre
générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers
organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruit (Crozier et al., 2006 ; Alarcon-
Flores et al., 2012). Ils possedent des propriétés bénéfiques pour la santé (Kalili et de
Villiers, 2011).

2. Structure de polyphénols végétaux

Les composés phénoliques ou polyphénols, constituent I'une des plus nombreuses et
largement distribués groupes de substances dans le régne végétal, avec plus de 8000
structures phénoliques connus. La structure de polyphénols naturels varie a partir de
molécules simples, comme les acides phénoliques, a des composés hautement
polymérisés, tels que les tanins condensés. Un nombre considérable de ces composés
sont formés de deux noyaux benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type
pyrane. Ces composés nommés flavonoides différent les uns des autres par la position
des substitutions sur les noyaux A et B, par la nature de I’élément central et par la
position, la nature et le nombre de molécules de sucre fixées ainsi que par la nature de

la liaison hétérosidique (Harborne, 1980 ; Crozier et al., 2006).

La plupart des grandes classes de polyphénols végétaux sont énumérés dans le

tableau 3, en fonction du nombre d'atomes de carbone du squelette de base.
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Tableau 3

Leighton, 2000 ; Castellano et al., 2012).

. Exemples de principales classes de composés phénoliques (Urquiaga et

Nombre d'atomes de

Squelette de base Classe Exemple
carbone
6 Cé6 Phénols simples Catéchol
7 Co-C1 Acides phénoliques Acide gallique
3-Acétyl-6-
8 Co6-C2 Acétophénone
méthoxybenzaldehyde
Acides
. ) Acide caféique
9 C6-C3 hydroxycinnamiques
Coumarines Scopolétol
10 C6-C4 Naphtoquinones juglone
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiférine
14 C6-C2-C6 Stilbenes Resvératrol
Flavonoides Quercétol
15 C6-C3-C6 Isoflavonoides Daidzéine
Anthocyanes Malvidine
Oligomeres
N procyanidoliques
tanins

La figure 7 montre la structure chimique des principales classes de composés

phénoliques ou on distingue des flavonoides et des composés non flavonoides.
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FLAVONOIDES

Flavones Flavonols Flavanones

HO. 0
O Isoflavones
OH O
Flavanols Flavanonols Anthocyanidins
Ry B, Ry
L g8 <
OH OH Z0H
OH OH 0 OH
NON-FLAVONOIDES
Simple phenols Xanthones Coumarins Chalcones
o
R

Stilbenes Phenolic acids

Hydroxybenzoic acids Hydroxycinnamic acidg

Ry
HD/ DH Ry Ry

0
RO R - Ry 0

Figure 7 : Structure chimique des principales classes de composés phénoliques (Kalili et

de Villiers, 2011).
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3. Classification des composés phénoliques

Les principales classes largement répandues sont:
3.1. Les polyphénols monomériques
3.1.1. Les acides phénoliques
Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes. Deux sous-groupes
peuvent étre distingués :
» Les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont I’acide
salicylique et I’acide gallique ;
» Les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont 1’acide

caféique et I’acide férulique (Serve et al., 1983).

3.1.2. Les flavonoides

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme (plus de 4000) de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols. Leur structure est basée sur le
squelette C6-C3-C6 (Figure 8). Certains sont des pigments quasi-universels des
végétaux. Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les
plus importants sont les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les
dihydroflavanols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones. Ils sont trouvés
¢galement dans plusieurs plantes médicinales. Des remedes a base de plante

renfermant des flavonoides ont €té (et sont) utilisés en médecine traditionnelle de par

le monde (Havsteen, 2002 ; Ghedira, 2005).

Figure 8 : Structure de base des flavonoides.

3.2. Les polyphénols sous forme de polymeéres
3.2.1. Les tanins

Les tanins sont des composes poly-phénoliques ayant la propriété de tanner la peau,
c’est-a-dire de la rendre dure et imputrescible, en se fixant sur les protéines. Ils sont

responsables de la saveur astringente des plantes. Ils sont divisés en deux grands
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groupes : les tanins hydrolysables et les tanins condensés, non hydrolysables ou tanins
catéchiques dérivant des catéchols et des proanthocyanidols par condensation

(Haslam, 1996 ; Urquiaga et Leighton, 2000).

3.2.2. Lignines

Ces composés de haut poids molécules contribuent a former, avec la cellulose et les
dérivés hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymeres
tridimensionnels résultant de la condensation (copolymérisation) de trois alcools

phénylpropéniques (Boerjan et al., 2003).
4. Biosynthese des composés phénoliques
4.1. La voie de shikimate

C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques, elle joue un réle
critique pour controler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Figure 9)

(Macheix et al., 2005).
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Figure 9 : La voie de shikimate (Macheix et al., 2005).

(EPSP

4.2. La voie de phénylpropanoide
La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en

)
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OH

Acide 3 dénhydroquinique  Acide 3 déhydro
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Acide shikimique

plus des principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides,

flavonoides, acide salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le

second biopolymeére le plus important apres la cellulose (Figure 10).
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Figure 10 : La voie de phénylpropanoide (Hoffmann ez al., 2004).
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4.3. La voie de biosynthése des flavonoides

Cette voie est résumée dans la figure 11.

2,4, 6, 4' tetrahydroxy chalcone
IChabcona isomerase

OH

OH

OH

Flavanone : Naringénine Flavone : Apigénine

1 (2S ) flavanone 3 hydroxylase

OH

o
Dﬂnydroﬂavonol?HQR. 3R ) dihydrokaempférol Flavonol : Kaempférol
lDihydroﬂavonol 4 réductase
OH OH
; ? NOH OH
OH OH o

Flavan 3, 4 diol : Leucoanthocyanidol Flavan 3 ol

Anmocyandnl Pa'argonldol Anﬂ'\ocyancside : F'élargonidclf 30 glucoside

Figure 11 : La voie de biosynthése des flavonoides (Bruneton, 1999).
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5. Roles et intéréts des composés phénoliques
5.1. Pour la plante

Les flavones, les flavonols et les anthocyanidines pourraient étre impliqués dans
l'attraction des insectes pollinisateurs vers les fleurs, tandis que les lignines et les
lignanes seraient impliqués dans la croissance de la plante et dans sa défense. Les
composés phénoliques semblent jouer un role déterminant dans la qualité des produits
nutritifs issus des plantes tels que la couleur, la stabilité chimique, l'astringence,...etc.

(Kalili et de Villiers, 2011).

5.2. Propriétés bénéfiques des composés phénoliques
5.2.1. Activité antioxydante des polyphénols

La chélation des ions métalliques par les polyphénols est un phénoméene de grand
intérét biologique qui pourrait jouer un réle important dans leur pouvoir antioxydant.
Ces ions sont essentiels pour de nombreuses fonctions physiologiques. Ils entrent
notamment dans la composition des hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du
systeme de défense antioxydant (par exemple, les ions du fer pour la catalase, et ceux
du cuivre pour la superoxyde dismutase). Mais ils sont aussi responsables de la
production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogéne. En outre,
I’autoxydation des ions Fe*" et Cu®" est une source de superoxyde et de peroxyde

d’hydrogene (Halliwell, 1994 ; Hider et al., 2001).

Les polyphénols sont susceptibles d’inhiber ce stress oxydant, non seulement en
piégeant les EROs par réduction (Figure 12), mais aussi en formant avec les ions du
fer et du cuivre des complexes inertes (sous une forme qui bloque leur activité redox).
Ainsi, les polyphénols sont capables de protéger les lipides polyinsaturés contre les
phénomenes d’oxydation générateurs de radicaux et aldéhydes lipidiques responsables

du développement de plusieurs maladies (Halliwell, 1994).

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudice afin de
déterminer les éléments majeurs de I’activité antioxydante (Jovanovic et al., 1994).
Grace a leur faible potentiel redox, les polyphénols, plus particuliérement les
flavonoides (FI-OH), sont capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes,
peroxyles (ROO-), alkoxyles (RO-) et hydroxyle par transfert d’hydrogene selon la

réaction suivante :
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Figure 12 : Mécanisme de Piégeage des EROs par les flavonoides (Jovanovic ef al., 1994).

D’une maniere générale, les flavonoides les plus actifs (impliqués comme des
piégeurs efficaces des radicaux hydroxyles et peroxyles), sont ceux qui combinent les
trois critéres suivants :

1- La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) ;

2- La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-0xo ;

3- La présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3

(Bors et al., 1990) (Figure 13).

Figure 13: Eléments essentiels pour l'activité antioxydante des flavonoides (Bors et al.,

1990).

5.2.2. Inhibition enzymatique

Les phénomenes d’interaction polyphénols - protéines ont été largement étudiés in
vitro, particulierement dans le cas des flavonoides : inhibition d’une grande variété
d’enzymes, modulation du fonctionnement de divers récepteurs ainsi que du
processus de transcription de certains genes (par interaction du cytosol avec les

facteurs de transcription ou certains précurseurs) (Havsteen, 2002).
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Outre les effets antioxydants, 1’inhibition de la production des EROs par les
polyphénols, particulierement les flavonoides, peut procéder directement par
formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage directe des EROs

(Havsteen, 2002).

6. Propriétés thérapeutiques des polyphénols

De nos jours, les propriétés des polyphénols sont largement dtudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activités anti-virales, anti-tumorales, anti-
inflammatoires, antiallergiques et anti-cancer. Ils ont également des actions positives
sur 1’obésité, le diabéte, les maladies d’Alzheimer et de Parkinson. Les catéchines du
thé sont des inhibiteurs de I’angiogénese in vitro (Middleton et al., 2000 ;

Hennebelle et al., 2004).
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[ Chapitre 4 : Oxydants, stress oxydatif et antioxydants ]

1. Radicaux libres et espéces réactives de 1'oxygéne

Dans la structure des atomes et des molécules, les électrons s’associent souvent en
paire, chaque paire est mouvante dans une région ou espace défini autour du noyau.
Cet espace est attribué a une orbitale atomique ou moléculaire, 1’électron de chaque

paire a un nombre quantum de spin +1/2 ou -1/2.
1.1. Définition

Un radical libre est défini comme un atome, un ion ou une molécule possédant un
ou plusieurs électrons libres. Le plus souvent 1’électron non appari¢ se trouve sur
I’orbitale externe de la molécule. Cet €lectron libre la rend trés réactive et instable sur

le plan énergétique.

Au point de vue énergétique, pour retrouver un état stable, les radicaux libres
tendent a ne plus avoir d’électrons célibataires dans leurs cortege électronique. Ce
résultat peut étre atteint par soit la perte d’un électron, le radical est alors réducteur,

soit par le gain d’un électron, le radical est alors oxydant.

Les radicaux libres ont une activité chimique variable selon la molécule considérée,
mais ce sont pour la plupart de puissants oxydants. Les principaux radicaux libres
entrant dans les processus physiopathologiques humains sont les radicaux superoxyde,
hydroxyle, le peroxyde d’hydrogéne et le peroxynitrite. C’est pourquoi le terme
d’espece réactive de I’oxygene (ERO) est préféré a celui de radicaux libres puisque le
peroxyde d’hydrogéne n’est pas un radical libre (Favier, 2003 ; Halliwel et
Whiteman, 2004).

Tableau 4 : Exemples d'especes réactives de I'oxygene (Favier, 2003 ; Delattre, 2005).

NOM FORMULE COMMENTAIRES

L’oxygene singulet 0, Molécule instable d’oxygene

Superoxyde 0,” Un électron en plus (espéce radicalaire)
Peroxyde d’hydrogéne H,0, Espéce réactive non radicalaire

Hydroxyle OH" Un radical hautement réactif

Peroxynitrite ONOO Une espéce radicalaire potentiellement toxique.
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1.2. Formation des EROs

La réduction de 1’oxygene par I’ajout progressif des électrons pour devenir H,O
peut donner des molécules intermédiaires qui sont les espéces réactives d’oxygene

(ERO) telles que le superoxyde et le peroxyde (Gardes-Alber et al., 2003).
1.3. Quelques espéces réactives de 1'oxygene
1.3.1. Oxygéne singulet 0,

L’oxygene fondamental (celui que nous respirons) possede 2 électrons célibataires
a spins paralleles. Sous I’impact d’un photon il peut se transformer en oxygene
singulet (0,) (forme excitée de 1’oxygene moléculaire). Il accouple ses 2 électrons
célibataires qui se retrouvent dans la méme case quantique avec des spins
antiparall¢les. Cette molécule est instable. Elle est produite principalement par

photosensibilisation (risque cutané).
1.3.2. Super-oxyde O,

L’anion superoxyde est un radical libre chargé négativement issu de la réduction

monovalente de 1I’oxygene moléculaire.

Un électron peut alors s’ajouter dans la case vide : on obtient 1’ion superoxyde
(O77). Cet électron est anti-liant, donc I’interaction entre les 2 atomes O est moins
forte et la molécule est tres réactive. L’anion superoxyde posséde 17 électrons pourl6
protons avec un électron célibataire qui le rend instable. Il est produit par les cellules
phagocytaires (neutrophiles, monocytes, macrophages, ¢osinophiles) et les
lymphocytes, les fibroblastes et les cellules endothéliales vasculaires. 11 peut

constituer un radical a la fois oxydant et réducteur.
1.3.3. Le peroxyde d'hydrogéne H,O;

Le peroxyde d'hydrogéne est produit par la dismutation spontanée ou induite de
l'anion superoxyde, ou par la réduction bivalente de 1'oxygene. Il s'agit d'un agent trés
réactif. C'est pour cela qu'on I'utilise souvent comme désinfectant et comme agent de
blanchiment. Le peroxyde d'hydrogéne n'est pas un radical libre a proprement parler
puisqu'il ne possede pas d'électron célibataire. Cependant il est considéré comme un

dérivé de l'oxygeéne, de par sa position essentielle au sein des réactions radicalaires.
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Par ailleurs, le peroxyde d'hydrogéne a la propriété de traverser les membranes
biologiques. Il possede aussi un fort pouvoir oxydant participant indirectement a la
toxicité des dérivés de 1’oxygene (Kakhlon et Cabantchik, 2002 ; Delattre, 2005 ;
Harold et al., 2007).

1.3.4. Le radical hydroxyle (OH))

H,0; et O, sont les précurseurs du radical hydroxyle par la réaction de Haber et
Wiess. Le radical hydroxyle est le composé le plus réactif. Il agit en captent un
¢lectron d’une autre molécule. Il est principalement formé lors de réactions d’ions
métalliques avec le peroxyde d’hydrogeéne. Elles sont décrites sous le nom de

réactions de Fenton.

On explique le réle des ions métalliques dans la réaction de Fenton selon les

réactions suivantes :

MY +H,0, ——— M®D" 4 OH + OH

Exemples

Fe’' +H0, > F' +OH + OH
Cu'+H,0, ————» Cu* +OH +OH
Fe’"+H,0, —» Fe OH’ +OH

Réaction de Haber-Weiss

0,"+H,0, ——» 0,+0OH +OH
Fe

La réaction entre 1’ion ferreux et le peroxyde d’hydrogeéne produit I’ion ferrique

et un radical hydroxyle (Favier, 2003 ; Harold ef al.,, 2007 ; Borg et Reeber, 2008).
1.3.5. Oxyde de nitrogéne NO" et le peroxynitrite ONOO’

Le NO' est nécessaire pour le métabolisme humain mais en exces il peut étre
cytotoxique. De plus, les interactions NO' /O,  entrainées conduisent a la formation

d'un radical, le peroxynitrite (Alderton et al., 2001 ; Ghafourifar et Cadenas, 2005).
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La figure 14 résume la formation des principales especes réactives de I'oxygene.

Lumidre TV oxydases

Lo | ~— =[O }—

Oxygéne nnxua"flf_f/‘/ Oxygéne Superoxyde *eroxyde d'hydrogénes

i — Cycles redox dismutases myéloperoxidase
Arginine__ ¥ yelop
= — NADPH ox
mitochondrie Fe «r
Ho«a
Fe3+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde

oNG0 =

Pperoxynitriie Radical hydroxyle
\* / /
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation O xydation de
protéines des cascades des protéines lipidigue I'ADN

Figure 14 : Origines des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de

'oxygeéne impliqués en Biologie (Favier, 2003).

Il convient de préciser que I’instabilit¢ des EROs rend difficile leur mise en
¢vidence au niveau des différents milieux biologiques. Leurs constantes de vitesse
réactionnelle varient selon leurs natures. Elles sont tres élevées et peuvent aller de 105
4 1010 mol.I's™". La durée de vie des EROs est extrémement trés courte de la nano a
la milli seconde (Lechuer-Michel ef al., 2001). En effet, la toxicité des EROs n’est
pas nécessairement corrélée avec leur réactivité. Dans plusieurs cas, des especes peu
réactives peuvent étre a I’origine d’une grande toxicité en raison de leur demie vie
longue qui leur permet de diffuser et gagner des locations sensitives (Kohen et

Nyska, 2002).
1.4. Origines des EROs

1.4.1. Origines exogenes

Elles sont surtout d’origine physique et chimique comme le rayonnement ultra-
violet, les ultrasons, air pollué, fumé de cigarette,... (Magder, 2006).
1.4.2. Origines endogénes

De nombreux systémes enzymatiques identifiés dans les cellules sont également

capables de générer des oxydants :
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v NADPH-oxydase, enzyme jouant un role clef dans la phagocytose par
la production de H,O, et HOCI ;

v Xanthine-oxydase qui est activée au cours de la reperfusion apres
ischémie ;
v NADH-déshydrogénase du transport électronique dans la membrane

interne mitochondriale, et I’héme de I’hémoglobine et de la myoglobine oxydant
le Fe*" en Fe’" pour donner les formes oxydées methémoglobine et

metmyoglobine (Li et al., 2002 ; Andreyev et al., 2005 ; Valko et al., 2006).

L'origine cellulaires des EROs est principalement la mitochondrie et a moindre

degré le réticulum endoplasmique.
e La membrane mitochondriale

C'est la source principale. Le métabolisme cellulaire est situé principalement a la
membrane mitochondriale. En effet 95% de 1’oxygene utilisé par la cellule est réduit
en eau dans la mitochondrie en vue de la formation d’ATP. Cette réaction fait
intervenir en particulier le coenzyme Q. Il peut se produire une fuite d’électrons au
niveau de ce coenzyme par la NADH-coenzyme Q réductase, la coenzyme Q-
cytochrome C réductase et le cytochrome C oxydase. Elle aura pour conséquence la
formation de radicaux libres aux dépens de I’oxygene. Ainsi 5% de ’oxygeéne qui
transite au niveau de la mitochondrie devient de 1’anion super-oxyde. Cela représente
une quantit¢ non négligeable de composés potentiellement toxiques produits
quotidiennement au sein des cellules de I’organisme (Andreyev et al., 2005 ; Borg et

Reeber, 2008).
e Le réticulum endoplasmique

Au sein du réticulum endoplasmique (les microsomes) se trouve le cytochrome
P450. 11 s’agit d’une hydroxylase qui intervient dans le métabolisme des stéroides et
médicaments. Le fer présent a I’intérieur de ce cytochrome est susceptible de réagir
avec I’oxygene et de produire I’anion super-oxyde. Ce sera le déclencheur préférentiel

de la peroxydation lipidique (Borg et Reeber, 2008).

1.5. Les espéces réactives de 1'oxygéne dans les systémes biologiques
Les radicaux libres et d'autres especes réactives sont constamment produits dans le
corps humain (Halliwell, 2001). Pendant les activités cellulaires normales, divers
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processus a l'intérieur des cellules produisent des espéces réactives de l'oxygene
(EROs). Les plus courantes sont le peroxyde d'hydrogéne (H,0,), l'ion superoxyde
(0,7) et le radical hydroxyde (OH®) (Denisov et Afanas’ev, 2005 ; Harold ef al.,
2007).

En regle générale, une faible concentration d'EROs est essentielle pour les
fonctions physiologiques normales comme I'expression des geénes, la croissance
cellulaire et de la défense contre l'infection. Parfois, ils agissent également comme des

agents stimulants pour les processus biochimiques dans la cellule (Droge, 2002).
2. Stress oxydatif

Le terme général de stress oxydatif est utilisé pour décrire une situation de
dommages causés par les EROs. Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre,
d’une part, les molécules pro-oxydantes particulicrement les especes radicalaires
réactives dérivées de I’oxygene (radical hydoxyle OH®, anion superoxyde O,°, ...) et,
d’autre part, les especes antioxydantes (Figure 15). Les radicaux libres sont produits
par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour l'organisme a dose
raisonnable ; mais la production peut devenir excessive ou résulter de phénomenes
toxiques exogenes et l'organisme va devoir se protéger de ces exces par différents
systémes antioxydants. Dans ces circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants/prooxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit
en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux, I'exces de ces
radicaux est appelé «stress oxydant» (Favier, 2003 ; Guichardant et al., 2006 ;

Perkins, 2000).
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Stress oxydatif | Niveaux homéostatiques d'EROs Défense activée (manque d'EROs)

SOD
GPX
Catalase
GSH
a-tocophérol
Autres antioxydants

Antioxydants

OH’

0,

H,0,
Autres EROs

Oxydants (EROs)

Figure 15 : Déséquilibre entre oxydants et antioxydants (Rahman et al., 2012).

2.1. Implication du stress oxydatif dans la pathologie et dans le vieillissement

Les réactions d’oxydoréduction qui transférent les €lectrons d’une substance vers
un agent oxydant sont nécessaires a la vie, mais peuvent produire des radicaux libres
qui entrainent des réactions en chaine destructrices. Le stress oxydatif a été mis en
cause dans la pathogeneése de nombreuses maladies humaines graves telles que
certains cancers, les maladies cardiovasculaires, les maladies autoimmunes, les
maladies dégénératives lies au vieillissement, sans que 1’on sache encore s’il est
cause ou conséquence de ces maladies (Halliwel et Guetterridge, 1990 ; Esterbauer
et al., 1993 ; Harrison et al., 2003 ; Sorg, 2004). La plupart des maladies induites par
le stress oxydant apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses
antioxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux avec une
diminution de [D’efficacit¢ des systemes de réparation et de dégradation des

constituants oxydés (Halliwell et Gutterridge, 1999 ; Sohal et Mockett, 2002).

2.1.1. Roéle dans l'inflammation

L’inflammation est la réponse a toute agression locale par une série de réactions
non spécifiques, déclenchées quelque soit la cause initiale et se déroulant en trois

temps : réactions vasculaire, infiltration cellulaire et fibrose tissulaire.
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Si, dans I’ensemble, l’inflammation fait partie des réactions de défense de
I’organisme a I’agression et de sa mise en état d’alerte d’y résister, dans bien des cas,
elle dure trop, dépasse son but et provoque par elle-méme des destructions tissulaires
et des réactions non souhaitables, qui la transforme en phénoméne pathologique. Cette
réaction peut étre causée par des agents variés (infectieux, physique, chimique,...).

Elle peut étre aigué¢ ou chronique (Russo-marie et al., 1998).

Les médiateurs de l'inflammation sont multiples. Nous pouvons citer les cytokines
(IL-1, TNF-a.,..), les prostaglandines, les leucotriénes et des protéines plasmatiques

diverses (Perronne, 1999 ; Nicolas et al., 2001).

Dans toutes les inflammations, il existe une surproduction de radicaux oxygénés
dans le milieu extracellulaire. Lorsque la production de ces radicaux est importante, la
réaction inflammatoire s’auto-entretient. Dans les phagocytes, les EROs sont
produites par activation de la NADPH oxydase, de la myélopéroxydase et des NO
synthases. Ces EROs sont produites au sein des péroxysomes, au niveau des
membranes des phagosomes et sur la membrane cytoplasmique, ce qui est a 1’origine
d’altération moléculaire des cellules (Griendling et al, 2000 ; Dedon et

Tannenbaum, 2004).

Parmi ces radicaux, un dérivé du monoxyde d'azote (NO), le peroxynitrite (ONOO")
semble jouer un réle déterminant dans les lésions tissulaires accompagnant ce

processus pathologique (Guenane et al., 2006).

2.1.2. Réle dans le vieillissement

Le systéme nerveux central est particulicrement sensible aux radicaux libres a cause
de sa grande consommation d’oxygene, de la grande concentration en lipides et de sa
faiblesse relative en enzyme antioxydants. Ces conditions conduisent a la
dégénérescence des neurones et provoquent 1’apparition des troubles de mémoire et,
des fois, sont couplées aux maladies neurodégénératives qui sont trés fréquentes en
age avancé. Ces effets ne se limitent pas a ce niveau parce qu'il a été rapporté que le
radical OHe (espece trés réactive de 1’oxygene) était capable de réagir avec I’ADN
conduisant a divers processus, tels que I’oxydation des bases et des résidus des sucres
ou la formation de cassures de chaine par arrachement d’un atome d’hydrogene du 2-

désoxyribose. De plus, le radical *OH est responsable de la formation de pontages
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ADN-protéines dans les nucléoprotéines (Barouki, 2006 ; Daum-Badouard, 2006 ;
Droge et Schipper, 2007).

3. Oxydation des lipides
3.1. Mécanismes généraux de I’oxydation des lipides

L’oxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies réactionnelles en fonction
du milieu et des agents initiateurs :

- ’auto-oxydation accélérée par la température, les ions métalliques, les radicaux
libres ;

- la photo-oxydation, initiée par la lumicre en présence de photo sensibilisateurs ;

- Poxydation enzymatique initiée par la lipoxygénase.

Le premier mécanisme étant le plus important. C'est la réaction spontanée de
'oxygéne atmosphérique avec des lipides, connue sous le nom auto-oxydation qui est
le processus le plus commun conduisant a la dégradation par oxydation. Les acides
gras polyinsaturés sont susceptibles de se décomposer par ce procédé, s’ils sont
présents sous forme d'acides gras libres, ou s’ils sont présents dans les triglycérides
(ou diglycérides ou monoglycérides) ou des phospholipides. (Del Rio et al., 2005 ;
Cillard J et Cillard P, 2006).

La réaction se déroule en trois étapes (Figure 16) :

e Initiation

En présence d'un initiateur (In), les lipides insaturés (LH) perdent un atome

d'hydrogéne pour former un radical de lipide (L°).
e Propagation

Le lipide radical alkyle (L") réagit avec l'oxygéne moléculaire pour former un
radical peroxyle (LOO¢). Ce radical fixe un atome d'hydrogéne arraché a une autre
molécule de lipide insaturé (LH) pour former un hydroperoxyde (LOOH) et un
nouveau radical de lipide (Le).

e Terminaison
Les radicaux peroxyles réagissent les uns avec les autres pour former des produits

non radicalaires.
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Lipide
'0, Initiation
‘OH, LO”
Peroxyde LOOH Rad
o L’ adical alkyle
lipidique
0, Propagation

LOO "  Radical peroxyle

Anti-oxydant
LOO" Terminaison

LOOH LOOL, LL, Produits non radicalaires

Figure 16 : Mécanisme de 1’auto-oxydation des acides gras par 1’oxygene triplet et

I’oxygéene singulet (Cillard J et Cillard P, 2006).

Les principaux produits résultants de la peroxydation des lipides sont le MDA
(malondialdehyde), le 4-HNE (4 hydroxynonenal) (Figure 17) et le 4 HDA (4
hydroxyalkenal) (Daum-Badouard, 2006). Le 4-HNE est le produit de la
peroxydation lipidique le plus génotoxique (Uchida, 2003).

OH

Figure 17 : Structure chimique du MDA (A) et du 4-HNE (B) (Daum-Badouard, 2006).

4. Oxydation des protéines

Les radicaux libres touchent tous les acides aminés et provoquent la protéolyse des
enzymes et des protéines. Cette protéolyse peut modifier et donner naissance a de
nouvelles structures et des conformations protéiques différentes et par conséquent,
changement de fonction ou des protéines dysfonctionnelles (activité enzymatique,
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transduction d’un signal ou systeme de transport). Ces modifications sont marquées
par la formation de ponts disulfures et des liaisons carbonyles. L’oxydation des
protéines peut étre due a des produits de peroxydation tels que le MDA et le 4-HNE
qui se conjuguent avec les acides aminés (histidine, cystéine, lysine) des protéines

natives (Alamovitch ef al., 2007 ; Borg et Reeber 2008).

5. Oxydation des acides nucléiques

Les especes réactives H,O, et O,¢” peuvent générer le radical OHe. C'est I’espece la
plus réactive de ’oxygene et sa réaction avec I’ADN est susceptible de conduire a
divers processus, tels que 1’oxydation des bases et des résidus des sucres ou la
formation de cassures de chaine par arrachement d’un atome d’hydrogeéne du 2-
désoxyribose. De plus, le radical OHe est responsable de la formation de pontages
ADN-protéines dans les nucléoprotéines.

Les aldéhydes réactifs (MDA et 4-HNE) générés par la peroxydation lipidique
interagissent avec les bases de I'ADN (Guetens et al., 2002 ; Daum-Badouard,

20006).

6. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir, a des concentrations
relativement faibles, sans danger avec les radicaux libres (chaque molécule ne peut
réagir qu’avec un seul électron libre) et de mettre fin a la réaction en chaine avant que
les molécules vitales ne soient endommagées. Ils peuvent étre d’origine endogéne ou
exogene (Halliwell, 1994).

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de
terminaison capables de dévier ou de piéger les radicaux libres. Ils agissent en
formant des produits finis non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en
chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant
que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras. Tandis que d’autres
antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de 1’oxygeéne singulet pour Ila

transformer en chaleur (Berset et Cervelier, 1996).

Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs actions (enzymatiques ou non
enzymatiques) ou bien selon leur source (endogene ou exogene) (Halliwell ef al.,
1992).
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6.1. Les systémes enzymatiques antioxydants
6.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)
Elle catalyse la conversion de 1’anion superoxyde O, en H,O, :

SOD
20, +2H ———» H,O, + O,

Plusieurs iso-formes de la SOD existent et différent par leur séquence protéique et
leurs cofacteurs (Fridovich, 1995). Ainsi, la MnSOD comprend 4 sous-unités
contenant chacune un atome de manganese. Elle est localisée dans la mitochondrie.
On distingue également la Cu-Zn SOD sous forme d’un dimere dont chaque unité
posséde 1 atome de cuivre et 1 atome de zinc. Elle est présente chez la plupart des
especes au niveau du cytoplasme (Tablaecu 5). La formation de la MnSOD est
inductible par un stress oxydant, contrairement a celle de la Cu-ZnSOD (Murley et

al., 2001 ; Finaud et al., 2006).

6.1.2. Les catalases (CAT)

CAT est présente dans toutes les cellules et en particulier dans les peroxysomes, les
structures cellulaires qui utilisent I'oxygeéne afin de détoxifier des substances toxiques
et produire H,O,. La catalase convertit HO, en eau et oxygene. La catalase peut
¢galement utiliser H,O; afin de détoxifier des substances toxiques par une réaction de
la peroxydase. Cette réaction a besoin d'un substrat tel que le phénol, I'alcool (éthanol)
ou l'acide formique (Pal Yu, 1994 ; Finaud et al., 2006). (Tableau 5).

CAT
H,0, + H,A (substrat) — 2H,0+A

6.1.3. La glutathion peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase est une enzyme formée de quatre sous-unités contenant
chacune un atome de sélénium (r6le de cofacteur) incorporé dans une molécule de
sélénocystéine (dans laquelle 1'oxygeéne du groupement hydroxyle de la sérine est
remplacé par le sélénium) (Chaudiere et Tappel, 1983). Elles se définissent comme
des enzymes de structure trés proche ayant la propriété de réduire les peroxydes. Il

existe une forme de GPX cytosolique, une forme plasmatique, une forme gastro-
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intestinale ainsi qu’une iso-enzyme réduisant directement les phospholipides oxydés,

la HPGPx (hydroperoxyde-glutathion peroxydase) (Ursini ez al., 1999).
GPX

H,0,+2 GSH L GSSG+2 Hy0

Actuellement toutes les glutathions peroxydases connues sont des enzymes a

sélénium.

Tableau 5 : Localisation et actions des enzymes antioxydants (Finaud et al., 2006).

Antioxydants Cofacteurs Localisation cellulaire Cibles
) ) Anion superoxyde
Mn-SOD Manganese Mitochondrie o
Peroxynitrite
Zinc et Cytosol-mitochondrie Anion superoxyde
Cu-Zn-SOD ] o
cuivre (membrane) Peroxynitrite
Peroxysome, cytosol et
CAT Fer ) i Peroxyde d’hydrogene
mitochondrie
) ) ) Peroxyde d’hydrogéne
GPX Sélénium cytosol et mitochondrie )
Peroxyntrite

6.2. Les antioxydants moléculaires
6.2.1. Les antioxydants endogénes

Parmi ces molécules, le glutathion se positionne en premiere position.
6.2.1.1. Le glutathion

Le glutathion GSH est un polypeptide composé de trois acides aminés (cystéine,
acide glutamique et glycine). Il est, sous forme réduite, I’antioxydant le plus
important des cellules, les protégeant notamment des dérivés actifs de 1'oxygene. Ces
substances hautement réactives, si elles sont non contrélées, endommageront ou
détruiront les composantes clés cellulaires (par exemple les membranes, I’ADN) en
I’espace de microsecondes. Le glutathion attaque directement les composés oxygénés
a I’intérieur de la cellule et joue un réle clé dans le recyclage d’autres antioxydants
bien connus, tels que les vitamines C et E. Au cceur des défenses antioxydantes, le

glutathion est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systémes vivants.
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Le GSH est un composé piégeur pouvant réagir avec I'hydroxyle ou un peroxyde
pour donner un radical thyil (GS’) conduisant a la rupture de la chaine par la

formation d'une molécule (Souchard et al., 2002 ; Haleng et al., 2007).

GSH + HO* — GS*+H20
2GS*— GSSG

6.2.2. Les antioxydants exogenes
6.2.2.1. La vitamine E (ou a-tocophérol)

La vitamine E, représentée en majorité par l'alpha-tocophérol, est un composé
antioxydant puissant, notamment du fait de son caractére lipophile, qui lui permet
d'agir au site méme de la peroxydation lipidique membranaire. En échangeant un
¢lectron libre, le tocophérol se transforme en radical tocophéroxyle, peu réactif de par
sa structure cyclique. Le radical tocophéroxyle peut étre régénéré par l'ascorbate, qui
devient alors radicalaire. Lors d'un stress oxydatif, ces deux vitamines agissent
conjointement en formant une chaine de détoxication des radicaux libres (Pryor, 2000

; Hussain ef al., 2013).

6.2.2.2. La vitamine C (ou acide ascorbique)

La vitamine C ou acide ascorbique est généralement considérée comme
l'antioxydant hydrosoluble le plus efficace dans le plasma humain. Grace au faible
potentiel redox du couple ascorbate/radical ascorbyle, la vitamine C est capable de
céder un électron a pratiquement tous les radicaux libres pouvant intervenir dans un
systéme biologique, comme les radicaux superoxydes, hydroxyles, tocophéroxyles ou

peroxyles (Will et Byers, 1996 ; Valko et al., 2006).
6.2.2.3. Les polyphénols

Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques ont été¢ exposées dans le

chapitre correspondant (pages 29 et 30).

6.2.2.4. Les antioxydants synthétiques
Les antioxydants synthétiques sont généralement préparés en laboratoire, et

principalement a partir de composants chimiques (Pelli et Lyly, 2003).
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Le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), les esters de 1'acide
gallique (gallate de propyle, gallate d'octyle et gallate de dodécyle) sont des

antioxydants synthétiques lipophiles fréquemment utilisés.

7. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro

Liu (2010) a dressé une pyramide positionnant les quatre éléments dont il faut tenir
compte pour l'exploration du pouvoir antioxydant (Figure 18). Il s'agit du substrat
susceptible d'étre oxydé, du microenvironnement dans lequel la réaction a lieu, de la

nature et de la source de 1'oxydant et en dernier lieu la méthode d'évaluation.

Anti dant Composé de synthése
ntoxydants Composé extrait a partir d'une plante,.....

Spectrophotométrie UV-Visible

CLHP,...
Acide linoléique
Méthodes de déterminafi 3 Substrats { Erythrocyte
ADN, LDL,....
£z ' . g . . Liposome
Générateurs de 1'oxydation Microenvironnements 4 g jion .

UV et radiation
Ion métallique
Autres oxydants,.....

Figure 18 : Eléments a prendre en considération pour I'exploration du pouvoir anti
oxydant d'une préparation donnée (Liu, 2010).

Ainsi, nous pouvons distinguer des méthodes chimiques et des méthodes

biologiques (sur lipoprotéines, érythrocytes, ADN,...).

D'une maniére générale, les méthodes d'exploration de I'activité antioxydante
peuvent étre divisées en deux groupes selon deux mécanismes : soit par le transfert
d’atome d’hydrogéne, soit par le transfert d’un simple électron (Sanchez-Moreno,

2002 ; Huang et al., 2005). Le premier groupe englobe des méthodes employées
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souvent pour évaluer la peroxydation lipidique en utilisant un substrat lipidique ou
lipoprotéique. Cette activité est exprimée par la mesure du degré de l'inhibition de

l'oxydation (Sanchez-Moreno et Larrauri, 1998). Le second groupe intéresse les
tests mesurant la capacité du piégeage (neutralisation) d'un radical libre (OH', O "7,

NO:,...) (Sanchez-Moreno, 2002). Nous pouvons en citer a titre d'exemples :

» La méthode d'ORAC (capacité d'absorbance du radical de 1'oxygene)
(Cao et al., 1993) ;

» La méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques d'antioxydants)
(Benzie et Strain, 1996) ;

» La méthode d'ABTS (le balayage ou bien la neutralisation du radical
cationique 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate). Le résultat est
en général exprimé en TEAC (capacité antioxydante équivalente de Trolox)
(Miller et al., 1993) ;

» Le balayage du radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
(Brand-Williams et al., 1995 ; Molyneux, 2004) ;

» La méthode de DMPD (le balayage du radical cation N, N'- p-di-
méthylique —phénylénediamine) (Li et al., 1994).
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Notre travail a été réalisé, en grande partie, au laboratoire de Recherche des
Sciences Fondamentales (Université Amar TELIDJI, Laghouat). Une partie a été
réalisée au laboratoire d'Instrumentation et des Sciences Analytiques (Marseille,

France).

Au départ, notre série d'étude comprenait une trentaine d'arbres répartis sur sept
sites différents situés dans les régions de Laghouat et d'Ain Ouassara. Les fruits,
cueillis durant le mois de septembre 2009, ont été trics, sur la base de leur couleur, en
fruits verts, noirs et rouges. Les résultats extrémement intéressants obtenus avec ces
¢chantillons nous ont incités a faire d'autres récoltes en 2011 et en 2013. Ces dernieres
ont servi a étendre 1'étude de I'effet de la progression de la maturation des fruits sur la
composition et l'activité antioxydante de leurs huiles et de leurs tourteaux.

I1 est primordial de préciser que les expérimentations effectuées sur ces échantillons
l'ont été, en grande partie, sur la base des résultats obtenus avec la cueillette de 2009.

I1 est aussi important de noter que des expérimentations qui n'étaient pas prévues au

départ ont été accomplies afin d'apporter le maximum d'informations.

C'est pour ces raisons que nous avons jugé judicieux de répartir la partie
expérimentale en trois chapitres complémentaires ou chacun s'intéresse a une (ou

plusieurs) récolte (s) d'une saison.
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[ Chapitre 1 : Cueillette 2009 ]

1. Matériel biologique
1.1. La récolte des échantillons

La récolte des fruits de Pistacia atlantica a été effectuée au mois de septembre
2009 au niveau de six sites différents de la Wilaya de Laghouat et au niveau de la
région d'Ain Ouassara (Wilaya de Djelfa) (Figures 19 et 20 et Tableau 6).
L'emplacement géographique des sept sites est donné comme suit :
1 : Dayet Tilghimt (a2 95 km au sud de Laghouat sur la RN1) ;
2 : Dayet Ennous (a 22 km a I'ouest de Laghouat sur la RW230, entre Elkheneg et
Elhouita) ;
3 : Daya (a 85 km au sud de Laghouat sur la RN1, entre Bellil et Tilghimt) ;
4 : Daya (a Nili, a 60 km au sud de Laghouat sur la RN1) ;
5 : Daya (a 40 km au sud de Laghouat sur la RN1) ;
6 : Daya (a 20 km au sud de Laghouat sur la RN1) ;
7 : Daya (a 20 km au sud d'Ain Ouassara, Wilaya de Djelfa, sur la RN1) ;

(€ ;l_'_'M-_'i_-)_ G R0
b

Figure 19 : Emplacement géographique des sites de cueillette des fruits de Pistacia

atlantica de la région de Laghouat (capture d'écran Google Earth 2015).
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Figure 20 : Emplacement géographique du site de cueillette des fruits de Pistacia atlantica

de la région d'Ain Ouassara (capture d'écran Google Earth 2015).

Tableau 6 : Caractéristiques géographiques des différents sites et nombre de pieds par site.

(* Seltzer, 1946).

Etage
Site Longitude Latitude Altitude L g' % Non.lbre de
bioclimatique pieds

1 : Dayet Tilghimt 3°21'16.07"E | 33°09'17.84"N 736 m 14
2 : Dayet Ennous 27394419"E | 330412350'N | 836 m 3
3 : Daya (entre .

_ ) 3°19'34.35"E | 33°10'48.13"N 42 Aride 4
Tilghimt et Bellil) 742m
4 : Daya (Nili) 3°02'57.26"E | 33°23'07.40"N 829 m 3
5 : Daya PK 440 RN1 2°59'32.58"E | 33°30'37.07"N 873 m 2
6 : Daya PK 420 RN1 2°55'42.770"E | 33°38'42.79"N 812 m 1
7:DayaPR22ORNL | o507 03E | 35e1555122N | 776 m | Semi aride 3

(Ain Quassara)

NB : Les données relatives a I'étage bioclimatique remontent a 1946. L'impact des changements climatiques,
plusieurs décennies apres, n'est pas a négliger.

Les fruits ont été cueillis en faisant le tour de 'arbre.

La figure 21 montre des fruits fraichement cueillis. Nous y distinguons des fruits

rouges et verts (a gauche) et des fruits rouges et noirs (a droite).
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Figure 21 : Fruits de Pistacia atlantica fraichement cueillis (26/9/2009).

A gauche, des fruits rouges et verts et a droite, des fruits rouges et noirs.

Apres séchage, a 1’abri de la lumiere pendant une durée de 10 jours, les fruits ont
¢té répartis, selon leur couleur, en échantillon vert, noir ou rouge. Les €chantillons
verts et noirs sont considérés comme matures tandis que ceux de couleur rouge sont
considérés comme immatures. Nous avons attribué a chaque échantillon un code en
deux chiffres et une lettre indiquant respectivement le site, 1'arbre et la couleur du
fruit. Ainsi, a titre d'exemple, le code 1.1V indique un fruit vert cueilli a partir de
l'arbre numéro 1 du site 1. Les lettres N et R indiquent respectivement la couleur noire

et la couleur rouge.
2. Méthodes

La démarche expérimentale pour ce chapitre peut é&tre récapitulée selon

l'organigramme suivant (Figure 22) :
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Fruits de Pistacia atlantica
de degré de maturité différent

Broyage
e

Extraction de I'huile
(par macération)

v

Huiles
(Détermination du rendement)
(n=51)

v

Analyse biochimique

Préparation et analyse des EMAG par CPG
Dosage des tocophérols totaux

Analyse des tocophérols par CLHP
Evaluation du pouvoir antioxydant

e Testau DPPH

v

Tourteaux

Extraits
phénoliques

Dosage des polyphénols totaux
Dosage des flavonoides

Evaluation du pouvoir antioxydant des
extraits phénoliques bruts

o  Test au DPPH

CLHP composés phénoliques

Figure 22 : Organigramme résumant la démarche expérimentale pour les fruits de la saison 2009.

2.1. Extraction des huiles

L’extraction de I’huile de Pistacia atlantica est réalisée par une double macération

avec de I’hexane, sur les fruits finement broyée (50 a 100 g) a ’aide d’un mortier

traditionnel.

L'extraction est menée a température ambiante sous agitation pendant 48 heures

avec renouvellement du solvant. Apres séchage par le sulfate de sodium anhydre et

filtration, 1I’hexane est évaporé sous pression réduite a 40 °C. L’extrait obtenu est une

huile brute. Les échantillons obtenus sont conservés a une température de +4°C dans

des flacons en verre jusqu'a utilisation.

Chaque extrait est pes¢€, ce qui nous a permis de déterminer le rendement en huile a

I’aide de la relation (1)
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Masse de l'extrait X 100

Teneur en huiles = : : — - (1)
Masse de la prise d'essai (matiere végétale broyée)

2.2. Analyse des acides gras
2.2.1. Préparation des esters méthyliques d'acides gras (EMAG)

Les esters méthyliques d'acides gras ont été préparés selon un protocole mis au
point au niveau de notre laboratoire. Dans un ballon, 25 ml de solution méthanolique
de soude (NaOCHj3; 0,5 %) sont ajoutés a 0,5 g d’huile. Le mélange est porté a
¢bullition a reflux pendant 30 min. Apres refroidissement, les esters méthyliques sont
récupérés par une double extraction liquide- liquide en utilisant 20 ml d’hexane et 20
ml d’eau distillée. La phase organique est lavée plusieurs fois par de I’eau jusqu’a la
neutralisation. Apres séchage par sulfate de sodium anhydre, le solvant est filtré puis
¢vaporé a 40°C sous pression réduite.

Finalement, les EMAG sont purifiés, par flash chromatographie a 1’aide d'une petite

colonne (pipette Pasteur) remplie de gel de silice avec le chloroforme comme éluant.

e Préparation de la pipette colonne
Nous avons mis au fond d'une pipette Pasteur, un peu de coton puis, cette dernicre a
¢été remplie, jusqu'a 3 cm, de gel de silice en haut. Le gel est ensuite humidifié avec 1

ml de chloroforme.

e  Préparation de I’échantillon

L’extrait 'EMAG est solubilisé dans 1 ml de chloroforme.

e Elution
L’échantillon est introduit par le haut de la colonne de gel de silice, puis élué¢ avec
2,5 ml de chloroforme. Les EMAG ainsi purifiés sont conservés a +4°C jusqu’a leur

analyse.

2.2.2. Analyse des esters d’acides gras par CPG
Les EMAG sont analysés par une chromatographie en phase gazeuse en présence
de standards purs connus.
% Lemodel d’appareil : Chrompack CP 9002.
s Type de détecteur : FID (250 °C).
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s Température de I’injecteur : 250 °C
¢ Programmation de la température du four : Isotherme.

% La colonne utilisée : DB23 (50% Cyanopropyl), 30 m, diameétre
intérieur 0,32 mm, épaisseur du film 0,32 pm.

% Gaz vecteur : Azote a un débit de 1 ml/min

X/

*  Volume de I'échantillon injecté 1 pl

2.3. Dosage des tocophérols totaux

Le dosage des tocophérols totaux a été effectué¢ selon la méthode de dosage

colorimétrique d’Emmerie-Engel (Emmerie et Engel, 1939).
e  Principe

Cette technique est basée sur la réaction d’oxydoréduction entre les tocophérols et
le fer ferrique (Fe’™) qui est réduit en fer ferreux (Fe").

Ce dernier, en présence du phénantroline, forme un complexe rouge-orangé stable
absorbant a 510 nm.

e Protocole

Une droite d'étalonnage tracée a partir d'a-tocophérol commercial (vitamine E),
permet de relier 1'absorbance et la concentration de tocophérol exprimée en g/l. A
partir d'une solution commerciale de la vitamine E, nous avons préparé dans le
butanol une concentration de 1 g/l de solution mere et des solutions filles ayant des
concentrations bien déterminées. Par la suite, a Iml de chaque solution fille sont
ajoutés 1ml de réactif phénantroline 0,4 % et 0,5 ml de FeCl; 0,12 % dans 1’éthanol.
Apres 5 min, ’absorbance est lue a 510 nm.

Nous avons réalisé le dosage sur I’huile brute. Les échantillons d’huiles sont
traités de la méme facon. Le test est effectu¢ deux fois. La concentration des
tocophérols totaux dans chaque extrait a été calculée a partir des courbes d’étalonnage
¢tablies avec la vitamine E et exprimée en milligrammes équivalents de vitamine E
par 100 grammes d’huile (mg Vit E / 100g d’H).

I1 est a indiquer que nous n'avons réalisé ce dosage que pour quelques échantillons
représentatifs.

2.4. Analyse des tocophérols par CLHP
Une CLHP a été réalisée selon (Nielsen et Hansen, 2008) avec quelques

modifications. Avant 1’analyse, 25 a 35 mg de chaque échantillon huileux ont été
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dilués dans 1ml de n-hexane. 20 ul de chaque solution sont injectés et analysés par
CLHP (a 25°C).
* Lemodel d’appareil : Agilent 1290 Infinity équipé d'une pompe
quaternaire modele 1260.

X/

¢ Type de détecteur : FLD 1260. Excitation a 295 nm, émission a 330 nm
¢ La colonne utilisée : SI 60 (polaire), 250 mm, diamétre intérieur 4,6
mm, épaisseur du film 5 um (Lichrosorb, Merck KGaA, Allemagne).

% Phase mobile : n-hexane/isopropanol, 99/1, v/v en mode isocratique.

s Débit : Iml/min

¢ Volume de I'échantillon injecté 20 pl.

Une mixture d'a-, de B-, de y- et de o-tocophérol standards est utilisée afin
d'identifier les différents isoméres de tocophérols. Des co-injections avec des
¢chantillons sont également menées.

Une gamme d'étalonnage est réalisée a partir d'a-tocophérol commercial. Ainsi, La
concentration des tocophérols individuels dans chaque extrait a été calculée a partir de
cette gamme et exprimée en milligrammes équivalents d'o-tocophérol par 100
grammes d’huile (mg Vit E / 100g d’H). La somme des tocophérols individuels donne

la teneur en tocophérols totaux.

2.5. Evaluation du pouvoir antioxydant des huiles par le test au DPPH
e Principe
L’activité antioxydante de nos extraits exprime leur capacité a réduire les radicaux
libres. Elle est étudiée par la méthode au DPPH, ce radical libre présente une
coloration violette foncée lorsqu’il est piégé par les antioxydants, il apparait sous sa
forme réduite de couleur jaune pale (Figure 23) (Molyneux, 2004). La mesure de

I’absorbance (ou densité optique DO) est effectuée par spectrophotométrie a 517 nm.

\' 1
N + Antioxvdant-OH T + Antioxvdant-O
Ne NH
":}:N » J NO, O.N_ | NO.
DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 23 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Molyneux, 2004).
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e Protocole
Nous avons préparé la solution de DPPH de 250 uM dans le méthanol. Iml de
DPPH est ajouté a 1 ml d'une solution de vitamine E préparée dans le butanol ou les
solutions des extraits. Le mélange est laissé¢ a I’obscurit¢ pendant 30 min et la
décoloration par rapport au controéle négatif contenant uniquement la solution de
DPPH et le butanol est estimée a 517 nm. L’activité anti radicalaire est calculée selon

I’équation ci-dessous :

(ADS 517um Controle — Abs 517, Echantillon)

% d'activité antiradicalaire = - X100
Abs 517nm Controle

La régression linéaire pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de
l'antioxydant permet de déterminer le paramétre ECsy «Efficient Concentration» qui
est défini comme étant la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50 %

de ’activité¢ de DPPH. L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en ECsy.

2.6. Extraction, dosage, activité antioxydante et CLHP des extraits phénoliques a

partir des tourteaux

2.6.1. Extraction des composés phénoliques

Pour l'extraction de ces composés, nous avons adopté la méthode couramment
employée (Hertog et Hollman, 1992 ; Djeridane et al., 2006) avec modifications
(entre autre acétone a la place de l'alcool) . Les tourteaux sont soumis a un broyage fin
a 1’aide d’un mortier traditionnel. Apres tamisage (@= 250um), 10 g de la poudre
obtenue sont ensuite macérées dans 100 ml d’un mélange acétone/eau (70/30 : V/V)
pendant 48 heures a température ambiante avec renouvellement du solvant apres 24
heures. Apres filtration par un papier filtre, ’acétone a été évaporé sous pression
réduite a 40 °C pour obtenir a la fin une phase aqueuse. Cette dernic¢re est soumise a
un lavage plusieurs fois avec de I’éther de pétrole afin de dépigmenter et d'achever la
délipidation de la préparation. Il s'ensuit une triple extraction liquide — liquide avec
I’acétate d’éthyle suivie d'un séchage par le sulfate de sodium anhydre (Na,SO,) puis
une filtration. Le solvant est évaporé sous pression réduite a 40 °C et l'extrait
phénolique brut est repris dans Sml de méthanol. Les extraits obtenus sont conservés a

une température de (+4°C), dans des flacons en verre, jusqu'a utilisation.
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2.6.2. Dosage des phénols totaux

e  Principe
Le dosage des phénols totaux a été effectué selon la méthode de Singleton avec le
réactif de Folin—Ciocalteu (Singleton et al., 1999 ; Naczk et Shahidi, 2004). Ce
réactif est formé d’acide phosphotungestique H3;PW ;04 et d’acide
phosphomolybdique H3PMo;,04, qui sont réduits lors de 1’oxydation des phénols en
oxydes bleus de tungstene (WsO,3) et de molybdéne (MogOs), ce qui permet le dosage

des phénols dans le visible a une longueur d’onde de 760 nm.

e  Protocole

La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Folin—
Ciocalteu. 100 pl de I’extrait est mélangé avec 500 pl du réactif de Folin—Ciocalteu
fraichement préparé (10 fois dilué dans I'eau distillée). Aprés 2 minutes, 2 ml de
carbonate de sodium (Na,CO;) 2 % ont été ajoutés. L’ensemble est incubé a
température ambiante pendant 30 minutes et la lecture est effectuée contre un blanc a
I’aide d’un spectrophotomeétre a 760 nm.

Une gamme étalon d'acide gallique a différentes concentrations a également été
préparée dans les mémes conditions. Les résultats sont exprimés en milligrammes

équivalents d’acide gallique par g de matiere végétale seche.
2.6.3. Dosage des flavonoides
e  Principe

La teneur en flavonoides des extraits a ¢été¢ déterminée en utilisant la méthode
colorimétrique de Zhishen employant le trichloride d’Aluminium. Elle est basée sur
la complexation des flavonoides par I’Aluminium en utilisant le trichloride

d’ Aluminium (AICls) comme réactif (Zhishen et al., 1999).

e  Protocole
Un volume de 1 ml d'une solution d’AlCl; a 2 % (préparé dans le méthanol), est
ajouté a 1 ml de DP’extrait. Aprés une incubation pendant 20 min a I'obscurité,

I'absorbance est mesurée a 409 nm.
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Une gamme étalon de la rutine (dans le méthanol) a différentes concentrations a
¢galement été préparée dans les mémes conditions. Les résultats sont exprimés en

milligrammes équivalents de rutine par g de matiere végétale seche.

2.6.4. Evaluation de pouvoir antioxydant des extraits phénoliques bruts par le

test au DPPH

L’activité antioxydant des extraits phénoliques a été¢ évaluée in vitro par la méthode
de mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH de la méme maniere que pour les
huiles. Cependant, I'eau distillée est utilisée comme diluant et la vitamine C est

utilisée comme un antioxydant de référence.
2.6.5. CLHP des composés phénoliques

Avant analyse par CLHP, les extraits phénoliques sont filtrés sur 0,45 pm. les
extraits des fruits matures (verts et noirs) sont dilués au 1/40 par contre ceux des fruits
rouges (immatures) sont dilués au 1/50. 20 pl de chaque solution sont injectés et
analysés par CLHP a 25°C.

Le chromatographe est de type LC Agilent 1200 series équipé d’un détecteur DAD
et d’un passeur automatique piloté par le logiciel Chem Station. Deux colonnes
Chromolith Performance RP-18 (4,6 mm x 100 mm) de la marque Merck précédées
d’une pré-colonne Chromolith Performance RP-18 montées en série, ont été utilisées

- Type de détecteur : DAD (260 nm et 320 nm)

- Phase mobile : Eau acidifiée/Acétonitrile-Méthanol (70/30 v/v)

- Programme de variation de la phase mobile : 90% Eau acidifi¢e/10% Acétonitrile-
Meéthanol v/v pendant 10 min, puis 70% Eau acidifiée/30% Acétonitrile- Méthanol
v/v pendant 15 min, puis 50% Eau acidifiée/50% Acétonitrile- Méthanol v/v pendant
5 min puis, 100% Acétonitrile- Méthanol pendant 5 min puis, 90% Eau acidifiée/10%
Acétonitrile- Méthanol v/v pendant 10 min.

- Débit : 1 ml/min

- Volume de I'échantillon injecté 20 pl.

3. Analyse statistique des données

Le test de Student (échantillons inférieurs a 30) est utilis€¢ pour la comparaison des
moyennes. Le XLSTAT est utilisé, d’une part, pour l'analyse des données par ACP et,
de I’autre part, pour les classifications ascendantes hiérarchiques (dendrogrammes) en

vue de visualiser d’éventuelles dissimilarités entre les groupes étudiés.
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[ Chapitre 2 : Cueillettes 2011 ]

1. Matériel biologique

1.1. La récolte des échantillons

Cette récolte a été effectuée aux mois d'aout et septembre 2011 au niveau de trois
sites différents de la région de Laghouat. Nous avons choisi I'arbre du site 1 pour le

suivi de la maturation (arbre A).
Les trois sites sont répartis comme suit :

PK 440 sur la RN1 (site 5) : 6 échantillons a partir d'un seul arbre cueillis en aout et

septembre ;

Dayet Ennouss (PK 22 sur la Rw230, vers Elhouita, site 2) : 2 échantillons a partir

d'un seul arbre cueillis en septembre ;

Telghimt (PK 495 sur la RNI1, site 1) : 4 échantillons, a partir de quatre pieds

différents, cueillis en septembre.

Les données géographiques des trois sites ont déja été rapportées dans le chapitre 1

(Tableau 6).

Pour réaliser les expériences, nous avons utilisé douze échantillons de fruits du
Pistachier de 1’Atlas. Il est important de préciser que la maturation des fruits de
Pistacia atlantica ne se fait pas de la méme maniere au niveau d'un arbre donné. En
effet, il y a des fruits qui achévent leur maturation prématurément et d'autres mettent
du temps. C'est pourquoi ce n'est pas surprenant de trouver des fruits matures au début
d'aout et des fruits immatures a la fin de septembre. Les couleurs des fruits, lieu et

date de récolte sont consignés dans le Tableau 7.
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Tableau 7 : Caractéristiques des fruits de la saison 2011.

Code Arbre Couleur des fruits Lieu de récolte Date de récolte
>-AV1 A Vert PK 40 -RN1- 15-08-2011
(mat)
52{:;:1 A Rouge foncé PK 40 -RN1- 15-08-2011
5.A.RC1
A Rouge claire PK 40 -RNI1- 15-08-2011
(imm)
5.A.v2 A Vert PK 40 -RN1- 17-09-2011
(mat)
5.A.RF2 A Rouge foncé PK 40 -RN1- 17-09-2011
(int)
5.A.RC2
A Rouge claire PK 40 -RN1- 17-09-2011
(imm)
2.B.V PK 22 -Rw230-
" B Vert Septembre 2011
(mat) vers Elhouita,
2.B.RC ) PK 22 -Rw230-
B Rouge tres claire ) Septembre 2011
(imm) vers Elhouita,
(vers le Jaune)
1.C.N . .
(mat) C Noir Telghimt Septembre 2011
1.D.C . .
(imm) D Rouge claire Telghimt Septembre 2011
1.E.N . .
(mat) E Noir Telghimt Septembre 2011
1.F.V .
(mat) F Vert Telghimt Septembre 2011
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L'arbre A du site 5 (PK 440, RN1) ayant servi a deux cueillettes espacées d'un mois

nous a permis d'avoir une nouvelle catégorie de fruits de couleur rouge foncée. Ces

derniers sont considérés comme de fruits avec une maturité intermédiaire ou

moyenne, ce qui nous permettra de suivre la variation des paramétres étudiés pour la

premigcre série ainsi que d'autres selon le degré de maturation.

2. Méthodes

La démarche expérimentale pour ce chapitre se résume selon l'organigramme ci-

dessous (Figure 24) :

Fruits de Pistacia atlantica
de degré de maturité différent

Broyage
) " =

Extraction de I'huile
(par macération)

v

Huiles
(Détermination du rendement)
(n=12)

v

Analyse biochimique

v

Détermination des indices d'acide, de saponification et d'iode
Préparation et analyse des EMAG par CPG

Dosage des stérols totaux

Dosage des tocophérols totaux

Analyse des tocophérols par CLHP

Evaluation du pouvoir antioxydant

e  Testau DPPH
e Molybdate Phosphate

v

Tourteaux

l

Extraits

phénoliques

Dosage des polyphénols totaux
Dosage des flavonoides

Evaluation du pouvoir antioxydant des
extraits phénoliques bruts

o  Testau DPPH

CLHP composés phénoliques

Figure 24 : Organigramme résumant la démarche expérimentale pour les fruits de la saison 2011.
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2.1. Extraction des huiles

Les huiles sont extraites de la méme maniére que pour celles de la récolte de 2009.

Leurs teneurs sont déterminées comme précédemment.

2.2. Analyses chimiques des huiles

Les indices chimiques caractérisant une matiere grasse (indice d'acide, indice de
saponification et indice d'iode entre autres) n'étaient pas prévus au départ (récolte
2009) car ils ont déja été déterminés pour l'huile de Pistacia atlantica par le Pr Yousfi
(Yousfi et al., 2003). Les résultats obtenus pour la premiere série d'étude, concernant
notamment les fruits rouges considérés comme immatures, nous ont incités a s'y
intéresser. Ainsi, il nous serait possible de suivre leur variation au cours de la
maturation des fruits. Ils sont déterminés selon les normes AFNOR (Association
Francaise de Normalisation). Il s'agit de NF T60-204 pour l'indice d'acide, de NF
T60-206 pour l'indice de saponification et de NF T60-203 pour l'indice d'iode
(AFNOR, 1984).

2.2.1. Détermination de I’indice d'acide

Dans un erlenmeyer de 50 ml, une prise d’essai de 0,5 g d’huile est dissoute dans
10 ml d’éthanol absolu avec 2 gouttes de Phénolphtaléine. Apres agitation pour
homogénéiser le mélange, 1’ensemble est titré par une solution hydro-alcoolique de
potasse de concentration 0,1 N, jusqu’au virage de I’indicateur (coloration rose

persistante).

2.2.2. Détermination de l'indice de saponification

Dans un ballon de 250 ml, une prise d’essai de 1 g d’huile est dissoute dans 25 ml
d'une solution hydro-éthanolique de KOH a 0,5 N, puis porté a 1’ébullition sous reflux
pendant 45 minutes. Une fois le temps d’ébullition terminé, deux gouttes de
phénophtaléine sont ajoutées a ce mélange et 1’exces de potasse est titré avec une
solution aqueuse d’acide chlorhydrique a 0,5 N jusqu’a disparition de la coloration
rose. Un essai a blanc a été réalis¢ dans les mémes conditions opératoires.

De la différence entre le volume de la solution d’acide chlorhydrique employ¢ dans
le titrage a blanc et celui utilisé pour l'essai, nous déduisons la quantité de KOH
nécessaire pour saponifier complétement 1’huile ; puis en calculant cette quantité en

milligrammes pour 1 gramme d’huile, nous obtenons I’indice de saponification.
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2.2.3. Détermination de l'indice d'iode (II)

Ce parametre permet de mesurer le degré d'insaturation des acides gras contenus
dans les huiles.

Une masse de 0,1 g huile est versée dans un erlenmeyer de 200 ml avec 5 ml de
chloroforme et 12,5 ml de réactif de Wijs. L’erlenmeyer est bouché puis porté a
I’obscurité pendant 60 minutes, enfin 7,5 ml de solution d’iodure de potassium et 50
ml d’eau distillée sont ajoutés. L’iode libéré est titré par une solution de thiosulfate de
Sodium 0,1 N jusqu'a décoloration jaune pale. Finalement, 1 ml d'empois d'amidon
est ajouté et le dosage est terminé jusqu'a décoloration. Un témoin est réalisé dans les

mémes conditions.

2.3. Analyse des acides gras
Les EMAG sont préparés et analysés d'une maniére identique a celle abordée au

premier chapitre.

2.4. Estimation de la fraction insaponifiable

Ce protocole n'a été appliqué que pour deux échantillons représentatifs. Il s'agit des
¢chantillons 5.A.RC2 (de couleur rouge claire considéré immature) et 5.A.V2 (de
couleur verte considéré mature), et ce en vue d'estimer la fraction insaponifiable selon
le degré de maturité.

e Saponification de I’huile

Dans un ballon de capacité de 250 ml, une masse d'huile de 2 g et 50 ml d’une
solution hydro-alcoolique de potasse de 1N sont mélangées. Le mélange obtenu est
chauffé¢ a reflux pendant 1h 30 mn. Apres 1'écoulement de ce temps, 50 ml d’eau
distillée et 50 ml de diéthylether sont ajoutés, suivie d'une double extraction, avec

séparation des fractions saponifiable et insaponifiable.

e Traitement de la phase organique

La phase éthérée obtenue est lavé plusieurs fois par 1’eau distillée jusqu’a la
neutralisation. Cette phase est séchée par le sulfate de sodium anhydre, filtrée puis
¢vaporée sous pression réduite. Le rendement de la fraction insaponifiable est
déterminé par le calcul de la différence entre le ballon contenant la fraction

insaponifiable et le ballon vide.
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2.5. Analyse quantitative des fractions minoritaires des huiles
2.5.1. Dosage des stérols totaux

Comme il a été évoqué pour les indices chimiques, les stérols totaux et individuels
avaient déja été étudiés par le Pr Yousfi (Yousfi e al., 2002). Dans ce chapitre, nous
nous intéresserons uniquement a la variation des stérols totaux selon le degré de
maturation. Il nous a été impossible d'effectuer une analyse par CPG des stérols
individuels.

e  Principe
Le principe est basé sur la solubilisation des stérols par addition de réactif de
Liebermann (le réactif spectrale de Liebermann est constitué¢ par 60 ml d’anhydride
acétique et 10 ml d’acide sulfurique concentré et 30 ml d’acide acétique).

Le dosage de stérol est réalisé¢ par la formation d’un complexe stable avec
I’anhydride acétique en milieu acide qui absorbe dans le visible a une
longueur d’onde de 550 nm (Burck et al., 1974).

e  Protocole

A partir de solutions choloroformiques de cholestérol a différentes concentrations,
une série de préparations a été préparé afin de tracer une courbe d’étalonnage liant la
densité optique en fonction de la concentration. A 1 ml de chaque solution sont
ajoutés 2 ml du réactif de Liebermann. Apres incubation a I'obscurité pendant 25
minutes, 'absorbance a 550 nm de chaque solution est lue. Nous obtenons ainsi la
courbe liant la densité optique en fonction de la concentration.

Le dosage sur I’huile brute est effectué de la méme manicre. Le test est effectué
deux fois. La concentration des stérols dans chaque extrait a été calculée a partir des
courbes d’étalonnage établies avec le cholestérol et exprimée en milligrammes

¢quivalents de cholestérol par grammes d’huile (mg Chol/g d’H).

2.5.2. Dosage des tocophérols totaux
Le dosage des tocophérols a été effectué selon la méme méthode abordée au
chapitre 1
2.5.3. Analyse des tocophérols par CLHP
Elle est identique a celle exposée au chapitre 1.
2.6. Evaluation du pouvoir antioxydant
Nous nous sommes intéressés a l'activité antioxydante des huiles des fruits de la

deuxiéme récolte par deux tests de référence. Le test au DPPH déja abordé au chapitre
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1 et le test au Molybdate Phosphate permettant d'apprécier le pouvoir réducteur des

extraits.

2.6.1. Test au DPPH

Protocole identique a celui du chapitre 1

2.6.2. Test au Molybdate Phosphate
e  Principe

Ce test est un essai spectrophotométrique rapide et direct qui a été¢ développé pour
la détermination quantitative de la capacité réductrice d'un anti oxydant. Il est basé sur
la réduction de 1ion Mo (VI) a 1ion Mo (V) par I’échantillon développant ainsi un
complexe phosphomolybdique vert a pH acide donnant une absorbance a 695 nm
(Prieto et al., 1999).

e  Protocole

Le réactif de ce test est un mélange de solutions aqueuses d’acide sulfurique (0,6
M), de phosphate sodique (28 mM) et de molybdate d’ammonium (4 mM).

A partir d’une solution mere de chaque huile a tester, des solutions filles ayant des
concentrations bien déterminées sont préparées. Un volume de 2 ml du réactif est
ajouté a 200 pl de chaque solution fille. Apres incubation a 95°C, dans un bain-marie
pendant 90 minutes et refroidissement, la lecture est faite a une longueur d’onde de
695 nm. L’absorbance est exprimée en fonction de la concentration en huile. Le
pouvoir antioxydant de nos échantillons est exprimé en capacité équivalente de la
vitamine E. Ce test n'a pu étre accompli que pour trois échantillons représentatifs de

degré de maturité différent.

2.7. Extraction, dosage et CLHP des extraits phénoliques a partir des tourteaux
L'extraction, le dosage, 1'évaluation de 1'activité antioxydante et l'analyse par CLHP
des extraits phénoliques a partir des tourteaux des fruits de Pistacia atlantica de la

deuxiéme cueillette sont effectués comme pour ceux de la premiere cueillette.

3. Analyse statistique des données
Le test de Student (échantillons inférieurs a 30) est utilisé pour la comparaison des
moyennes. Le XLSTAT est utilisé pour les classifications ascendantes hiérarchiques

(dendrogrammes) en vue de comparer nos huiles avec d’autres huiles végétales.
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[ Chapitre 3 : Cueillettes 2013 ]

1. Matériel biologique
1.1. La récolte des échantillons

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéresses a trois arbres de trois régions de la
région de Laghouat (Nili, Dayet Ennouss et PK 420 sur la RN1). Deux arbres donnant
un fruit mature vert (Dayet Ennouss et PK 420 sur la RN1) et un arbre donnant un
fruit mature noir (Nili). Ce dernier a servi a deux cueillettes espacées de deux
semaines (en aout), tandis que les deux autres ont servi a trois cueillettes espacées de
quinze jours (aout et septembre). Au total nous en avons obtenu vingt et un (21)
¢chantillons répartis en deux groupes. Treize échantillons de maturité différente
(obtenus apres tri selon la couleur) et huit autres échantillons ou chacun est constitué

d'un "mélange" de fruits de différents degrés de maturité.

I1 est primordial de justifier le choix de ces derniers échantillons. Ils ont été obtenus
par la prise, au hasard, de 50 a 100 g de fruits (par arbre et par cueillette) avant
I'opération de tri selon leur couleur. Ces "mélanges" ont été inclus dans I'étude par
souci de suivre la variation des parameétres étudiés selon la date de la récolte quelque
soit la couleur du fruit. Ceci pourrait fournir des informations utiles sur ces
"mélanges" (non triés) d'autant plus que la cueillette, par la population, est, en
général, aléatoire. En outre, le fastidieux travail de tri selon la couleur, graine par

graine, ne serait pas pratique dans le cas de grandes quantités de fruits.

Les trois sites concernées par ce chapitre sont :
Site 1 : Nili, a 60 km au sud de Laghouat sur la RN1 : 6 échantillons (immature,

mature et mélange) issus de deux cueillettes ;

Site 2 : Dayet Ennouss (PK 22 sur la Rw230, vers Elhouita) : 12 échantillons

(immature, maturité intermédiaire, mature et mélange) issus de trois cueillettes ;
Site 3 : PK 420 sur la RN1 : 3 échantillons mélange issus de trois cueillettes.

Les données géographiques des trois régions ont déja été rapportées dans le

chapitre 1 (Tableau 6).

Le séchage des fruits a été effectué¢ dans un endroit aéré a 1I’ombre a une
température ambiante. Les caractéristiques des fruits étudiés sont mentionnées dans le

tableau 8.
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Tableau 8 : Caractéristiques des fruits de la saison 2013.

Code Arbre Couleur des fruits Lieu de récolte D,a te de
récolte
4.G.RC.1 R i Nili
(imm) ouge clatt PK 460 RN1
4.G.N.1 Noir Nili
(mat) PK 460 RN1 16/08/2013
4.G.MEL.1 . Nili
(mél) Rouge et Noir PK 460 RN
G
4.G.RC.2 R i Nili
(imm) ouge clalt PK 460 RN1
4.G.N.2 _ Nili
(tmat) Noir PK 460 RN1 30/08/2013
4.G.MEL.2 ) Nili
(mél) Rouge et Noir PK 460 RN1
6.H.MEL.1 Rouge et jaune avec
(mél) quelques fruits verts PK 420 RN1 16/08/2013
6.H.MEL.2 I
(mél) Vertet rouge PK 420 RN1 | 02/09/2013
6.H.MEL.3
(mél) Vert etrouge PK 420 RN1 | 16/09/2013
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2.B.RC.1

(imm)

2.B.RF.1
(int)

Rouge tres clair

Dayet Ennous
PK 22 RW230

2.B.v.1

(mat)

Rouge tres foncé (vers

Dayet Ennous

2.B.MEL.1

(mél)

2.B.RC.2

(imm)

2.B.RF.2

(int)

2.B.V.2

(mat)

2.B.MEL.2

(mél)

le vert) PK 22 RW230
16/08/2013

Dayet Ennous

Vert PK 22 RW230

Dayet Ennous

Vert et rouge PK 22 RW230

Rouge tres clair (vers Dayet Ennous

le jaune) PK 22 RW230

Rouge tres foncé (vers Dayet Ennous

le vert) PK 22 RW230
Dayet Ennous 02/09/2013

Vert

PK 22 RW230

Vert et rouge clair

Dayet Ennous
PK 22 RW230
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2.B.RC.3 Rouge trés clair (vers Dayet Ennous
(imm) le jaune) PK 22 RW230
2.B.RF3
Rouge tres foncé (vers Dayet Ennous
(int) le vert) PK 22 RW230
16/09/2013
2.B.V.3
Dayet Ennous
(mat) Vert PK 22 RW230
2.B.MEL.3
Dayet Ennous
(mél) Vert et rouge PK 22 RW230

2. Méthodes

La démarche expérimentale pour ce chapitre se résume selon l'organigramme

suivant (Figure 25) :
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Fruits de Pistacia atlantica
de degré de maturité différent

Broyage

—_ =

Extraction de I'huile

(par macération)

v

v

Huile Tourteaux
(Détermination du rendement)
Analyse biochimique l
v v v .
. Extraits
Extraits .-
hénol; . phénoliques
Ensemble des Huiles p ejno lqueS_ a
huiles (n=21) groupées (n=5) partir des huiles
groupées (n=5)
Dosage des tocophérols | Avant  extraction  des Dosage des polyphénols Dosage des polyphénols
totaux polyphénols: totaux totaux
Analyse des tocophérols | Evaluation du pouvoir Dosage des flavonoides Dosage des flavonoides

par CLHP

Evaluation du pouvoir

antioxydant

e  Testau DPPH
e  Molybdate
Phosphate

antioxydant

e  Testau DPPH
e Molybdate

Phosphate
Apres extraction  des
polyphénols:

Evaluation du pouvoir

antioxydant

e  Testau DPPH
e  Molybdate
Phosphate

Evaluation du
antioxydant des
phénoliques bruts

pouvoir
extraits

e  Testau DPPH
e  Molybdate
Phosphate

Evaluation du
antioxydant des
phénoliques bruts

e  Test au DPPH

pouvoir
extraits

Figure 25 : Organigramme résumant la démarche expérimentale pour les fruits de la saison 2013.
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2.1. Extraction et étude des huiles

Les vingt et un (21) échantillons huileux (obtenus d'une maniére identique a celle
pour les récoltes de 2009 et de 2011) sont, dans un premier temps, étudiés
individuellement avant le regroupement d'échantillons avec le méme stade de
maturation afin d'accomplir d'autres tests nécessitant des quantités importantes

d'huile.

2.1.1. Premiére partie : Etude individuelle des 21 échantillons huileux
Ces échantillons ont été traités de la méme maniere que ceux des chapitres
précédents a savoir le dosage de tocophérols totaux, l'analyse de ces derniers par

CLHP et évaluation de leur pouvoir antioxydant.

2.1.2. Deuxieme partie : Etude de cinq échantillons obtenus aprés groupement
des huiles

Avant de procéder a I'extraction des composées phénoliques et étant donné leur
nature hydrosoluble (faible rendement dans I'huile), nous avons jugé utile de grouper
les échantillons d'huile selon leur degré de maturité (Tableau 9) afin d'augmenter la

masse d'extraits phénoliques obtenus.

Tableau 9 : Composition des échantillons huileux groupés.

M des huil
Echantillon Huiles groupées asse ?S ures
groupées (g)
I (Immature) | 4.G.RC.1 +4.G.RC.2 +4.G.MEL.1 31,13
IT (Mature) 4.G.N.1 +4.G.N.2 +4.G.MEL.2 25,27
111 (Immature) 2.B.RC.1 +2.B.RC.2 +2.B.RC.3 +2.B.RF.1 22,74
IV (mature) 2B.V.1+2B.V.2+2B.V.3+2B.RF.3 26,39
V (mélange) 6.HMEL.1 + 6. HMEL.2 + 6.H.MEL.3 + 2.B.RF.2 38,88

2.1.2.1. Etude des échantillons huileux

Dans un souci de clarifier le réle de chacun des éléments dotés d'activité
antioxydante, nous avons traité les cinq €chantillons d'huiles groupées de la méme
manicre que celle décrite précédemment pour l'ensemble des huiles a savoir activité
antioxydante par le test au DPPH et au Molybdate Phosphate, et ce avant et aprés

l'extraction des composés phénoliques.
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2.1.2.2. Extraction des composés phénoliques a partir de 1'huile

L’extraction des polyphénols a partir de ’huile des fruits du pistachier de 1’Atlas a

été effectuée selon 1'organigramme suivant (Figure 26) :

Huile dissoute dans I'hexane + mélange méthanol (80 ml)/eau distillée (20 ml) v/v

l

Agitation magnétique pendant 8h

l

Séparation des deux phases par décantation et récupération de la phase méthanolique

A\ 4

Evaporation du méthanol sous pression réduite et récupération de la phase aqueuse

Lavage de la phase aqueuse par Ether de pétrole (3 fois)

\ 4

Triple extraction par Acétate d'éthyl

Récupération de la phase organique puis déshydratation, filtration et évaporation

|

Reprise de 1'extrait phénolique brut dans Sml de méthanol aprés détermination de sa masse

(Différence de masse entre le ballon chargé de l'extrait et le ballon vide)

Figure 26 : Organigramme présentant le protocole d’extraction des polyphénols a partir de 1’huile des fruits
du Pistachier de I’ Atlas.
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2.1.2.3. Analyses quantitatives des composés phénoliques

Le rendement en composés phénoliques est défini comme étant le rapport entre la
masse d’extraits obtenu apreés extraction et la masse de 1’huile groupée de chaque
¢chantillon. La détermination des teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les
extraits phénoliques obtenus a partir de 1'huile est effectuée comme précédemment. 11

en est de méme pour l'activité antioxydante.

2.2. Extraction, dosage et activité antioxydante des extraits phénoliques a partir
des tourteaux

L'extraction, le dosage et I'activité antioxydante des extraits phénoliques a partir des
tourteaux des fruits de Pistacia atlantica de la saison 2013 sont effectués d'une

maniere identique a celle abordée en chapitres 1 et 2.

3. Analyse statistique des données
Le test de Student (pour échantillons inferieurs a 30) est utilisé pour la comparaison

des moyennes.
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Reésultats et discussion

[ Chapitre 1 : Cueillette 2009 ]

1. Teneur en huiles

Au terme de l'opération d'extraction des huiles, nous avons obtenu cinquante et un
(51) échantillons huileux a partir de fruits cueillis sur trente arbres. Les fruits verts et
noirs (considérés comme matures) ont fourni une huile brute jaune d'un aspect
limpide, tandis que celle issue de fruits rouges (considérés comme immatures) a une
couleur verte et une odeur trés agréable. Cette huile se solidifie partiellement a

température ambiante.

Le rendement d'extraction varie considérablement selon la couleur du fruit. Ainsi,
les rendements les plus conséquents ont été obtenus pour les fruits verts et noirs. La
teneur en huiles varie de 29,65 a 46,78 et de 32,52 a 49,8 % (m/m) pour,
respectivement, les fruits verts et noirs. Pour les fruits rouges, elle est comprise entre
6,73 et 13,24 % (Tableaux 10, 11 et 12). Nous constatons un rendement 1égérement en
baisse, précisément pour les fruits matures, par rapport a ce qui a été rapporté
précédemment ou la teneur ¢dtait 52% (Yousfi et al, 2003). Ceci serait da
incontestablement a la méthode d'extraction que nous avons adoptée (macération a
température ambiante) qui fournit en général un rendement 1égérement inférieur par

rapport a l'extraction au Soxhlet.

Tableau 10 : Teneur en huiles dans les fruits verts de Pistacia atlantica.

Ech (Verty | 1.V | 13V | 1.5V | 1.6V | 1.7V | 1.9V | 1.10V | L.11V | 113V | 2.1V | 3.1V
Rendement | ) 51 | 3931 | 457 | 46.78 | 37.64 | 39.57 | 36.68 | 3429 | 4027 | 20.65 | 37.28
(% m/m)

Suite du tableau 10.

Ech (Vert)y | 33V | 34V | 41v | 42v | 43v | 5av | 52v | 61v | 70V 73V
Rendement | 5, o | 4535 | 3078 | 34,18 | 34,18 | 31,78 | 4035 | 29.94 | 35.26 41,25
(% m/m)

Tableau 11 : Teneur en huiles dans les fruits noirs de Pistacia atlantica.

Ech (Noir) 1UN | 12N | 14N | 17N | 1.8N [ 112N ] 32N | 43N [ 72N | 73N
Rendement 32,53 | 39,89 | 4534 | 3891 | 498 | 3924 | 4856 | 41,67 | 3924 | 4321
(% m/m)
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Tableau 12 : Teneur en huiles dans les fruits rouges de Pistacia atlantica.

Ech (Rouge) IR | 12R | 13R | 15R | 1.I0R | 1.14R | 2.1R | 22R | 23R | 3.2R
Rendement

1129 | 7.79 | 886 | 1048 | 673 | 747 | 1127 | 698 | 779 | 7.29
(% m/m)
Suite du tableau 12.
Ech (Rouge) 33R | 34R | 4IR | 42R | 43R | 51R | 52R | 6.I1R | 7.IR | 7.2R
Rendement 945 | 11,95 | 12,65 | 8.68 | 1247 | 7.95 | 1249 | 842 | 868 | 1324
(% m/m)

La comparaison entre les deux groupes principaux (mature et immature, tableau 13)

indique clairement une différence significative (38,731£5,39 contre 9,6%12,16,

p<0,001). Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par la littérature pour les fruits

de Pistacia lentiscus (Charef et al., 2008 ; Trabelsi et al., 2012).

Tableau 13 : Teneurs moyennes en huiles dans les fruits de Pistacia atlantica.

Echantill Moyenne Moyenne mature | Moyenne mature | Moyenne mature
chantillons immature (Rouge) (Vert) (Noir) (Noir et Vert)
Rend t
endemen 9,60+2,16%* 37,24+4,97 41,84%5,11 38,73£5,39
(% m/m)

**p<0,001 (comparés par rapport aux échantillons matures).

Concernant l'emplacement géographique des pieds, nous ne notons pas de

différences significatives entre les sept sites quoique les échantillons 2.1V et 6.1V

représentant respectivement les sites 2 (Dayet Ennouss) et 6 (PK 420 RN1) avaient

un rendement inférieur par rapport a leurs paires des autres sites (Tableau 14).
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Tableau 14 : Teneurs moyennes en huiles dans les fruits de
Pistacia atlantica selon 1'emplacement géographique des arbres.

Echantillons Rendement (% m/m)
1.V 40,27+4,07
2.V 29,65
3.V 37,4414,84
4.V 33,05£1,96
5.V 36,0716,06
6.V 29,94
7.V 38,2614,24
1.N 40,95%5,94
3.N 48,56
4.N 41,67
7.N 41,23%2,81
1.R 8,77£1,79
2.R 8,6812,28
3.R 9,56%2,33
4R 11,27£2,24
S.R 10,2243,21
6.R 8,42
7.R 10,9613,22

Il est a indiquer que certains échantillons huileux (issus notamment de fruits

rouges) dont le rendement était tres faible n'ont pas été testés ultérieurement.

2. Analyse des acides gras par CPG

Les résultats de l'analyse chromatographique de nos échantillons sont récapitulés
dans les tableaux 15, 16 et 17 ou les proportions relatives des différents acides gras
constitutifs sont indiquées. Quant aux différents chromatogrammes, nous en
présentons quelques uns en Annexe.

Nous y notons la présence, a des proportions treés variées, de huit acides gras
habituellement rencontrés dans les huiles végétales. Il s'agit des acides palmitique,
oléique, et linoléique, fortement représentés, et, a des proportions faibles, des acides
palmitoléique, stéarique, linolénique, arachidique, gondoique. L'acide myristique

(C14:0) est détecté dans la plupart des échantillons mais a un taux tres faible.
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Tableau 15 : Pourcentages relatifs des acides gras constitutifs de I'huile des fruits verts (matures) de Pistacia atlantica.

Ech (Vert) 1.1V | 1.3V | 1.5V | 1.6V | 1.7V | 19V | 1.10V | 1.11V | 1.13V | 2.1V | 3.1V | 3.3V | 3.4V | 41V | 42V | 43V | 51V | 5.2V | 6.1V | 71V | 7.3V

C14:00 - - - - - - - - - - - - - - ; - - - - - -

C16:00 23,76 | 20,07 | 23,66 | 25,38 | 21,18 | 20,38 | 23,29 | 22,81 | 22,08 | 24,59 | 22,24 | 23,64 | 22,11 | 21,17 | 20,18 | 27,25 | 19,38 | 22,97 | 25,45 | 21,91 | 20,65
Cl6:107 1,32 1,38 0,81 0,86 0,8 0,89 1,76 0,82 1,44 2,4 1,23 | 1,28 1,5 0,76 | 1,24 | 1,33 | 0,75 | 0,61 1,5 1,27 | 0,86
C18:00 2,42 | 2,21 1,95 2,1 1,96 2,34 1,92 1,79 1,73 1,82 | 1,41 | 2,29 | 1,72 | 1,83 | 1,38 | 0,94 | 1,37 | 1,99 1,2 1,33 | 1,66

C18:109 44,24 | 49,46 | 45,84 | 48,32 | 45,06 | 49,78 | 47,91 | 47,68 | 46,84 | 44,33 | 48,23 | 45,38 | 42,58 | 47,23 | 47,67 | 46,57 | 51,86 | 48,59 | 41,61 | 53,51 | 51,46

C18:2m6 26,43 | 24,76 | 26,02 | 21,77 | 29,22 | 23,93 | 23,46 | 24,73 | 26,31 | 24,41 | 25,68 | 25,56 | 30 | 27,61 | 27,92 | 22,18 | 25,72 | 24,37 | 28,61 | 21,07 | 24,41

C18:303 12 | 13 | 1,16 | 073 | 084 | 127 | 0,63 | 094 | 1,01 | 046 | 1,12 | 1,51 | 1,18 | 0,91 | 0,74 | 049 | 0,79 | 0,6 | 1,36 | 0,88 | 0,62
C20:00 022 | 0,5 | 053 | 007 | 046 - - 0,17 | 036 | - - - o016 (035 01 | 025 - - - -] 031
C20:109 039 | - - 0,5 | 041 - 028 | 07 - - - - loar | - |032]020]| - - - - -
Autres AG | 0,02 | 032 | 003 | 027 | 0,07 | 141 | 0,75 | 0,36 | 023 | 1,99 | 0,09 | 0,34 | 034 | 0,14 | 0,77 | 0,7 | 0,13 | 0,87 | 0,27 | 0,03 | 0,03
AGI 73,58 | 76,9 | 73,83 | 72,18 | 76,33 | 75,87 | 74,04 | 74,87 | 75,6 | 71,6 | 76,26 | 73,73 | 75,67 | 76,51 | 77,89 | 70,86 | 79,12 | 74,17 | 73,08 | 76,73 | 77,35
AGS 26,4 | 22,78 | 26,14 | 27,55 | 23,6 | 22,72 | 2521 | 24,77 | 24,17 | 26,41 | 23,65 | 25,93 | 23,99 | 23,35 | 21,66 | 28,44 | 20,75 | 24,96 | 26,65 | 23,24 | 22,62
AGUAGS | 2,79 | 338 | 2,82 | 2,62 | 3,23 | 334 | 2,94 | 3,02 | 313 | 2,71 | 3,22 | 2,84 | 3,15 | 3,28 | 3,60 | 2,49 | 3,81 | 2,97 | 2,74 | 3,30 | 3,42
Cox 342 | 333 | 339 | 2,88 | 3,64 | 3,24 | 3,03 | 323 | 3,40 | 3,06 | 337 | 3,41 | 3,77 | 3,51 | 3,51 | 2,86 | 3,34 | 3,13 | 3,66 | 2,90 | 3,16

AGI : Acides gras insaturés, AGS : Acides gras saturés, Cox : Calculated oxidizabillity value.
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Tableau 16 : Pourcentages relatifs des acides gras constitutifs de I'huile des fruits noirs
(matures) de Pistacia atlantica.

Ech (Noir) 1.IN 1.2N 14N 1.7N 1.8N 1.12N | 3.2N | 43N | 73N

C14:00 - - - - - - - - -

C16:00 22,05 | 18,46 | 24,97 | 23,69 19,28 | 22,14 | 21,75 | 21,06 | 17,63
C16:107 1,45 2,52 1,76 0,88 0,69 0,76 0,67 1,06 0,84
C18:00 1,76 2,79 1,19 1,64 0,72 2,04 2,32 1,99 1,73

C18:109 46,78 | 42,38 | 46,18 | 42,09 50,89 | 48,57 | 44,02 | 48,78 | 50,7

C18:206 25,8 29,34 | 24,54 | 30,13 26,95 | 25,58 | 29,37 | 25,31 | 27,76

C18:303 124 | 28 1,08 | 134 | 096 | 0,72 | 099 1 0,8
C20:00 0,15 - - - - - 028 | 0,17 | 0,35
C20:109 036 | 147 - - 0,47 - 0,47 | 039 -

Autres AG | 041 | 024 | 028 | 023 | 004 | 019 | 0,13 | 024 | 0,19
AGI 75,63 | 78,51 | 73,56 | 74,44 | 79,96 | 75,63 | 75,52 | 76,54 | 80,1
AGS 23,96 | 21,25 | 26,16 | 2533 20 | 24,18 | 24,35 | 2322 | 19,71
AGIUAGS | 3,16 | 3,69 | 2,81 | 294 | 400 | 3,13 | 3,10 | 330 | 4,06
Cox 339 | 4,05 | 322 | 381 | 349 | 328 | 3,68 | 331 | 3,54

AGI : Acides gras insaturés, AGS : Acides gras saturés, Cox : Calculated oxidizabillity value.

Tableau 17 : Pourcentages relatifs des acides gras constitutifs de 'huile des fruits rouges
(immatures) de Pistacia atlantica.

Ech (Rouge) | 1.1R | 1.5R 2.1R 3.3R 34R 41R | 43R | 52R | 7.2R

C14:00 - - - - - - - - -

C16:00 16,06 | 15,55 15,46 15,38 15,72 15,06 | 21,44 | 14,19 | 14,07
Cl6:107 1,86 0,66 0,77 0,96 0,22 1,14 0,88 0,51 0,81
C18:00 1,47 1,88 2,22 2,27 1,97 1,34 1,76 | 2,39 1,64

C18:109 47,12 | 46,02 | 48,33 | 45,63 48,5 48,73 | 46,83 | 51,67 | 52,15

C18:206 31,61 | 33,93 | 32,15 | 33,02 31,06 | 31,81 | 27,5 | 28,73 | 28,87

C18:303 1,63 | 124 | 1,04 | 1,61 093 | 0,71 | 1,02 | 04 | 0,67
C20:00 - 0,48 - 0,18 0,14 | 045 | 0,13 | 027 | 0,39
C20:109 - - - 0,29 0,5 035 | 032 | 0,76 | 041
Autres AG | 025 | 024 | 0,03 | 0,66 | 096 | 0,76 | 0,12 | 1,84 | 0,99
AGI 82,22 | 81,85 | 82,29 | 81,51 | 81,21 | 82,74 | 76,55 | 82,07 | 82,91
AGS 17,53 | 17,91 | 17,68 | 17,83 | 17,83 | 16,85 | 2333 | 16,85 | 16,1
AGI/AGS 4,69 | 4,57 | 4,65 | 457 | 455 | 491 | 328 | 487 | 5,15
Cox 4,08 | 422 | 4,02 | 421 389 | 3,92 | 352 | 3,56 | 3,64

AGI : Acides gras insaturés, AGS : Acides gras saturés, Cox : Calculated oxidizabillity value.

A notre connaissance, c'est pour la premiére fois ou la variation de la composition
en acides gras constitutifs de 1'huile des fruits de Pistacia atlantica selon le degré de
maturation est abordée. Les travaux antérieurs se sont intéressés a des huiles issues de

fruits matures (Yousfi ef al., 2002 ; Benhassaini et al., 2007).
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Les acides gras saturés dans nos huiles sont les acides palmitique, stéarique et
arachidique dont les proportions varient de 19,71 a 28.44 % pour les huiles des fruits
matures et de 16,1 a 23,33% pour les huiles des fruits immatures. L’acide palmitique
étant le composé majoritaire parmi les acides gras saturés. Il représente entre 14,07 a
21,44 % (moyenne 15,88 %zx2,19, tableau 18) pour les fruits immatures, et entre
17,63 et 28,59 % (moyenne 22,04 %zx2,17, tableau 18) pour les fruits matures. La
différence entre ces deux moyenne est significative (p<0,001). L’acide stéarique est
détecté dans toutes les huiles mais avec des proportions faibles ne dépassant pas la
valeur 2,79 %. Concernant les acides gras insaturgs, les acides palmitoléique, oléique,
linoléique et linolénique sont détectés dans toutes les huiles. Ils représentent un
pourcentage total de 67,6 a 82,1 % dans les huiles des fruits matures, et de 76,55 a
82,91 % dans les huiles des fruits immatures. Ils sont représentés essentiellement par
I’acide oléique (C18:109) dont les proportions varient de 45,63 a 52,15 % pour les
fruits rouges (moyenne 48,33 %%2,30) et de 42,09 a 53,51 % pour les fruits verts et
noirs (moyenne 47,16 %=x3,03, tableau 18) ainsi que 1’acide linoléique (C18:2w6)
dont les proportions respectives sont de 27,5 a 33,93 % (moyenne 30,96 %=*2,15,
tableau 18) et de 20,41 a 30,13 % (moyenne 25,83 %x2,58). Ces deux dernicres
moyennes sont significativement différentes (p<0,001). Ce résultat est étayé par la
littérature ou il a été rapporté une diminution de la proportion de l'acide linoléique au
cours de la maturation des fruits de Pistacia lentiscus (Charef et al., 2008 ; Trabelsi
et al., 2012). Concernant l'acide linolénique (C18:3®3), nous ne notons pas de
variation remarquable de son taux selon le degré de maturité. Cependant, Trabelsi et
al. (2012) en ont rapporté un taux relativement élevé, lors des stades précoces de la

maturation, pour 'huile des fruits de Pistacia lentiscus.
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Tableau 18 : Pourcentages relatifs moyens des acides gras constitutifs de I'huile des fruits
de Pistacia atlantica. Fruits immatures (Rouges), fruits matures (Verts et Noirs).

Echantillons Moyenne immature | Moyenne mature Moyenne. Moyepne mature
(Rouge) (Vert) mature (Noir) (Noir et Vert)
C14:00 Tr Tr Tr Tr
C16:00 15,88+£2,19 22,391£2,02 21,2312 .41 22,0412,17
Cl6:1m7 0,87%0,46 1,18+0,42 1,18+0,62 1,18+0,48
C18:00 1,88+0,37 1,78%0,40 1,80%0,60 1,78%0,46
C18:1m9 48,33+2,30 47,35£2,96 46,71£3,33 47,16£3,03
C18:2m6 30,96+2,15 25,25+2,60 27,20£2,05 25,83+2,58
C18:3m3 1,031£0,42 0,95%0,30 1,214+0,63 1,03+0,43
C20:00 Tr Tr Tr Tr
C20:1m9 Tr Tr Tr Tr
AGI/AGS 4,58+0,53%* 3,10+0,33 3,35+0,46 3,18+0,38
Cox 3,89+0,27%* 3,30+0,25 3,53+0,27 3,36+0,27

**p<0,001 (comparés par rapport aux échantillons matures). AGI : acide gras insaturé, AGS : acide
gras saturé, Cox : calculated oxidizabillity value. Tr : Traces.

I1 est crucial d'indiquer que le rapport acides gras insaturés/acides gras saturés est
significativement élevé pour les huiles des fruits immatures (4,58+0,53) par rapport
aux huiles issues des fruits matures (3,18%0,38, p<0,001) (Tableau 18). Il en est de
méme pour le Cox (Calculated oxidizabillity value) qui est déterminé par la formule
Cox=[1(C18:1%)+10,3(C18:2%)+21,6(C18:3%)]/100 (Fatemi et Hammond, 1980).
Ce parametre varie de 3,89+0,27 pour les échantillons immatures a 3,35%0,3 1pour les

¢chantillons matures (p<0,001).

La comparaison des échantillons selon leur emplacement géographique révele
quelques légeres différences. Ces dernieres sont beaucoup plus prononcées pour les
¢chantilons issus du site 7 (Ain Ouassara) qui monternt une richesse en acides gras
insaturés par rapport a leurs paires des autres sites (Tableau 19).

Notre étude sur la composition en acides gras de 1’huile de Pistacia atlantica,
notamment pour les échantillons matures, montre des valeurs comparables en acide
gras par rapport a ceux de 1’huile de Pistacia lentiscus (Charef et al., 2008 ; Trabelsi
etal.,2012).

Les proportions d’esters méthyliques d’acides gras EMAG confirment une
similitude entre les huiles des fruits de Pistachier de 1’Atlas et les autres huiles
végétales alimentaires comme les huiles du tournesol, du soja et du mais (Rezanka,
1999 ; Eromosele C-O et Eromosele I-C, 2002).
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Tableau 19 : Pourcentages relatifs moyens des acides gras constitutifs de 'huile des fruits
de Pistacia atlantica selon l'emplacement géographique de I'arbre (le chiffre indique le

numéro du site. R : rouge, V : vert, N : noir).

Reésultats et discussion

Echantillon C16:00 C18:1m9 C18:206 AGI/AGS
1.V 22,51+1,74 47,2411,91 25,18+2,13 3,03+0,26
2.V 20,59 44,33 20,41 2,22
3.V 22,66%0,85 45,40%2,83 27,08+2,53 3,07£0,20
4.V 22,87+3,83 47,16%£0,55 25,90+3,23 3,12+0,57
5.v 21,18%2,54 50,2312,31 25,05+0,95 3,39+0,60
6.V 25,45 41,61 28,61 2,74
7.V 21,28+0,89 52,49+1,45 22,74+2.36 3,3610,08
1.N 21,77£2,50 46,1513 45 27,0612,23 3,29+0,46
3.N 21,75 44,02 29,37 3,10
4.N 21,06 48,78 25,31 3,30
7.N 17,63 50,70 27,76 4,06
1.R 15,81£0,36 46,57+0,78 32,77+1,54 4,6310,08
2.R 15,46 48,33 32,15 4,65
3.R 15,55%0,24 47,071£0,24 32,04£1,39 4,5620,01
4.R 18,25+4,51 47,78+1,34 29,6613,05 4,10+1,15
5.R 14,19 51,67 28,73 4,87
7.R 14,07 52,15 28,87 5,15

AGI : Acides gras insaturés, AGS : Acides gras saturés.

3. Teneurs en tocophérols totaux

Nous n'avons effectué ce dosage que pour vingt trois (23) échantillons
représentatifs. Les résultats sont exposés dans le tableau 20. Les résultats sont
exprimés en mg équivalents Vit E par 100g d'huile. D'aprés nos résultats, ces huiles
contiendraient plus de tocophérols que de ce qu'il en a été rapporté¢ (Maameri, 2008).

Nous notons avec intérét une différence hautement significative entre les huiles des
fruits immatures (115,92+10,47 mg/100g) et celles des fruits matures (83,53+14,69
mg/100g, p<0,001). Nous ne disposons pas de données publiées sur la variation de
tocophérols totaux au cours de la maturation des fruits de Pistacia atlantica ou une

autre espece apparentée.

Les fruits, particulierement les verts, cueillis a Dayet Ennouss (site 2) ont donné des

huiles plus riches en tocophérols par rapport aux autres sites.
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Tableau 20 : Teneurs en tocophérols totaux dans les huiles des fruits de
Pistacia atlantica.

R P
1.3V 67,17
1.5V 86,18
2.1V 108,83
3.3V 77,31
Mature (Vert) 4.1V 65,29
4.3V 92,73
5.2V 94,43 80,88+15,81
6.1V 74,69
7.1V 61,29
1.IN 98,19
1.2N 101,42
1.4N 90,32
1.7N 97,64
3.2N 81,83
Mature (Noir) 43N 70,53 86,93+13,51
7.3N 68,58
Mature (Noir et vert) 83,53+14,69
1.5R 112,89
2.1R 119,46
34R 110,68
4.1R 134,76
4.3R 110,87
Immature (Rouge) 53R 121,06 115,92+10,47**
7.2R 101,74

EE : Equivalents vitamine E. **p<0,001 (comparés par rapport aux échantillons matures).

4. Analyse et dosage des tocophérols par CLHP
L'analyse des tocophérols individuels par CLHP (colonne polaire) a été réalisée

pour dix-huit échantillons verts, huit échantillons noirs et neuf échantillons rouges.

Les différents isomeres ont été identifiés par comparaison de leurs temps de
rétention avec ceux de standards commerciaux (Figure 27). Par souci de maximum de
précision, nous avons méme mené des coninjections (€chantillons 5.2V et 4.3R avec

B-Toc, figures 28 et 29).
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Figure 27 : Profil chromatographique des standards commerciaux de tocophérols.
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Figure 28 : Profil chromatographique d'une coinjection de l'échantillon 5.2V avec le 3-Toc (standard

commercial).
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Figure 29 : Profil chromatographique d'une coinjection de I'échantillon 4.3R avec le -Toc (standard
commercial).
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Les isomeres a-Toc, y-Toc et 8-Toc ont été détectés dans toute la série d'étude. B-
Toc n'est pas détecté¢ dans la majorité des échantillons et s'il est détecté, il est sous
forme de trace. Les autres pics observés correspondraient plus probablement aux
tocotrienols, lesquels sont plus polaires que les tocophérols. Ils ont été identifiés ainsi
sur la base de la comparaison de nos profils avec ceux obtenus dans des conditions
similaires et rapportés dans la littérature (Kamal-Eldin et al., 2000 ; Nielsen et
Hansen, 2008). Les figures 30, 31 et 32 montrent quelques chromatogrammes

d'échantillons représentatifs. D'autres profils sont mentionnés en Annexe.
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Figure 30 : Profils chromatographiques des échantillons 4.1V (en haut) et 5.2V (en bas). T3? : tocotrienol

probable.
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Figure 31 : Profils chromatographiques des échantillons 1.1N (en haut) et 1.8N (en bas). T3? : tocotrienol
probable.
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Figure 32 : Profils chromatographiques des échantillons 4.3R (en haut) et 3.3R (en bas). T3? : tocotrienol
probable.
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Les teneurs en tocophérols individuels ont été déterminées en utilisant 1’équation

suivante : Aire=287289xCon (mg/ml)-102

Elle a été obtenue apres emploi d’un standard externe I'a-Toc. Les résultats sont

exprimés en milligrammes équivalents d'a-tocophérol par 100 grammes d’huile. Ils

sont montrés dans les tableaux 21, 22 et 23. Nous y distinguons les mémes différences

constatées pour les tocophérols totaux quantifiés par colorimétrie, mais avec des

valeurs réduites qui pourraient étre expliquées par des facteurs interférants (tout

composé réducteur dans l'huile tel que les polyphénols par exemple) qui aurait pu

réagir avec le réactif lors du dosage colorimétrique.

Tableau 21 : Teneurs en tocophérols individuels dans les huiles des fruits verts de Pistacia atlantica.
Résultats exprimés en mg Equivalents vit E/100 g d’huile et en pourcentage par rapport a la teneur

totale en tocophérols.

Ech (Vert) 1.1V 1.3V 1.5V 1.6V 1.7V 1.10V 1.11V 2.1V 3.1V
a-Toc 10,69 11,6 15,94 9,73 13,97 16,14 10,92 14,83 12,94
v-Toc 16,62 12,39 20,04 10,91 13,68 19,6 17,15 27,69 14,71
o-Toc 1,39 1,46 1,18 1,26 1,35 1,44 1,07 1,48 1,32
Total 28,7 25,45 37,16 21,9 29 37,18 29,14 44 28,97
Pourcentage des différents isomeres constitutifs (%)
a-Toc 37,25 45,58 42,90 44,41 48,17 43,41 37,47 33,70 44,67
v-Toc 57,91 48,68 53,93 49,83 47,17 52,72 58,85 62,93 50,78
o-Toc 4,84 5,74 3,18 5,75 4,66 3,87 3,67 3,36 4,56
Total 100,00 | 100,00 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00
Suite du tableau 21.
Ech (Vert) 3.3V 3.4V 4.1V 4.3V 5.1V 5.2V 6.1V 7.1V 7.3V
a-Toc 16,02 14,52 9,61 17,73 10,55 12,22 13,48 11,54 12,56
v-Toc 17,75 12,2 14,1 18,52 10,22 21,05 17,04 12,97 20,29
o-Toc 1,59 1,29 1,15 1,61 1,23 1,22 1,6 1,36 1,48
Total 35,36 28,01 24,86 37,86 22 34,49 32,12 25,87 34,33
Pourcentage des différents isoméres constitutifs (%)

a-Toc 45,31 51,84 38,66 46,83 47,95 35,43 41,97 44,61 36,59
v-Toc 50,20 43,56 56,72 48,92 46,45 61,03 53,05 50,14 59,10
o-Toc 4,50 4,61 4,63 4,25 5,59 3,54 4,98 5,26 431
Total 100,00 | 100,00 100,00 100,00 100,00 | 100,00 100,00 100,00 | 100,00
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Tableau 22 : Teneurs en tocophérols individuels dans les huiles des fruits noirs de
Pistacia atlantica. Résultats exprimés en mg Equivalents vit E/100 g d’huile et en
pourcentage par rapport a la teneur totale en tocophérols.

Ech (Noir) | 1.IN 1.2N 14N 1.7N 1.8N 3.2N 4.3N 7.3N
a-Toc 15,5 18,45 19,35 15,75 16,82 11,9 11,69 11,5
v-Toc 25,02 17,04 16,28 14,35 17,87 14,13 13,51 11,33
0-Toc 1,89 1,41 1,41 1,42 1,55 1,45 1,6 1,46
Total 42,41 36,9 37,04 31,52 36,24 27,48 26,8 24,29

Pourcentage des différents isomeres constitutifs (%)

a-Toc 36,55 50,00 52,24 49,97 46,41 43,30 43,62 47,34
v-Toc 59,00 46,18 43,95 45,53 49,31 51,42 50,41 46,64
6-Toc 4,46 3,82 3,81 4,51 4,28 5,28 5,97 6,01

Total 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

Tableau 23 : Teneurs en tocophérols individuels dans les huiles des fruits rouges de Pistacia
atlantica. Résultats exprimés en mg Equivalents vit E/100 g d’huile et en pourcentage par rapport
a la teneur totale en tocophérols.

Ech (Rouge) 1.1IR 1.5R 2.1R 3.3R 3.4R 4.1R 4.3R 52R | 7.2R
a-Toc 16,77 28,23 30,45 37,41 33,20 33,55 22,55 38,4 21,85
v-Toc 33,15 24,31 21,49 25,51 14,53 33,18 21,22 13,07 | 24,47
6-Toc 1,90 1,48 1,76 2,28 1,95 1,86 1,91 3,01 2,22
Total 51,82 54,02 53,7 65,2 49,68 68,59 45,68 | 54,48 | 48,54

Pourcentage des différents isoméres constitutifs (%)

a-Toc 32,36 52,26 56,70 57,38 66,83 48,91 49,37 70,48 | 45,01
v-Toc 63,97 45,00 40,02 39,13 29,25 48,37 46,45 23,99 | 50,41
6-Toc 3,67 2,74 3,28 3,50 3,93 2,71 4,18 5,52 4,57
Total 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00

Pour les échantillons immatures, la teneur en tocophérols totaux varie de 45,68 a
68,59 mg/100 g, tandis qu'elle est comprise entre 21,9 et 44 mg/100 g pour les fruits
matures (verts et noirs). La différence entre les deux moyennes est significativement

¢levée (54,6317,56 contre 31,5+6,06 mg/100 g, p<0,001) (Tableau 24).

De ce qui précede, I'huile des fruits du Pistachier de 1'Atlas, notamment au stade
immature, apparait plus riche en tocophérols par rapport aux autres huiles végétales
alimentaires telles que 1’huile de tournesol (67 mg/100 g), I’huile d’olive (20
mg/100g), I'huile d'amande (39 mg/100 g), I'huile d'arachide (17 mg/100 g) et I'huile

Page | 87



Reésultats et discussion

de soja (11mg /100 g) (Karleskind, 1992 ; Hussain ef al., 2013), ce qui lui confere
des vertus diététiques importantes ainsi qu'une protection contre l'oxydation des

lipides (Hussain et al., 2013).

Concernant les différents isomeres (a-Toc, y-Toc et 6-Toc), nous commengons par
leurs proportions avant de passer a leurs teneurs. Ainsi, a-Toc semble étre le plus
dominant dans les fruits rouges et y-Toc dans les fruits verts et noirs (53,2611,45
contre 43,7£5,2% pour a-Toc, p<0,005 et 51,7115,46 contre 42,96+11,8% pour y-
Toc). 6-Toc est détecté dans tous les échantillons mais avec des proportions faibles ne

présentant aucune différence entre les deux groupes étudiés (Tableau 24).

A notre connaissance, c'est la premiere fois ou les tocophérols individuels de 1'huile
des fruits de cette plante sont analysés par une colonne de silice polaire qui permet,
outre la bonne séparation des quatre isomeres des tocophérols, 1'analyse de ceux des
tocotrienols. Nos résultats sont différents de ceux rapportés, pour la méme espéce par
Saber-Tehrani et al. (2013) obtenus par une colonne apolaire RP18 ou 1I' a-Toc était
de loin le plus dominant isomere (> 92%). Nos données semblent étre en accord avec
celles publiées par Matthius et Ozkan (2006) pour Pistacia terebinthus ou a-Toc et y-

Toc étaient les plus dominants.

Tableau 24 : Teneurs moyennes en tocophérols individuels dans les huiles des fruits de Pistacia
atlantica. Résultats exprimés en mg Equivalents vit E/100 g d’huile et en pourcentage par rapport
a la teneur totale en tocophérols).

Echantillon Moyenne Moyenne mature | Moyenne mature | Moyenne mature
immature (Rouge) (Vert) (Noir) (Noir et Vert)
a-Toc 29,16+7,43 13,051£2,42 15,1213,11 13,69+2,76
v-Toc 23,4416,99 16,5014,37 16,1914,14 16,4014,22
o-Toc 2,04+0,43 1,3610,16 1,5240,16 1,4140,18
Total 54,6317,56%* 30,91£6,04 32,84+6,29 31,50£6,06
Pourcentage des différents isomeres constitutifs (%)

a-Toc 53,26x11,45* 42,60£5,02 46,18%5,00 43,70£5,20
v-Toc 42,96+11,80 52,89+5,45 49,05+4,76 51,71£5,46
6-Toc 3,79+0,90 4,52+0,78 4,77+0,88 4,59+0,81
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

**p<0,001, *p<0,05 (comparés par rapport aux échantillons matures).
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Les teneurs des différents isomeres sont différentes entre les deux groupes (mature
et immature). La teneur en a-Toc varie entre 16,77 et 38,4 mg/100g (moyenne
29,1617,43 mg/100g) pour les fruits rouges considérés comme immatures et entre
9,61 et 19,35 mg/100g (moyenne 13,69+2,76 mg/100g) pour les fruits verts et noirs
considérés comme matures. Celle en y-Toc est comprise entre 13,07 et 33,18 mg/100g
(moyenne 23,4416,99 mg/100g) pour les fruits immatures et entre 10,22 et 27,69
mg/100g (moyenne 16,414,22 mg/100g) pour l'autre groupe. Il est important de noter
qu'en dépit d'un pourcentage moins important en y-Toc pour les fruits rouges, sa
teneur est plus élevée. Les proportions fables en 6-Toc recelent une charge pondérale
différente entre les deux groupes ou la teneur varie de 1,48 a 3,01 mg/100g (moyenne
2,04£0,43 mg/100g) pour les fruits rouges et de 1,07 a 1,89 mg/100g (moyenne
1,41£0,18 mg/100g) pour l'autre groupe. Nous relevons avec intérét une différence,
significativement trés €levée, entre les deux groupes concernant les trois isomeres

(p<0,001). (Tableaux 21, 22, 23 et 24).

La comparaison des échantillons par site révele quelques différences pour les
tocophérols totaux et les trois isomeres (Tableau 25).
Tableau 25 : Teneurs moyennes en tocophérols individuels dans les huiles des fruits de

Pistacia atlantica selon 'emplacement géographique de l'arbre. Résultats exprimés en mg
Equivalents vit E/100 g d’huile.

Ech a-Toc v-Toc 0-Toc Total
1.V 12,71+2,62 15,7743,53 1,31+0,14 29,7915,66
2.V 14,83 27,69 1,48 44,00
3.V 14,49+1,54 14,89+2,78 1,40+0,17 30,78+4,00
4.V 13,67+5,74 16,31£3,13 1,38+0,33 31,3619,19
5.V 11,39£1,18 15,64+7,66 1,23+0,01 28,25+8,83
6.V 13,48 17,04 1,6 32,12
7.V 12,05£0,72 16,63+5,18 1,42+0,08 30,10+5,98
1.N 17,17+1,68 18,11+4,08 1,54+0,21 36,82+3,86
3.N 11,9 14,13 1,45 27,48
4.N 11,69 13,51 1,6 26,8
7.N 11,5 11,33 1,46 24,29
1.R 22,50£8,10 28,7316,25 1,69+0,30 52,92%1,56
2.R 30,45 21,49 1,76 53,7
3.R 35,31+£2,98 20,0217,76 2,12+0,23 57,44£10,97
4.R 28,05£7,78 27,20£8,46 1,89+0,04 57,14+16,20
S5.R 38,4 13,07 3,01 54,48
7.R 21,85 24,47 2,22 48,54
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Ainsi, les échantillons verts de Dayet Ennouss (site 2) et noirs de Dayet Tilghimt
(Site 1) sont relativement riches en tocophérols totaux par rapport a leurs paires des
autres sites. Il en est de méme pour y-Toc. Le pied d'Ain Ouassara (site 7) se montre
le plus pauvre en a-Toc notamment les fruits rouges. Les fruits rouges de 'arbre du
site 5 (Daya PK 440 RN1) se distinguent par des teneurs basses en y-Toc et élevées
en 0-Toc par rapport aux autres fruits rouges des autres sites. Ces différences

pourraient étre expliquées par des facteurs climatiques et/ou pédologiques.

5. Pouvoir antioxydant des huiles des fruits de Pistacia atlantica par le test au

DPPH

Les graphes représentant le pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration
des différents échantillons huileux dans la solution de DPPH ont été tracés. Les
régressions linéaires obtenues avaient un coefficient de détermination supérieur a
0,95, ce qui nous a permis de calculer, a partir de 1'équation du graphe, la
concentration de I'huile donnant 50 % d'inhibition du radical libre DPPH (ECsp) pour
chaque échantillon. Cette valeur est inversement proportionnelle a l'activité
antioxydante, laquelle est d'autant plus importante que 1'ECs est bas. La vitamine E a
¢été utilisée comme standard. Les résultats sont représentés dans les tableaux 26, 27 et

28.

Tableau 26 : Valeurs de 1'ECs, des huiles des fruits verts de Pistacia atlantica.

Ech (Vert) 1.1v | 1.3V | 1.5V | 1.6V | 1.7V | 1.9V | 1.10V | 1.11V | 1.13V | 2.1V | 3.1V
ECs5 (mg/ml) 34,55 | 26,70 | 24,31 | 33,83 | 24,62 | 27,62 | 28,87 | 35,39 | 26,16 | 34,18 | 25,29
Suite du tableau 26.

Ech (Vert) 3.3V | 34V | 41V | 42V | 43V | 51V | 5.2V | 6.1V | 71V 7.3V
ECs5 (mg/ml) 31,45 | 32,72 | 32,96 | 25,92 | 32,38 | 33,60 | 33,5 | 36,28 | 34,63 32,96
Tableau 27 : Valeurs de 1'ECs, des huiles des fruits noirs de Pistacia atlantica.

Ech (Noir) 1.IN | 12N | 14N | 1.7N | 1.8N | 1.12N | 3.2N | 43N | 7.3N

ECs (mg/ml) | 26,61 | 25,67 | 28,64 | 20,79 | 29,62 | 23,46 | 25,18 | 28,51 | 23,14

Tableau 28 : Valeurs de I'ECs, des huiles des fruits rouges de Pistacia atlantica.

Ech (Rouge) 1.1R | 13R | 15R | 2.1R | 23R | 33R | 34R | 41R | 43R | 52R | 7.2R
ECs5 (mg/ml) 20 20,20 | 18,95 | 18,36 | 19,43 | 18,38 | 19,61 | 18,68 | 20,08 | 20,4 | 18,84
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Nous remarquons que les fruits rouges (immatures) ont une moyenne de
19,36x0,75 mg/ml (valeurs comprises entre 18,36 et 20,4 mg/ml) et les fruits verts et
noirs (matures) ont une moyenne de 29,32+4,36 mg/ml (valeurs comprises entre 20,79
et 36,28 mg/ml). La différence entre les deux groupes est significativement élevée
(p<0,001). Ainsi, les huiles extraites des fruits immatures ont le pouvoir antioxydant
le plus €levé. 1l est crucial d'indiquer que le test de Student indique que les huiles des
fruits noirs auraient une activité¢ antioxydante plus importante par rapport a celles des
fruits verts. Les moyennes respectives sont 25,7312,93 mg/ml et 30,8513,99 mg/ml,
p<0,005 (Tableau 29). Tous les échantillons testés se montrent moins actifs par

rapport a l'antioxydant de référence, la vitamine E, dont 1'ECs, est de 28 pg/ml.

A ce que nous sachions, il n'y a pas de résultats publiés concernant l'activité
antioxydante des huiles extraites des fruits de Pistacia atlantica, encore moins sa
variation selon le degré de maturation des fruits. La plupart des travaux rapportés se
sont intéressés a l'évaluation de l'activité antioxydante des extraits de feuilles de cet
arbre, qui a été jugée appréciable (Benhamou et al., 2008 ; Gourine et al., 2010 ;

Peksel et al., 2013).

Tableau 29 : Valeurs moyennes de I'ECs, des huiles des fruits de Pistacia atlantica.

) Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne mature .
VitE
Echantillon immature (Rouge) | mature (Vert) mature (Noir) (Noir et Vert) !
EC50
19,36+0,75%* 30,85%3,99 25,73+2,93 29,32+4.36 0,028
(mg/ml)

**p<0,001 (comparés par rapport aux échantillons matures).

Par ailleurs, nos résultats concernant le pouvoir antioxydant des différents
¢chantillons huileux ne montrent pas d'effets notables de I'emplacement géographique

des arbres (Tableau 30).
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Tableau 30 : Valeurs moyennes de 1'ECs, des huiles des fruits de
Pistacia atlantica selon I'emplacement géographique de l'arbre.

Echantillons ECsy (mg/ml)
1.V 29,12+4.35
2.V 34,18
3.V 29,82+3,97
4.V 30,42+3.91
5.V 33,55+0,07
6.V 36,28
7.V 33,79£1,18
I.N 25,80£3,28
3.N 25,18
4N 28,51
7.N 23,14
I.R 19,72+0,67
2.R 18,90+0,76
3.R 19,00+0,87
4R 19,38+0,99
5R 204
6.R 18,84
7R 29,12

6. Dosage, activité antioxydante et CLHP des extraits phénoliques a partir des

tourteaux

Les résultats extrémement intéressants obtenus avec les huiles des fruits de Pistacia
atlantica et qui mettent clairement en évidence une variation, en fonction du degré de
maturation des fruits, de leur composition ainsi que de leur activité¢ antioxydante nous
ont incités a nous intéresser aux tourteaux. Nous en avons extrait des composés
phénoliques en vue du dosage des phénols totaux et des flavonoides ainsi que
I'évaluation de leur pouvoir antioxydant par le test au DPPH. Nous avons méme été

tentés par une analyse par CLHP de ces composés.

Il est a indiquer que, pour des contraintes de temps et le nombre important des
¢chantillons testés, nous nous sommes contentés d'une macération dans le mélange
acétone/eau (70/30 : v/v) pendant 48 h (avec renouvellement du solvant) et d'une
triple extraction a l'acétate d'éthyle et de ce fait, nous n'avons pas atteint I'épuisement.
Pour cette raison la discussion du rendement de I'extrait phénolique brut n'est pas

abordée.
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6.1. Dosage des phénols totaux et des flavonoides dans les tourteaux

Le dosage colorimétrique des phénols totaux et des flavonoides a abouti aux
résultats indiqués dans les tableaux 31, 32 et 33. Ils sont exprimés, respectivement, en
milligrammes équivalents d'acide gallique et en milligrammes équivalents de la rutine
par grammes de poudre végétale. Il en ressort d'emblée une nette différence entre les
¢chantillons selon notamment le degré de maturation (couleur du fruit). Ainsi, la
charge en phénols totaux est trés significativement €levée (p<0,001) dans les fruits
rouges (61,69110,01 mg/g) par rapport aux fruits verts et noirs (21,64+6,21 mg/g). La
variation de la teneur en composés phénoliques est de 40,56 a 71,12 mg/g pour les
fruits immatures et de 14,05 a 35,58 mg/g pour les fruits matures. Il est & noter qu'au
sein méme du groupe des fruits matures, une différence significative est observée
entre les fruits verts (23,2516,68 mg/g) et les fruits noirs (17,89+2,38 mg/g, p<0,05)
(Tableau 34 et figure 33).

Concernant les flavonoides, nous ne notons pas de différences tangibles selon le
degré de maturation ou les valeurs varient pour toute la série d'étude de 2,48 a 19,67
mg/g avec des valeurs moyennes de 10,15+1,62 mg/g pour les fruits immatures
(rouges) et de 10,07£4,73 mg/g pour les fruits matures (verts et noirs). Cependant, et
¢tonnement, la teneur en flavonoides est significativement faible dans les fruits noirs
(4,82+1,14 mg/g) comparativement aux fruits rouges (10,15£1,62 mg/g, p<0,001) et
aux fruits verts (12,32+3,77 mg/g, p<0,001). Ces derniers en paraissent les plus riches
(Tableau 34 et figure 33).

Le pourcentage des flavonoides par rapport aux phénols totaux varie
considérablement selon les groupes étudiés (rouge, vert et noir). Il varie aussi au sein
du méme groupe. En effet, ce pourcentage varie de 13,57 a 40,21 % pour les fruits
noirs et de 31,03 a 90,15 % pour les fruits verts. Pour ces derniers, les flavonoides
semblent étre les composés phénoliques les plus dominants. Quant aux fruits rouges,
ils ne représentent qu'une proportion largement inférieure oscillant entre 12,46 % et
21,77 %. Ces différences spectaculaires entre les trois groupes rendent compte de
I'extréme complexité de la composition en composés phénoliques qui pourrait varier
entre les fruits de couleurs différentes du méme arbre, entre les fruits de méme
couleur de deux arbres du méme site ou bien entre les fruits de méme couleur issus
d'arbres de localisation différente.
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Tableau 31 : Teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les tourteaux des fruits verts de Pistacia
atlantica.

Ech (Vert) 1.1V | 1.3V | 1.5V | 1.6V | 1.7V | 1.9V | 1.10V | 1.11V | 1.13V | 2.1V | 3.1V

Phénols totaux

(mg EAG/g MS) 22,89 | 24,45 | 21,82 | 16,26 | 15,24 | 27,05 | 35,58 | 18,20 | 17,27 | 30,84 | 17,84

Flavonoides

( mg ER/g MS) 14,73 | 13,66 | 19,67 | 12,23 | 9,45 | 16,85 | 16,16 | 7,79 8,85 | 18,04 | 9,90

Taux de flavonoides
par rapport aux | 64,35 | 55,87 | 90,15 | 75,22 | 62,01 | 62,29 | 45,42 | 42,80 | 51,24 | 58,50 | 55,49
phénols totaux (%)

Suite du tableau 31

Ech (Vert) 33V | 34V | 41V | 42V | 43V | 5.1V | 52V | 6.1V | 7.1V 7.3V
Phénols totaux

(mg EAG/g MS) 15,41 | 25,14 | 30,08 | 29,84 | 21,30 | 32,78 | 17,69 | 33,74 | 18,50 16,34
Flavonoides

(mg ER/g MS) 9,52 | 16,62 | 13,77 | 12,21 | 12,75 | 12,97 | 7,36 | 11,29 5,74 9,25
Taux de flavonoides

par rapport aux | 61,78 | 66,11 | 45,78 | 40,92 | 59,86 | 39,55 | 41,61 | 33,46 | 31,03 56,58
phénols totaux (%)

Tableau 32 : Teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les tourteaux des fruits noirs de Pistacia
atlantica.

Ech (Noir) 1.IN | 12N | 14N | 1.7N | 1.8N | 1.12N | 3.2N | 43N 7.3N

Phénols totaux

(mg EAG/g MS) 20,9 | 20,33 | 16,02 | 14,05 | 19,30 | 18,25 | 17,72 | 15,12 19,34

Flavonoides

(mg ER/g MS) 4,98 5,25 5,12 | 5,65 | 4,06 | 2,48 | 3,96 | 5,71 6,15

Taux de flavonoides par
rapport aux phénols | 23,83 | 25,80 | 31,93 | 40,21 | 21,04 | 13,57 | 22,35 | 37,74 31,82
totaux (%)

Tableau 33 : Teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les tourteaux des fruits rouges de Pistacia
atlantica.

Ech (Rouge) 1R | 13R | 15R | 2.1R | 23R | 33R | 34R | 41R | 43R | 5.2R | 7.2R

Phénols totaux

(mg EAG/g MS) 69,15 | 61,40 | 46,80 | 70,22 | 71,12 | 70,10 | 59,80 | 67,74 | 63,88 | 60,75 | 40,56

Flavonoides

(mg ER/g MS) 9,32 | 7,65 | 9,02 | 12,95 | 11,50 | 11,48 | 8,83 | 11,85 | 10,37 | 9,90 | 8,83

Taux de flavonoides
par rapport aux | 13,48 | 12,46 | 19,27 | 18,44 | 16,17 | 16,37 | 14,77 | 17,49 | 16,23 | 16,30 | 21,77
phénols totaux (%)

EAG : Equivalents acide gallique, ER : Equivalents rutine, MS : Matiére séche.
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I1 ressort de nos résultats que des composés phénoliques autres que les flavonoides

(phénols simples, tannins,...) pourraient étre majoritaires dans les tourteaux des fruits

rouges immatures et & moindre degré dans ceux des fruits matures noirs. Ce constat

mérite d'étre étayé par des études plus approfondies.

Tableau 34 : Teneurs moyennes en phénols totaux et en flavonoides dans les tourteaux des fruits de

Pistacia atlantica.

Echantillon Moyenne Moyenne Moyenne Moyenne mature
¢ tons immature (Rouge) | mature (Vert) | mature (Noir) (Noir et Vert)
Phénols totaux (mg EAG/g MS) 61,96£10,01** 23,25+6,68 17,89+2,38 21,64+6,21
Flavonoides (mg ER/g MS) 10,15£1,62 12,32+3,77 4,82t1,14 10,07+4,73
P tage des fl id
ourcentage ces Tavonoices par 16,61£2,62 5420414,19 | 27,59+8,54 46,28+17,71

rapport aux phénols totaux (%)

**p<0,001 (comparés par rapport aux échantillons matures).
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(rouges)
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Figure 33 : Teneurs moyennes en phénols totaux et en flavonoides dans les tourteaux des

fruits de Pistacia atlantica.

La comparaison selon I'emplacement géographique des pieds indique que les fruits

verts et rouges du site 7 (Ain ouassara) ont des charges en phénols totaux et en

flavonoides basses par rapport a leurs paires des autres sites. Par contre, les fruits
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pourraient étre expliquées par des facteurs climatiques et/ou pédologiques.

Tableau 35 : Teneurs moyennes en phénols totaux et en flavonoides dans les tourteaux
des fruits de Pistacia atlantica selon I'emplacement géographique de I'arbre.

Echantillons Phénols totaux Flavonoides Pourcentage des’ flavonoides par
(mg EAG/g MS) (mg ER/g MS) rapport aux phénols totaux (%)

L.V 22,08+6,44 13,27+4,03 61,04+14,84

2.V 30,84 18,04 58,50

3.V 19,4615,06 12,014+3,99 61,131£5,34

4.V 27,07+5,00 12,91+0,79 48,8519,84

5.V 25,24+10,67 10,16x3,96 40,58t1,45

6.V 33,74 11,29 33,46

A% 17,42+1,53 7,49+2,48 43,80%18,07

I.N 18,14+2,65 4,59%1,16 26,0619,18

3.N 17,72 3,96 22,35

4.N 15,12 5,71 37,74

7.N 19,34 6,15 31,82

1.R 59,12+11,35 8,6610,89 15,0713,68

2.R 70,67%0,64 12,23+1,03 17,31+1,61

3.R 64,95+7,28 10,15+1,87 15,57£1,13

4R 65,81+2,73 11,11£1,05 16,86%0,89

5.R 60,75 9,90 16,30

7.R 40,56 8,83 21,77

EAG : Equivalents acide gallique, ER : Equivalents rutine, MS : Maticre séche.

Les écart-types relativement élevés du pourcentage des flavonoides par rapport aux
phénols totaux pour les sites 1 (Tilghimt) et 7 (Ain Ouassara) qui sont respectivement
14,84 et 18,07 % (Tableau 35), rendent compte de 1'hétérogénéité de la composition

des composé€s phénolique pour un méme site.

Trés peu de données sont rapportées par la littérature concernant les composés
phénoliques au niveau des fruits du Pistacia atlantica. La plupart des travaux publiés
sont concentrés principalement autour des extraits de feuilles de Pistacia lentiscus ou
des teneurs élevées en composés phénoliques sont évoquées (Djidel er al, 2013 ;
Arab et al., 2014 ; Dahmoune ef al., 2014). En comparant nos résultats avec ceux de
Maamri pour les fruits de Pistacia atlantica (Maamri, 2008), il semblerait que les
notres soient en faveur d'une charge plus marquée en phénols totaux et en
flavonoides. D'autre part, Belyagoubi-Benhamou (2011) a rapporté une teneur
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considérable en phénols totaux (285 mg/g) au niveau des fruits rouges immatures de
Pistacia atlantica, de la région de Tlemcen, récoltés au mois de mai. Celle des
flavonoides était moins importante (12 mg/g). Cependant, elle n'a pas rapporté
d'information sur les fruits matures (de couleur verte ou noire). Ces résultats
confortent les notres plaidant en faveur d'une forte diminution de la teneur en
composés phénolique au cours de la maturation. Enfin, un travail réalisé en Iran sur
les fruits du Pistacia atlantica subsp. kurdica avait indiqué des teneurs ne dépassant
pas 45 mg/g pour les phénols totaux et 15 mg/g pour les flavonoides sans tenir compte

du degré de maturation (Asghar-Hatamnia et al., 2014).
6.2. Pouvoir antioxydant des extraits phénoliques bruts

Le pouvoir antioxydant de quelques échantillons représentatifs a été¢ évalué par le
test au DPPH. Les résultats, exprimés en ECsy (ng/ml), indiquent que les fruits
immatures recélent l'activité antioxydante la plus importante (ECsy : 28,9417,73
pg/ml) comparativement aux fruits matures (ECsy : 167,08£26,77 pg/ml, p<0,001)
(Tableau 36). Tous les échantillons testés sont moins actifs que l'antioxydant de

référence, la vitamine C dont I'ECs est 5,4 pg/ml.

En dépit du nombre limité des échantillons matures testés, nous relevons une
¢tendue de la série assez importante ou les valeurs d'ECsy oscillent entre 100,14 et
193,50 ng/ml. Ainsi les fruits de l'arbre du site 6 (PK 420, RN1) et ceux de I'arbre du

site 4 (Nili) sont respectivement les plus et les moins actifs.
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Tableau 36 : Valeurs de I'ECs, des extraits phénoliques de quelques fruits de Pistacia
atlantica.

Echantillons ECs (ng/ml) Moyenne (ng/ml)
1.1V 197,71
1.6V 173,55
1.9V 174,22
2.1V 166,72
Mature (Vert) 3.3V 176,06 160,05+30,14
4.3V 157,63
5.1V 134,34
6.1V 100,14
1.IN 168,80
. 1.2N 184,91
Mature (Noir) 32N 177.43 181,16+10,53
4.3N 193,50
Mature (Noir et vert) 167,08+26,77
1.1R 31,98
1.3R 21,63
2.3R 21,45
Immature (Rouge) 34R 24.23 28,94+7,73%*
4.3R 40,51
5.2R 33,84

**p<0,001 (comparés par rapport aux échantillons matures).

A l'instar des composés phénoliques, il n'y a pas assez de données disponibles dans
la littérature sur l'activité antioxydante des extraits phénoliques de fruits de Pistacia
atlantica. 11 a été rapporté une puissante activité antioxydante des extraits phénoliques
de feuilles de Pistacia atlantica (Peksel et al., 2013) et ceux de feuilles de Pistacia

lentiscus (Atmani et al., 2009).

6.3. Profils chromatographiques des composés phénoliques de quelques

échantillons représentatifs

Les résultats obtenus avec les huiles ainsi que ceux relatifs aux tourteaux nous ont
incités a procéder a une analyse par CLHP des différents extraits phénoliques. Il nous
a ét¢ impossible de réaliser des CLHP couplées a la spectrométrie de masse ou
d'employer des standards afin d'identifier les différents composés phénoliques. De ce
fait, nous nous contentons de la comparaison de quelques profils pour des échantillons
représentatifs des deux groupes étudiés : immature (fruits rouges) et mature (fruits
verts et fruits rouges). Il s'agit en effet des échantillons verts 1.5V et 1.10V, des
¢chantillons noirs 1.8N et 1.12N et des échantillons rouges 3.3R et 4.3R. La détection

est effectuée a 320 nm et 260 nm a l'exception de 1'échantillon 3.3R ou elle n'a pu étre
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effectuée qu'a 260 nm. Les profils chromatographiques sont présentés dans les figures

34, 35 et 36. D'autres profils sont mentionnés en Annexe.

La comparaison des différents profils chromatographiques (aux deux longueurs
d'onde choisies) montre une différence extrémement intéressante notamment pour le
premier pic dont le temps de rétention est approximativement 2,92 min. En effet, ce
dernier représente plus de 25 % pour les échantillons immatures 3.3R et 4.3R, alors
qu'il ne dépasse pas 20 % et 13 % pour, respectivement, les échantillons matures de

couleur noir 1.8N et 1.12N et les échantillons matures de couleur verte 1.5V et 1.10V.

Le pic dont le temps de rétention est compris, selon les échantillons et la longueur
d'onde de détection, entre 22,80 et 24,90 représente lui aussi une proportion variable.
Elle est comprise entre 7 et 12 % pour les échantillons rouges, entre 10 a 60 % pour
les échantillons noirs et entre 25 et 75 % pour les échantillons rouges. Ces différences
sont dans I'ensemble comparables a celles observées pour la proportion des
flavonoides par rapport aux phénols totaux déterminée apres leur dosage
colorimétrique (Tableau 34). Partant de ces observations, nous nous interrogeons si ce
pic était représentatif d'un flavonoide notamment une flavone, la lutéoline, qui a déja
¢été isolée et caractérisée a partir d’extraits de Pistacia atlantica (Yousfi et al., 2009).
La réponse a cette interrogation par l'affirmatif ne peut étre donnée que par une
identification par spectrométrie de masse ou bien par lI'emploi de standards connus,
tache qui malheureusement n'a pu étre accomplie. Néanmoins, nous pouvons dire que
l'aspect des profils est différent selon le degré de maturation des fruits révélant une
hétérogénéité, sur le plan qualitatif et quantitatif, des composés phénoliques en

fonction de la maturation.
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Figure 34 : Profils chromatographiques d'analyse par CLHP des composés phénoliques
pour les échantillons verts 1.5V et 1.10V. Détection a 320 et 260 nm.

Page | 100



Absorbance (mAU)

Reésultats et discussion

Détection a 320 nm

mAU 3 §
1&03
10 Ech 1.8N g
125
100 l
?5_ a &- m'lll'
R o 9|
25 e i N
tI - S, S 18 R
—
0 5 10 15 20 2% a0 B min
Détection a 260 nm
] o] I~
mAU ] . 8
] & @
150 b !
: S 7 | |
1003 &, I I
] e 0 || N
] i % m I |
50 ||-r|'°?5 ~ N |
] e N oy ™
[]: i _‘.."31"{‘“\. _-J‘V\‘i'i x|—'~—______ == S Jaf e =i .
: T T | T T I T T T T I T I T T T I T T T I T T T | T
0 5 10 15 20 25 0 K min
E 1 Ech 1.12N Détection a 320 nm
503 ' N
03 8
E o
3U_§ ME} =9 |:I§ %
103 | N R
[]é ir!"'_.\.\r_—"\_J"\'ulA. A WG s o S = = A et “_/H:|"
A03 '
*“”—-
0 5 10 15 20 2% 0 3 min
Détection a 260 nm
mal o
350 di
30
250 5
]
200 3 pl
ot I i ;
100 I e 8 &
50 Ik = Y ¢ 3 M
03 i R 1 — e == 2 -
— — : — . — — ;
0 5 0 15 20 25 30 35 min

Temps de rétention (min)

Figure 35 : Profils chromatographiques d'analyse par CLHP des composés phénoliques

pour les échantillons noirs 1.8N et 1.12N. Détection a 320 et 260 nm.
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Figure 36 : Profils chromatographiques d'analyse par CLHP des composés phénoliques pour les
échantillons rouges 3.3R et 4.3R. Détection a 320 et 260 nm pour 4.3R et seulement & 260 nm pour 3.3R.
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7. Analyse statistique des données relatives a la composition en acides gras et en

tocophérols

Les résultats obtenus concernant la composition en acides gras et en tocophérols
des huiles issues des fruits rouges (immatures) et des fruits verts et noirs (matures) ont
servi a une analyse de données par le logiciel XLSTAT afin d'établir d'éventuels

groupes distinctifs et/ou d'éventuelles corrélations entre les parametres étudiés.
7.1. Analyse statistique des données relatives a la composition en acides gras

Les taux des acides gras majoritaires a savoir l'acide palmitique (C16:00), l'acide
oléique (C18:1m9) et l'acide linoléique (C18:2w6) ont été utilisés pour 1'analyse par la
méthode ACP (analyse des composantes principales). Dans un premier temps, nous
avons ¢tabli la matrice de corrélation de Pearson qui indique d'emblée une forte
corrélation négative entre l'acide palmitique et l'acide linoléique (coefficient de

corrélation — 0,74, tableau 37).

Tableau 37 : Matrice de corrélation de Pearson (n) pour les trois
acides gras majoritaires de I'huile des fruits de Pistacia atlantica.

Variables C16:00 Cl18:109 C18:2m6
C16:00 1
Cl18: 109 -0,4110 1
C18:2w6 -0,7400 -0,2412 1

Il en ressort que le taux an acide palmitique est d'autant plus élevé que celui de l'acide
linoléique est diminué. Cette constatation est étayée par l'aspect du cercle d'ACP ou

ces deux acides gras sont presque diamétralement opposés (Figure 37).
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Figure 37 : Aspect du cercle d'ACP montrant la position des trois acides gras majoritaires de
I'huile des fruits de Pistacia atlantica.

La distribution de tous les échantillons étudiés (verts, noirs et rouges) par rapport a
la position des trois acides gras majoritaires établie par ACP montre clairement que le
groupe des fruits rouges (immatures) est distinct par rapport aux autres groupes
matures (vert et noir). Ce groupe est caractérisé par un taux relativement important en
acides gras insaturés notamment l'acide linoléique. L'huile des fruits verts est plus

proche du coté de l'acide palmitique (Figure 38).

La classification ascendante hiérarchique (CAH) conforte la distinction du groupe
des fruits immatures de couleur rouges ou la dissimilarité entre ce groupe et celui des
fruits matures (verts et noirs) est assez importante. Par contre, elle n'est que tres 1égere

entre les fruits verts et les fruits noirs (Figure 39).
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Figure 38 : Distribution de tous les échantillons étudiés (verts, noirs et rouges) par rapport a la position des trois acides gras majoritaires établie par ACP.
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Figure 39 : Classification ascendante hiérarchique (CAH) de tous les échantillons

étudiés (verts, noirs et rouges) selon la composition en acides gras.

7.2. Analyse statistique des données relatives a la composition en tocophérols

Les teneurs ainsi que les proportions d'a-Toc, y-Toc et 8-Toc ont été utilisées pour

l'analyse par la méthode ACP (analyse des composantes principales). Les matrices de

corrélation de Pearson ont été établies pour les deux cas (Tableaux 38 et 39). La forte

corrélation positive (coefficient de corrélation 0,77,) entre la teneur en a-Toc et celle

de 8-Toc ne peut pas étre informative du fait des taux disproportionnés de ces deux

isomeres (entre 43 et 53 % pour l'a-Toc et entre 3 et 5 % pour le 5-Toc, tableaux 21,

22 et 23). Par contre, nous notons avec intérét une tres forte corrélation négative entre

la proportion de l'a-Toc et celle de y-Toc (coefficient de corrélation — 0,99, tableau

39).

Tableau 38 : Matrice de corrélation de Pearson (n) pour les teneurs des
trois isomeres de tocophérols de 1'huile des fruits de Pistacia atlantica.

Variables a-Toc v-Toc 0-Toc
a-Toc 1
v-Toc 0,4140 1
d-Toc 0,7762 0,3303 1
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Tableau 39 : Matrice de corrélation de Pearson (n) pour les proportions des
trois isomeres de tocophérols de 1'huile des fruits de Pistacia atlantica.

Variables a-Toc v-Toc 0-Toc
a-Toc 1
y-Toc -0,9943 1
d-Toc 0,0202 -0,1267 1

Ainsi, plus la proportion de l'a-Toc est €levé plus celle de y-Toc est diminuée. Cette
constatation est étayée par l'aspect du cercle d'ACP ou ces deux isomeres sont

diamétralement opposés (Figure 40).

La distribution de tous les échantillons étudiés (verts, noirs et rouges) par rapport a
la position des trois isomeres de tocophérols (teneur et proportion) établie par ACP
montre encore une fois que le groupe des fruits rouges (immatures) est distinct par
rapport aux autres groupes matures (vert et noir). Ce groupe est caractérisé par une
richesse en a-Toc, y-Toc et 6-Toc (Figure 41) et, a moindre degré, par une proportion

¢levée en a-Toc par rapport au groupe des fruits matures (Figure 42)
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Figure 40 : Aspect du cercle d'ACP montrant la position des trois isomeres de tocophérols de
I'huile des fruits de Pistacia atlantica selon leurs proportions.
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Figure 41 : Distribution de tous les échantillons étudiés (verts, noirs et rouges) par rapport a la position des trois isomeres de tocophérols (selon leurs teneurs)

établie par ACP.
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Figure 42 : Distribution de tous les échantillons étudiés (verts, noirs et rouges) par rapport a la position des trois isomeres de tocophérols (selon leurs proportions)

établie par ACP.
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La classification ascendante hiérarchique (CAH) met clairement en évidence la
distinction du groupe des fruits immatures de couleur rouges ou la dissimilarité entre
ce groupe et celui des fruits matures (verts et noirs) est trés importante. Par contre,

elle est insignifiante entre les fruits verts et les fruits noirs (Figure 43).

Dendrogramme
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Figure 43 : Classification ascendante hiérarchique (CAH) de tous les échantillons étudiés
(verts, noirs et rouges) selon la composition en tocophérols.

7.3. Analyse statistique simultanée des données relatives a la composition en

acide gras et en tocophérols

Dans le but d'établir d'éventuelles corrélations entre les variables du parameétre
"Acide gras" et celles du parametre "Tocophérol", nous nous somme proposés
d'analyser simultanément les proportions des acides gras majoritaires, avec d'une part,

celles de tocophérols et de 'autre part avec leurs teneurs.

La matrice de corrélation de Pearson pour le premier cas ne montre pas de relations
notables entre les proportions des acides gras et celles de tocophérols (Tableau 40).
Par contre, dans le deuxiéme cas, nous relevons avec intérét une corrélation positive
appréciable entre le taux de l'acide linoléique et la teneur en a-Toc (coefficient de

corrélation 0,63, tableau 41)
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Tableau 40 : Matrice de corrélation de Pearson (n) entre les proportions des acides gras et celles des
trois isomeres de tocophérols de I'huile des fruits de Pistacia atlantica.

Variables C16:00 Cl18:109 C18:2w6 a-Toc v-Toc 0-Toc
C16:00 1
Cl18:109 -0,4164 1
C18:2w6 -0,7501 -0,2246 1
a-Toc -0,5262 0,1366 0,4629 1
y-Toc 0,5092 -0,1668 -0,4240 -0,9942 1
d-Toc 0,1214 0,2910 -0,3298 0,0152 -0,1225 1

Tableau 41 : Matrice de corrélation de Pearson (n) entre les proportions des acides gras et les teneurs

des trois isoméres de tocophérols de I'huile des fruits de Pistacia atlantica.

Variables C16:00 Cl18:109 C18:2w6 a-Toc v-Toc d-Toc
C16:00 1
Cl18:109 -0,4164 1
C18:2w6 -0,7501 -0,2246 1
a-Toc -0,6567 0,0598 0,6302 1
y-Toc -0,2397 -0,1372 0,3178 0,4094 1
d-Toc -0,5916 0,2051 0,4250 0,7758 0,3149 1

La distribution de tous les échantillons étudiés (verts, noirs et rouges) par rapport a

la position des trois acides gras majoritaires et des trois isomeres de tocophérols

(selon la teneur) établie par ACP indique que le groupe des fruits rouges (immatures)

est distinct par rapport aux autres groupes matures (vert et noir). Ce groupe est

caractérisé a la fois par une richesse en a-Toc associée a un taux élevé en acide

linoléique. (Figure 44).
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Figure 44 : Distribution de tous les échantillons étudiés (verts, noirs et rouges) par rapport a la position des trois acides gras majoritaires et les trois
isomeres de tocophérols (selon la teneur) établie par ACP.
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Partant de ces données, nous avons tracé la régression linéaire reliant la teneur en a-
Toc aux taux de l'acide linoléique (Figure 45). L'aspect du nuage de point plaide en

faveur d'une relation méritant de plus amples investigations.

45 R?2=0,374
40 +
35 -
30 -
25 -
20 +
15 -
10 -

Teneuren a-Toc (mg/100g)

Taux du C18:2w6 (%)

Figure 45 : Régression linéaire entre la teneur en a-Toc et le taux de 1’acide linoléique.
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[ Chapitre 2 : Cueillettes 2011 ]

Dans ce chapitre nous rapportons les résultats des expériences effectuées sur douze
¢chantillons de fruits de Pistacia atlantica. Ces fruits sont répartis, selon le degré de
maturation, en trois catégories. Il s'agit de fruits immatures (de couleur rouge claire),
de fruits de maturité moyenne ou intermédiaire (de couleur rouge foncée) et de fruits
matures (de couleur noire ou verte). Les expériences effectuées sur ces échantillons
l'ont été sur la base des résultats obtenus pour les échantillons de la premicre
cueillette. Ainsi, dans ce chapitre, outre les parameétres ¢tudiés en chapitre 1, nous
nous sommes intéressés a d'autres. Il s'agit des indices chimiques (indice d'acide, de
saponification et d'iode), de la teneur en stérols totaux et du pouvoir réducteur des
huiles par le test Molybdate Phosphate. L'élargissement du degré de maturation a trois
stades nous a permis de mieux suivre la variation des parameétres étudiés selon ce

critere.
1. Teneur en huiles et indices chimiques

Avant d'analyser le rendement d'extraction des huiles, nous jugeons utile de
comparer leur aspect. En effet, ce dernier est trés différent et semble étre influencé par
le stade de maturité. Comme nous l'avons évoqué pour les échantillons de la premicre
cueillette, les fruits verts et noirs (matures) ont fourni une huile jaune d'un aspect
limpide, alors que celle issue de fruits rouges (immatures) a une couleur verte et une
odeur trés agréable. Les deux échantillons de maturité intermédiaire ont fourni une
huile dont I'aspect est pratiquement intermédiaire entre les deux autres huiles (Figures
46 et 47). De telles variations pourraient étre expliquées par des variations au niveau
des pigments dans I'huile. Ces constatations doivent étre étayées par des études

approfondies.

5.ARCl1 5.A.RF1 5.AV1

Figure 46 : Aspect de l'huile des échantillons 5.A.RC1, 5.A.RF1 et 5.A.V1.
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5.A.RC2

5.A.RF2

5.AV2

Figure 47 : Aspect de l'huile des échantillons 5.A.RC2, 5.A.RF2 et 5.A.V2.

A l'instar de ce qui a été rapporté en chapitre 1 concernant le rendement

d'extraction, nous remarquons pour ces douze échantillons une différence trés

significative (p<0,001) entre les fruits matures et ceux immatures. En effet, les

rendements les plus élevés sont obtenus avec les fruits de couleur verte ou noire

(moyenne 37,771£6,16 %). Par contre, les fruits immatures (de couleur rouge) ont un

rendement moins important (moyenne 13,83x 4,63 %) (Tableau 42).

Tableau 42 : Rendement d'extraction et caractéristiques chimiques des différents échantillons

huileux.

Rendement . - Indice de . "
Echantillon d'extraction I(nlﬁlc;e((é)ail{c/ld)e saponification Indg:li(.is;ode

(% m/m) g & | (mg KOH/g) J

SAVI 277 6.73 212.8 81.28
5. A.RF1 20,08 5.04 204.4 90,81
5. ARCI 16.6 8,97 201.6 102,9
5AV2 37.7 420 208.6 74.93
5.A.RF2 34,98 533 194.6 92,08
5.A.RC2 16,77 11,22 201.6 94,62
2BV 37,75 15,15 201.,6 70,49
2.B.RC 6,99 14,03 179.2 90,17
LEV 41,72 4,49 180,6 73,03
1.D.RC 14,95 10,66 1932 87,63
1.CN 46,06 7.57 212.8 76,84
1.EN 357 2132 1932 99.95
?ﬁggnmnrzs 13.8324,63%* 11,2242,10 193,90410,57 | 93.83%6,70%
ﬁgtyuer?geimermé diaire 27.53%10,54 5194021 199.5046,93 91,45+0,90
Moyenne matures 37,7746.16 9.9146,86 201,60£12,74 | 79.42%10,70

**p<0,001 ; *p<0.05 (comparés par rapport aux échantillons matures).
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Il est a noter que les échantillons de couleur rouge foncée (intermédiaire entre le
stade immature et le stade mature) ont une contenance en huile assez marquée

(moyenne 27,53%£10,54 %).

Nous notons avec intérét que les échantillons 5.A.V2, 5.A.RF2 et 5.A.RC2 avaient
un rendement en huiles plus important par rapport a leurs paires cueillis un mois plus
tot (Figure 48). Ceci indique clairement 1'effet de la date de cueillette sur la teneur en

huile. L'impact de ce facteur serait aussi important que la couleur du fruit.

40 A
35 7
® 30
2 25
=
c 20 A
@
3 15 -
S
@ 10 A
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0 a T T T T T /
5.A.RC1 5.ARF1 5.AV1 5.A.RC2 5.ARF2 5.AV2
Echantillons

Figure 48 : Variation de la teneur en huile des fruits de Pistacia atlantica (arbre A) selon la maturation.

Nous avons déterminé 1'indice d'acide, l'indice de saponification et I'indice d'iode
pour cette série d'huiles afin de déceler d'éventuelles variations selon le degré de
maturation. Ces parametres nous permettent d'apprécier, d'une maniere treés globale,
quelques caractéristiques des huiles comme la teneur en acide gras libres, la longueur
des chaines carbonées des acides gras et le degré d’insaturation. L’ensemble des
résultats obtenus, moyenne de deux essais pour chaque indice, est présenté dans le
tableau 42.

Les valeurs d'indices d’acide varient de 4,20 a 21,32. Les valeurs élevées trouvées
dans la plupart des cas pourraient étre expliquées par une mauvaise conservation des

fruits (et/ou les huiles) ou par une biosynthese incompléte (Yousfi ez al., 2002).

Nos résultats montrent une variation de I'indice de saponification de 179,2 a 212,8

mg KOH/g. D'une maniére générale, nous constatons qu'il n'y a pas de différence
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significative selon le degré de maturation, la date de cueillette ou l'emplacement
géographique. Nos résultats sont comparables a ceux de I'équipe du Pr Yousfi qui a
rapporté un indice de saponification de 199,6 pour un échantillon vert de la région de
Tilghimt (Yousfi et al., 2003). D'aprés ces résultats, les huiles testées contiennent
essentiellement des acides gras avec 16 a 18 atomes de carbone (Yousfi ez al., 2002).

Les valeurs obtenues pour nos huiles sont, globalement, concordantes avec celles
rapportées pour d'autres huiles usuelles telles que I’huile du mais (IS : 187-195 mg
KOH/g), I'huile d’arachide (IS : 187-196 mg KOH/g), I’huile du palme (IS : 190-209
mg KOH/g) (Knothe, 2002), et I’huile d’olive (IS : 182,36-201,05 mg KOH/g)
(Benabid, 2008).

L'indice d'iode nous permet d'estimer globalement le degré d'insaturation de la
maticre grasse. Nos indices varient de 73,03 a 102,9. Nous décelons avec intérét une
¢lévation assez marquée (p<0,05) pour les huiles des fruits immatures (valeur
moyenne de 93,8316,7) par rapport aux huiles des fruits mature (valeur moyenne de
79,42410,70). Ce résultat plaide en faveur d'un degré d'insaturation élevé pour les
huiles des fruits immatures. Un résultat comparable est rapporté par la littérature pour
les huiles des fruits de Pistacia lentiscus (Charef et al., 2008). Nos résultats sont
¢galement semblables a ceux publiés par le Pr Yousfi et ces collaborateurs (II : 88,5
pour des graines matures) (Yousfi ez al., 2003).

II est remarquable que les deux échantillons considérés a un stade intermédiaire de
maturation (rouge foncé) aient un indice d'iode assez marqué (91,45%0,9). Il
semblerait d'une maniére générale que 1'indice d'iode, et donc la fraction d'acides gras
insaturés, diminue au fur et a8 mesure de la maturation.

L'échantillon 1.E.N (Noir) se distingue par un indice d'iode assez élevé
comparativement aux autres échantillons matures et partant une teneur assez marquée
en acides gras insaturés. Il pourrait s'agir d'un cas particulier méritant des études plus
poussées.

Partant de ces résultats, nos huiles pourraient étre classées parmi les huiles non

siccatives dont l'indice d'iode est compris entre 75 et 100.
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2. Analyse des acides gras par CPG

Le tableau 43 montre les résultats de l'analyse chromatographique de nos

¢chantillons. Des chromatogrammes sont mentionnés en Annexe.

Neuf acides gras habituellement rencontrés dans les huiles végétales sont détectés.
Nous avons, a des proportions vari€es, les acides palmitique, oléique, linoléique,

myristique, palmitoléique, stéarique, linolénique, arachidique, gondoique.

Les proportions des acides gras saturés et insaturés dans les huiles issues des fruits
matures et immatures sont presque semblables a ce qui a été discuté en chapitre 1.
Ainsi, les acides myristique, palmitique, stéarique et arachidique ont des proportions
variant de 24,16 % a 27,25 % pour les huiles des fruits matures et de 16,25 % a 27,35
% pour les huiles des fruits immatures. L’acide palmitique étant le composé
majoritaire parmi les acides gras saturés. Il représente entre 13,89 % et 21,89 % pour
les fruits immatures, et entre 22,10% et 25,67 % pour les fruits matures. L’acide
myristique et arachidique sont aussi détectés dans la majorité des huiles mais avec des
proportions treés faibles ne dépassant pas respectivement 0,11 % et 0,003 %.
Concernant les acides gras insaturés, les acides palmitoléique, oléique, linoléique et
linolénique sont détectés dans toutes les huiles. Ils représentent un pourcentage total
de 72,72 % a 75,81 % dans les huiles des fruits matures, et de 75,93 % a 83,68 % dans
les huiles des fruits immatures. Ils sont représentés essentiellement par 1’acide

oléique (C18:1w9), et I’acide linoléique (C18:2w6).
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Tableau 43 : Pourcentages relatifs en acides gras des huiles des fruits de Pistacia atlantica obtenus par CPG (%).
Echantillons | 5.A.V1 | 5.A.RF1 | 5.ARC1 | 5.A.V2 | 5.A.RF2 | 5,A.RC2 | 2.B.V | 2.B.RC | 1.F.V | 1.D.RC | 1.C.N | 1.E.N
C14:0 0,09 0,08 0,11 0,07 0,07 0,10 Tr 0,10 0,10 0,11 0,10 | 0,08
C16:0 25,09 17,54 13,89 | 25,03 21,89 14,78 | 25,67 | 17,34 | 24,33 | 21,11 | 22,62 | 22,10
Cl6:1on7 0,52 0,74 0,35 0,41 0,37 0,41 0,80 0,35 0,67 0,87 1,79 | 3,13
C18:0 1,91 2,17 2,25 1,85 2,08 2,13 1,58 2,42 2,64 1,98 1,46 | 1,98
C18:109 49,58 53,11 51,66 | 47,44 | 48,60 51,16 | 41,73 | 48,04 | 40,44 | 48,35 | 50,12 | 40,21
C18: 2w6 22,00 | 25,64 30,85 | 24,43 26,25 30,79 | 29,43 | 30,82 | 30,81 | 26,63 | 23,07 | 32,86
C 18 :3w3 0,78 0,67 0,82 0,72 0,71 0,60 0,76 0,90 0,99 0,92 0,82 | 1,07
C20:0 Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr
C20:1 Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr
AGS 27,09 19,72 16,25 | 26,95 24,04 17,01 | 2725 | 27,35 | 27,07 | 23,2 | 24,18 | 24,16
AGMI 50,10 53,85 52,01 47,85 48,97 51,57 | 42,53 | 48,39 | 41,20 | 49,22 | 51,91 | 41,87
AGPI 22,78 26,31 31,67 | 25,15 26,96 31,39 | 30,19 | 31,72 | 31,80 | 27,55 | 23,89 | 33,93
AGI 72,88 80,16 83,68 73 75,93 82,96 | 72,72 | 80,11 | 73,00 | 76,77 | 75,81 | 75,8
AGI/AGS 2,69 4,64 5,14 2,78 4.65 4,87 2,66 2,92 2,69 3,30 3,13 | 3,13
Cox 2,93 3,32 3,87 3,15 3,34 3,81 3,61 3,85 3,79 3,43 3,05 | 4,02
Moyenne Echantillons immatures Echantillons avec maturité intermédiaire Echantillons matures

il 4,06x1,11%* 4,65%0,01 2,85%0,22

AGI/AGS

Blepoe 3,74%0,21 3,3340,02 3,43+0,44

de Cox

AGS : acides gras saturés, AGMI : acides gras monoinsaturés, AGPI : acides gras polyinsaturés, AGI : acides gras insaturés,
Cox : calculated oxidizabillity value, Tr : traces. *p<0,05 (comparés par rapport aux échantillons matures).

I1 est crucial d'indiquer que le rapport acides gras insaturés/acides gras saturés est

significativement €levé (p<0,05) pour les huiles des fruits immatures (variant de 2,92

a 5,14) par rapport aux huiles issues des fruits matures, lequel rapport varie de 2,69 a

3,13. Les valeurs de Cox évoluent, elles aussi, dans le méme sens. Ce résultat est en

parfait accord avec les valeurs d'indice d'iode déterminées précédemment militant en

faveur d'un haut pourcentage d'acides gras insaturés dans les huiles des fruits

immatures par rapport aux fruits matures. Il en est de méme pour 1'échantillon mature

1.E.N (Tableaux 42 et 43).

Notre étude sur la composition en acides gras de 1’huile de Pistachier de I’Atlas

montre des valeurs comparables en acide gras que ceux de I’huile de Pistacia

lentiscus (Charef et al., 2008 ; Trabelsi ez al., 2012).
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3. Détermination de la fraction insaponifiable dans deux échantillons

représentatifs

Ce protocole n'a été appliqué que pour deux échantillons représentatifs (5.A.RC2
considéré immature, et 5.A.V2, considéré mature) afin d'estimer la fraction
insaponifiable (stérols, tocophérols, terpenes, pigments,..) par rapport & la masse de

I'huile et ce, selon le degré de maturité.

Le tableau 44, montre que 1’huile d'un fruit immature (I'échantillon 5.A.RC2 de
couleur rouge claire) est approximativement six fois plus riche en fraction
insaponifiable par rapport a l'huile d'un fruit mature (I'échantillon 5.A.V2 de couleur

verte).

Tableau 44 : Proportion de la fraction insaponifiable dans deux
¢chantillons de degré de maturité différent.

Code 5.A.V2 S.A.RC2

Arbre A A

Rendement de la fraction L6 9.15
insaponifiable (% m/m) ’ ’

Ce résultats est étayé par l'aspect de la pipette Pasteur, utilisée comme colonne
contenant le gel de silice, pour la purification des EMAG par flash chromatographie.
Nous avons, en effet, remarqué, apres 'opération de purification, que la couleur du gel
de silice a l'intérieur de la colonne était tres différente entre les échantillons matures et
ceux immatures. Les échantillons les plus immatures (rouge clair) conféraient une
couleur jaune foncée a la colonne. Cette couleur est d'autant moins intense que 1'huile
est issue de fruits matures. Cette couleur jaune est due vraisemblablement a la fraction
insaponifiable. Ceci indiquerait que cette fraction insaponifiable est plus
représentative au niveau des huiles des fruits immatures et elle diminuerait au fur et a
mesure de la maturation des graines. Nous avons pris des photos (Figure 49) pour
deux colonnes ayant servi a purifier les EMAG de deux échantillons de degré de

maturité différent (5.A.RC1 et 5.A.V1).
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5.ARCI1 5.AV1

Figure 49 : Aspect de la colonne apres purification des EMAG sur gel de silice (exemples

représentatifs en fonction de la couleur des fruits).

A notre connaissance, il n'y a pas de travaux publiés sur la variation de la fraction
insaponifiable dans I'huile des fruits de Pistacia atlantica. Comparativement a d'autres
huiles végétales (a titre d’exemples 1’huile de sésame, I’huile d’argan, I’huile de
Calophyllum calaba L. et I’huile d’olive) (Mohamed et Awatif, 1998 ; Crane et al.,
2005, Rahmani, 2005 ; Cardeno et al.,, 2014), la proportion de la fraction

insaponifiable de I'huile des fruits matures en est proche.

Partant de ces données, 1'é¢tude approfondie de la variation, en fonction de la
maturation, de la composition de la fraction insaponifiable de 1'huile des fruits de

Pistacia atlantica est fortement recommandée.
4. Analyse quantitative des fractions minoritaires des huiles
4.1. Teneurs en stérols totaux

La teneur en stérols totaux dans les échantillons d’huile a été déterminée a partir de
la courbe d’étalonnage du cholestérol (Annexe). Elle est exprimée en milligrammes

équivalents de cholestérol par grammes d’huile (mg EC/g d’H).

Les résultats obtenus, moyenne de deux essais, montrent que les huiles étudices

contiennent des quantités non négligeables et variables en stérols (Tableau 45).
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Tableau 45: Teneurs en stérols totaux dans les huiles des fruits de Pistacia atlantica.

Stérols totaux Moyenne
Echantill
chantifions (mg EC/g ’H) | (mg EC/g d’H)
5.A.RC1 22,38
34,75
Immature S>-A-RC2 31,30+10,30*
2.B.RC 45,54
1.D.RC 22,50
o .. |5ARF1 12,88
Maturité intermédiaire 14,4612,23
5.A.RF2 16,04
5.A.V1 11,47
5.A.V2 12,13
11.31
2.B. ’
Mature v 11,07£2,23
1.F.V 10,83
1.C.N 6,81
1L.EN 13.86

EC : Equivalents cholestérol. *p<0,05 (comparés par rapport aux échantillons matures).

La teneur en stérols est trés variable et a un étendu de 38,73 mg/g pour I’ensemble
des échantillons, de 7,05 mg/g pour les échantillons matures et de 23,16 mg/g pour les
¢chantillons immatures. D’apres ces résultats, nous pouvons déduire que les fruits
immatures sont plus riches en stérols totaux comparativement a ceux matures. Cette
constatation est confortée par le test de Student qui indique une différence trés
significative entre les échantillons matures et immatures (p< 0,01). Nos résultats sont
comparables a ceux rapportés par Maamri (2008), avec de 1égeres différences.

Nous remarquons avec intérét que la teneur en stérols totaux est d'autant moins
¢levée que les fruits sont matures. Les échantillons de couleur rouge foncée,
considérés comme intermédiaires entre le stade immature et le stade mature, ont

pratiquement des valeurs intermédiaires.
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4.2. Teneurs en tocophérols totaux

La teneur en tocophérols totaux dans les échantillons d’huiles a été déterminée a
partir de la courbe d’étalonnage de la vitamine E (Annexe) et exprimée en

milligrammes équivalents de vitamine E par 100 grammes d’huile (mg EE/100g d’H).

Les résultats obtenus (Tableau 46) montrent que la teneur, moyenne de deux essais,
en tocophérols totaux varie d’un extrait a un autre et notamment entre les fruits
matures et immatures de Pistacia atlantica. En effet, nous avons des valeurs
comprises entre 51,35 et 123,01 mg/100 g pour les fruits matures, et entre 114,37 et
170,08 mg/100 g pour les fruits immatures. Le test de Student indique une différence

significative entre les deux groupes (p< 0,001).

Tableau 46 : Teneurs en tocophérols totaux dans les huiles des fruits de Pistacia atlantica.

Echantillons Tocophérols totaux Moyenne
(mg EE/100 ¢ H) | (mg EE/100 g H)
5.A.RC1 134,85
143,12
Immature S>-A-RC2 140,61£23,07**
2.B.RC 170,08
1.D.RC 114,37
o . |5.ARFI 127,72
Maturité intermédiaire 115,15+17,78
5.A.RF2 102,58
5.A.V1 123,01
5.A.V2 97,83
51,35
2.B. ’
Mature v 86,14124.,44
LEV 71,13
1.C.N 81,56
1.E.N 91,94

EE : Equivalents vitamine E. **p<0,001 (comparés par rapport aux échantillons matures).
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Concernant les échantillons intermédiaires (rouge foncé), globalement, nous
constatons, également, ici, des valeurs comprises entres celles des échantillons
matures et celles des échantillons immatures.

4.3. Analyse et dosage des tocophérols par CLHP

L'analyse des tocophérols individuels par CLHP (colonne polaire) a été réalisée
pour 6 échantillons matures, 3 échantillons immatures et 2 échantillons de maturité
intermédiaire. Elle a été menée dans les mémes conditions que celles pour le chapitre
1. Les différents isomeres ont également été identifiés d'une maniére identique. Les
profils de trois échantillons représentatifs issus de l'arbre (A) et ceux de I'arbre (B)
sont représentés, respectivement, dans les figures 50 et 51. D'autres profils sont

mentionnés en annexe.
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Figure 50 : Profils chromatographiques des échantillons 5.A.V2 (a), 5.A.RF2 (b) et 5.A.RC2 (¢).
T3? : tocotrienol probable.
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Figure 51 : Profils chromatographiques des échantillons 2.B.V (a) et 2.B.RC (b). T3? :
tocotrienol probable.

Les résultats de la quantification, menée d'une manicre identique a celle abordée en
chapitre 1, des différents isomeres de tocophérols sont mentionnés dans le tableau 47.
Ils sont exprimés en milligrammes équivalents d'a-tocophérol par 100 grammes
d’huile. Nous notons une différence significative, concernant les tocophérols totaux,
entre le groupe des échantillons immature (valeur moyenne de 50,68+7,95 mg/100 g)
et celui des échantillons mature (valeur moyenne de 34,12+10,89 mg/100 g, p<0,05).
Le groupe des échantillons de maturité intermédiaire a pratiquement une valeur

intermédiaire (44,32+8,08 mg/100 g).
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Tableau 47 : Teneurs en tocophérols totaux et individuels dans les huiles des fruits de
Pistacia atlantica (mg EE/100 g H).

2 Composition relative
Echantillon Tocophérols
totaux a-Toc v-Toc 8-Toc

5.A V1 51,53 22,49 (43,64%) | 27,28 (52,94%) 1,76 (3,42%)
5.ARF1 50.03 15,98 (31,94%) | 31,82 (63,60%) 2,23 (4,46%)
5.A.RCl1 nd nd nd nd
5.A V2 30,65 11,09 (36,17%) | 17,93 (58,51%) 1,63 (5,32%)
5.ARF2 38,61 21,38 (55,38%) | 15,42 (39,95%) 1,81 (4,68%)
5.ARC2 49,37 11,84 (23,99%) | 34,80 (70,49%) 2,73 (5,52%)
2BV 22,61 7,52 (33,25%) 13,38 (59,18%) 1,71 (7,56%)
2.B.RC 59,20 32,62 (55,10%) | 23,02 (38,88%) 3,56 (6,02%)
1.FV 36,25 19,56 (53,95%) | 15,54 (42,88%) 1,15 (3,17%)
1.D.RC 43,46 29,05 (66,83%) | 12,71 (29,25%) 1,70 (3,92%)
1.C.N 23,78 11,85 (49,83%) | 10,15 (42,69%) 1,78 (7,49%)
1.LEN 39,92 14,59 (36,54%) | 23,55 (59,00%) 1,78 (4,46%)
M 24.50+11,11 23,51+11,05 2,66+0,93*
oyenne 50,68+7.95* ST i
immature (48,64122,13%) | (46,21£21,57%) | (5,15£1,09%)
Moyenne 18,68+3,82 23,62+11,60 2,0240,30
maturité 44,32+8,08
. L (43,66£16,57%) | (51,77£16,72%) | (4,57£0,15%)
intermédiaire

14,52+ 17,97+6.42 1,6410,24
Moyenne 34,12+10,89* ,52+5,60 , s s ,
mature (42,23+8,32%) (52,53+7,89%) (5,24+1,93%)

EE : Equivalents vitamine E, nd : non déterminé, *p<0,05 (comparés par rapport aux échantillons

matures).

Les isomeres les plus dominants dans les huiles testées sont I'a-Toc et le y-Toc avec

des valeurs comprises, respectivement, entre 7,52 et 32,62 mg/100 g et entre 10,15 et

34,80 mg/100 g. Leurs teneurs sont légerement élevées dans I'huile des fruits

immatures. Comme ce fut le cas pour les échantillons de la cueillette 2009, 6-Toc est

détecté dans toutes les huiles testées mais a des proportions faibles. Toutefois, son

niveau est significativement élevé dans 1'huile des fruits immatures (p<0,05).

Il est a noter que la proportion de y-Toc est 1égerement €levée dans les huiles des

¢chantillons matures et ceux de maturité intermédiaire (respectivement, 52,53+7,89 %
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et 51,771£16,72 %). 1l est également a noter que la proportion de 1'a-Toc est toujours
considérable dans l'huile des fruits rouges mais pas au méme niveau que celui des

¢chantillons présentés au chapitre 1 (53,26+11,45 % contre 48,641£22,13 %).

Comme nous l'avons évoqué en chapitre 1, nous n'avons pas trouvé dans la
littérature de travaux rapportant l'analyse des différents isomeres par une colonne
polaire (de Silice) encore moins leur variation au cours de la maturation. De ce fait,
nous pouvons considérer notre travail concernant les tocophérols tres original et
extrémement intéressant. D'une manicre générale, les résultats obtenus pour I'huile de
Pistacia atlantica semblent étre trés comparables a ceux relatifs a I'huile de Pistacia

terebenthus (Matthius et Ozkan, 2006).

La richesse de 1'huile de Pistacia atlantica en tocophérols et notamment I'a-Toc lui
fournit des propriétés tres bénéfiques. En effet, outre l'effet protecteur contre le stress
oxydatif, l'inflammation, la peroxydation lipidique et le cancer, l'a-Toc contribue
efficacement dans la protection et la conservation naturelle de 1'huile contre la
dégradation oxydative (Brigelius-Flohe et Traber, 1999 ; Matthius et Ozcan, 2006
; Hussain ef al., 2013 ; Cardeno et al., 2014). 1l est également important de ne pas
négliger les activités anticancéreuses, antidiabétiques et anti pathologies
cardiovasculaires des tocotrienols qui sont aujourd'hui clairement établies (Packer et
al., 2001 ; Wong et Radhakrishnan, 2012). Ainsi, 1'étude des activités biologiques

de ces composés est d'une grande importance.

La synthese des différents résultats précédents montre nettement que la teneur en
lipides et celle des fractions insaponifiables (stérols totaux et tocophérols totaux et
individuels) constitueraient un caractére spécifique selon le degré de maturation. Ceci
ne doit pas é&tre dissocié de la proportion de la fraction insaponifiable,

particuliérement élevée dans le cas d'échantillons immatures.
5. Pouvoir antioxydant des huiles des fruits de Pistacia atlantica
5.1. Evaluation du pouvoir anti radicalaire par le test au DPPH

Le pouvoir antiradicalaire contre le radical libre DPPH des échantillons de la saison
2011 a été évalué d'une fagon identique a celle présentée en chapitre 1 pour les fruits
de la saison 2009. La vitamine E a été utilisée comme standard. Les figures 52, 53 et

54 représentent les variations du pourcentage d’inhibition en fonction de la
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concentration de chaque extrait lipidique. Les valeurs d'ECsy qui en sont déduites sont

regroupées dans le tableau 48.
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Figure 52 : Activité antioxydante des huiles des fruits matures et ceux de maturité intermédiaire.
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Figure 53 : Activité antioxydante des huiles des fruits immatures et ceux de maturité intermédiaire.
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Figure 54 : Variation de l'activité antioxydante des huiles des fruits cueillis a partir du méme arbre selon leur

degré de maturation.

Tableau 48 : Valeurs de I'ECs, des huiles des fruits de Pistacia atlantica.

Echantillons ECs, (mg/ml) Moyenne (mg/ml)
5.A.RC1 28
5.A.RC2 24,9

Immature 26,18+7,30*
2.B.RC 17,1
1.D.RC 34,7
5.A.RF1 33,2

Maturité intermédiaire 32,30+1,27
5.A.RF2 31,4
5.A.V1 31,9
5.A.V2 33,5
2.B.V 51,3

Mature 40,13%£8,61
1.F.V 44.6
1.C.N 47,3
1.E.N 32,2

Vitamine E commerciale 0,028

**p<0,05 (comparés par rapport aux échantillons matures).

Nous remarquons, globalement, a travers les figures 52, 53 et 54 ainsi que le
tableau 48, que les huiles des fruits immatures possédent une activité antioxydante

significativement plus élevée par rapport a celles extraites des fruits matures (p<0,05).
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La valeur moyenne de I'ECsy pour le premier groupe est de 26,18+7,30 mg/ml contre
40,13£8,61 mg/ml pour le deuxieéme groupe. Nous constatons également que les
¢chantillons avec un degré de maturité intermédiaire ont, en général, une activité

antioxydante intermédiaire ou la valeur moyenne est de 32,30+1,27 mg/ml.

Tous les échantillons testés se montrent moins actifs par rapport a l'antioxydant de

référence, la vitamine E, dont I'ECs est de 28 pg/ml (Tableau 48).

De ce qui précede, le degré de maturation influe directement sur le pouvoir
antiradicalaire des huiles de fruits de Pistacia atlantica. A notre connaissance, c'est la
premicere fois ou cet aspect est abordé. Les travaux antérieurs se sont intéressés aux
extraits de feuilles (Benhamou et al., 2008 ; Gourine ef al., 2010 ; Peksel et al.,

2013). Nous l'avions déja évoqué en chapitre 1.
5.2. Evaluation du pouvoir réducteur par le test au Molybdate Phosphate.

Le test de Molybdate Phosphate est entrepris pour révéler le pouvoir réducteur des
extraits lipidiques de trois fruits représentatifs (de degré de maturité différent) de
Pistacia atlantica. L’ activité de chaque extrait est déterminée par deux dilutions
différentes et les résultats sont calculés a partir de la courbe réalisée avec la vitamine
E. Ils sont exprimés en capacité¢ équivalente de la vitamine E (mg/g d'huile). Les
résultats sont mentionnés dans le tableau 49. Il en ressort que l'huile du fruit

immature, montre un pourvoir réducteur assez intéressant.

Tableau 49 : Pouvoir réducteur (par le test au Molybdate Phosphate) pour
trois échantillons représentatifs.

Echantillon Capacité équivalente (mg vit E/g d'H)
5.A.V1 9,43 £ 1,31
5.A.RF1 12,39 £ 1,44
5.ARCI 12,55 £ 1,96
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6. Dosage et CLHP des extraits phénoliques a partir des tourteaux

Nous avons entrepris le dosage des phénols totaux et des flavonoides pour les
douze échantillons concernés par ce chapitre. L'opération s'est effectuée dans les
mémes conditions que celles abordées en chapitre 1. Les résultats sont récapitulés

dans les tableaux 50 et 51 ainsi que la figure 55.

Tableau 50 : Teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les tourteaux des fruits de Pistacia

atlantica.
Deoré de maturité Phénols totaux Flavonoides Proportion des flavonoides
egre de maturite Echantillon | (mg EAG/g MS) | (mg ER/g MS) | dans les phénols totaux (%)
5 ARCI 78,34 12,76 16,29
5 ARC2 69,43 11,06 15,93
Immature
2 BRC 72,58 14,72 20,28
1.D.RC 65,19 11,95 18,33
- o 5 ARF1 68,46 16,78 24,51
Maturité intermédiaire
5 ARF2 60,63 12,42 20,48
5AV] 36,76 19,55 53,18
5AV2 31,04 18,74 60,37
2BV 28,65 13,75 47,99
Mature
LEV 20,74 13,84 66,73
1.CN 16,49 4,88 29,59
1.EN 21,91 7,27 33,18

EAG : Equivalents acide gallique, ER : Equivalents rutine, MS : Matiére séche.
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Tableau 51: Teneurs moyennes en phénols totaux et en flavonoides dans les tourteaux des fruits

de Pistacia atlantica.

Moyenne Moyenne maturité Moyenne
Echantillon

immature intermédiaire mature
Phénols totaux (mg EAG/g MS) 71,39+5,54** 64,55+5,54** 25,93+7,52
Flavonoides (mg ER/g MS) 12,62+£1,56 14,60+3,08 13,01+5,93
Proportion des flavonoides dans les

17,71+£2,02 22,50+2,85 48,51+£14,75

phénols totaux (%)

EAG : Equivalents acide gallique, ER : Equivalents rutine, MS : Matiére seche. **p<0,001 (comparés par

rapport aux échantillons matures).
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Figure 55 : Teneurs moyennes en phénols totaux et en flavonoides dans les tourteaux des

fruits de Pistacia atlantica.

Ces résultats confirment les différences constatées pour les échantillons de la

premiere série d'étude présentée en chapitre 1. Il convient de mettre I'accent sur les

niveaux particulicrement élevés des phénols totaux dans les extraits des fruits de

maturité intermédiaire (p<0,001, par rapport aux fruits matures).

La variation de la proportion des flavonoides par rapport aux phénols totaux est

¢galement considérable soulignant I'extréme hétérogénéité de la composition en

polyphénols et sa variation spectaculaire au fur et a mesure de la progression de la

maturation.
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Nous ne disposons pas de données publiées sur la variation de la composition en
composés phénoliques pour faire des comparaisons ou pouvoir avancer d'éventuelles
hypotheses expliquant ces variations. Des études approfondies sont donc nécessaires

pour mieux cerner cette problématique.

Nous avons présenté en chapitre 1 quelques profils chromatographiques d'une
analyse par CLHP des extraits phénoliques. En dépit de I'absence d'une identification
formelle des différents composés, nous avons tenté de faire des comparaisons et
d'établir une relation avec les dosages colorimétriques. Dans ce chapitre, nous
exposons des chromatogrammes obtenus pour des échantillons représentatifs (Figures
56 et 57). Il s'agit d'échantillons issus du méme arbre (A) a des degrés de maturation

différents.
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Figure 56 : Profils chromatographiques d'analyse par CLHP des composés phénoliques pour
les échantillons 5.A.RF1 et 5.A.RC2. Détection a 260 et 320 nm.
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Figure 57 : Profils chromatographiques d'analyse par CLHP des composés phénoliques pour
les échantillons 5.A.RF2 et 5.A.V2. Détection a 260 et 320 nm.
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Nous avons aligné les différents chromatogrammes selon, a la fois, l'ordre
chronologique de la cueillette et la couleur du fruit, et ce afin de suivre la variation de
leur aspect. Nous notons avec intérét la disparition progressive du premier pic (temps
de rétention 2,92 min) associée a une progression concomitante du pic se situant a un
temps de rétention compris entre 23 et 24 min. Nous nous sommes déja interrogés en
chapitre 1 si ce pic correspondait a un ou plusieurs flavonoides. En somme, nous
pouvons, sur la base de toutes ces données, avancer qu'il y a effectivement une
variation, qualitative et quantitative, de la composition des composés phénoliques en

fonction de la maturation.
7. Etude statistique

Etant donné le nombre restreint des échantillons concernés par ce chapitre (au
nombre de douze), nous concentrons la discussion, de point de vue statistique, autour
des régressions linéaires afin d'établir d'éventuelles relations entre les principaux
parameétres présentés dans ce chapitre. Nous avons également établi une classification
hiérarchique ascendante (CAH) en vue de comparer l'huile des fruits de Pistacia
atlantica, a différents degrés de maturité, par rapport a d'autres huiles végétales et ce

selon la composition en acides gras et en tocophérols.

7.1 Régressions linéaires entre I’activité antioxydante et la teneur en tocophérols

et stérols

Les régressions linéaires reliant I’ECsp a la teneur en tocophérols totaux
déterminées par dosage colorimétrique, a la teneur des tocophérols totaux déterminées
par CLHP, a la teneur de I'a-Toc et a la teneur de y-Toc (déterminées par CLHP) sont
présentées dans la figure 58. Nous remarquons une trés forte association entre
I’activité antioxydante et la teneur en tocophérols totaux (coefficient de la corrélation
négative -0,93 dans le cas des tocophérols déterminés par colorimétrie et -0,86 dans
le cas des tocophérols déterminés par CLHP). Ainsi, I’ECs est d'autant moins élevé
que la teneur en tocophérols augmente. C’est tout a fait normal dans la mesure ou le
pouvoir antioxydant des tocophérols n’est plus a démontrer. Cependant, nous
remarquons une association moins prononcée entre l’activité antioxydante et les

isomeres a-Toc et y-Toc (coefficients de corrélation respectifs -0,56 et -0,62).

Page | 136



Reésultats et discussion

Etant donné les propriétés antioxydantes des phytostérols (Yoshida et Niki, 2003),
nous présentons également la régression linéaire reliant I’ECsg a leur teneur (Figure
59). 1l apparait clairement qu’il y a une forte association entre ces deux parametres
(coefficient de la corrélation négative -0,79) indiquant une probable implication dans

I’activité anioxydante.

Bien que le test de Molybdate Phosphate n'ait été effectué que pour trois
¢chantillons représentatifs, nous avons jugé utile d’établir une régression afin de
déceler une éventuelle relation entre la teneur en tocophérols totaux et le pouvoir
réducteur des extraits. La figure 60 indique une association restreinte entre ces deux

parametres (coefficient de la corrélation positive 0,82).

De ce qui précede, nous pouvons dire que les tocophérols et & moindre degré les
stérols sont impliqués directement dans I’activité¢ antioxydante des extraits lipidiques

des fruits de Pistacia atlantica.
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Figure 58 : Régression lin€aire entre, d'une part, I’ECs, et, respectivement, la teneur en tocophérols totaux

déterminée par dosage colorimétrique (a), la teneur des tocophérols totaux déterminés par CLHP (b), la

teneur de 1'a-Toc (c) et la teneur de y-Toc (d) de l'autre part.
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Figure 60 : Régression linéaire entre la capacité équivalente du pouvoir antioxydant et la

teneur en tocophérols totaux.

7.2 Comparaison de I’huile des fruits de Pistacia atlantica et d’autres huiles

végétales

Les données relatives a la composition en acides gras et en tocophérols de 1’huile de
Pistacia atlantica et celles concernant d’autres huiles analysées dans les mémes
conditions et rapportées par la littérature (Feeter, 1974 ; Changbumrung et al., 1980
; Karlenskind, 1992 ; Rezanka, 1999 ; Giacometti, 2001 ; Schwartz ef al., 2008),
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nous ont permis de dresser les dendrogrammes de dissimilarité (classification

hiérarchique ascendante) (Figures 61 et 62).

La composition en acides gras de notre huile présente une similitude avec des
huiles végétales de haute valeur diététique comme I'huile d'olive et 'huile d'arachide
En ce qui concerne les tocophérols, le dendrogramme indique deux groupes
principaux, le premier englobe des huiles ou a-Toc était, en grande partie le plus
prédominant comme 1'huile d'olive, 1'huile de tournesol et 1'huile du palmier a huile; le
deuxiéme inclut des huiles contenant des teneurs substantielles en a-Toc et en y-Toc
telles que I’huile de colza et I’huile de mais. L’huile des fruits de Pistacia atlantica
semble appartenir a ce dernier groupe. Il est important de noter que le dendrogramme
montre que notre huile pourrait étre divisée en deux sous-groupes distincts selon le
degré de maturation. Le premier est représenté par I'huile des fruits immatures qui est
caractérisée par les proportions élevées d’a-Toc et de y-Toc. Le deuxieme comprend
les huiles des fruits matures et ceux de maturité intermédiaire ou le y-Toc domine par
rapport a I’a-Toc. Cette une observation tres intéressante qui doit étre confirmée par

des investigations supplémentaires.
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Figure 61 : Classification hiérarchique ascendante de 1’huile des fruits de Pistacia

atlantica et d’autres huiles végétales selon la composition en acides gras.
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tales selon la composition en tocophérols.
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[ Chapitre 3 : Cueillettes 2013 ]

Dans ce chapitre, nous rapportons les résultats des expériences effectuées sur vingt
et un (21) échantillons cueillis a partir de trois arbres différents. Il s'agit de fruits de
couleur verte (ou noire), rouge foncée et rouge claire considérés respectivement
comme matures, de maturité intermédiaire et immatures ainsi que des fruits non triés
constituant des mélanges (de plusieurs couleurs) répartis selon I'ordre chronologique
des cueillettes en "mélange" 1, 2 et 3. Nous avons déja justifié l'introduction de ces
¢chantillons dans notre étude dans le chapitre matériel et méthodes. L'aspect de ces
"mélanges" varie selon la date de la cueillette (Tableau 8). Ainsi, le "mélange" 1
(cueillis au mi aout) est dominé par les fruits immatures de couleur rouge claire ou
jaune. Le "mélange" 2 (cueillis a la fin aout ou au début septembre) est dominé par
des fruits de maturité¢ intermédiaire (rouge foncé) ou des fruits matures (verts ou
noirs) et immatures a des proportions tres proches. Quant au "mélange" 3 (cueillis au

mi septembre), il est dominé par des fruits matures (verts ou noirs).

Dans le présent chapitre, nous nous intéressons, en plus des parametres déja
exposés précédemment, a de nouveaux parametres, notamment les composés

phénoliques dans I'huile et leur implication dans I'activité antioxydante.
1. Teneur en huiles

Comme il a été¢ évoqué en chapitres 1 et 2, nous constatons une différence tres
significative (p<0,001) entre les rendements d'extraction des huiles des fruits matures
et ceux immatures (Tableau 52). Nous y distinguons aussi une étendue (différence
entre la plus grande et la plus petite valeur) assez importante au sein d'un seul groupe,

ce qui rend compte d'un certain degré d'hétérogénéité.

Nous notons également une différence observable entre le "mélange" 1 et le
"mélange" 3 (22,794£5,69 % contre 30,0712,04 %) plaidant en faveur d'une
augmentation de la teneur en huile au fur et 3 mesure de la progression de la

maturation.
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Tableau 52 : Rendements d'extraction de l'huile a partir des différents échantillons étudiés.

Echantillons Rendement d’extraction Moyennes (% m/m)
de ’huile (% m/m)
4.G.RC.1 13,65
4.G.RC.2 16,67
Immature 2.B.RC.1 9,54 13,69+2,61%*
2.B.RC.2 14,69
2.B.RC.3 13,89
- 2.B.RF.1 22,54
ngg;iaire 2.B.RF.2 28,73 28,82+6,33
2.B.RF.3 35,19
4.G.N.1 47,34
4.G.N.2 46,75
Mature 2.B.V.1 31,56 39,24+7,38
2.B.V.2 33,6
2.B.V.3 36,94
Echantillons "mélanges"
4.G.MEL.1 29,14 Moyenne M¢l 1
Arbre G 4.G.MEL.2 36,76 22,79+5,69
6.H.MEL.1 18,15 Moyenne M¢l 2
Arbre H 6.H.MEL.2 25,12 27.99+7.74
6.H.MEL.3 28,63
2.B.MEL.1 21.07 Moyenne Mél 3
Arbre B 2.B.MEL.2 22.09 30,07+2,04
2.B.MEL.3 31,51

**p<0,001 (comparés par rapport aux échantillons matures).

2. Teneurs en tocophérols totaux

Les résultats du dosage colorimétrique des tocophérols totaux sont mentionnés dans
le tableau 53. D'une manieére globale, nous remarquons que la teneur en tocophérols
totaux dans les extraits des fruits immatures est plus importante par rapport a celle des
extraits des fruits matures. Pour les fruits immatures, les teneurs en tocophérols totaux
sont entre 84,78 et 133,82 mg/100 g, et pour les fruits matures, elles sont entre 70,64
et 117,48 mg/100 g. Les teneurs pour les fruits intermédiaires sont comprises entre

celles des échantillons immatures et celles des échantillons matures (Tableau 53).
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Tableau 53 : Teneurs en tocophérols totaux dans les huiles des fruits de Pistacia atlantica.

Echantillons Tocophérols totaux Moyennes (mg EE/100g H)
(mg EE/100g H)
4.G.RC.1 101,76
4.G.RC.2 84,78
Immature 2.B.RC.1 133,82 106,72+19,78
2.B.RC.2 119,39
2.B.RC3 93,85
. 2.B.RF.1 104,03
Xgﬁ;ﬁhaire 2.B.RF.2 105,35 102,9043,15
2.B.RF.3 99,34
4.G.N.1 70,64
4.G.N.2 79,72
Mature 2B.V.1 117,48 90,39+17,69
2.BV.2 94,24
2.BVJ3 89,75
Echantillons "mélanges"
4.G.MEL.1 96,40 Moyenne M¢l 1
Arbre G 4.G.MEL.2 76,46 156,67+64,97
6.H.MEL.1 225,50 Moyenne Mé¢l 2
Arbre H 6.H.MEL.2 105,93 98,90+19,88
6.H.MEL.3 83,98
2.B.MEL.1 148,13 Moyenne Mél 3
Arbre B 2.B.MEL.2 114,33 92,60+12,19
2.B.MEL.3 101,22

EE : Equivalents vitamine E.

Bien qu'il y ait une différence entre les fruits matures et immatures, le test de
Student indique qu’elle n'est pas significative. Ceci pourrait étre expliqué par
I'hétérogénéité des échantillons testés (arbres différents et d'emplacements
géographiques différents). Cette situation a augmenté 1'étendue de la série, notamment
pour les fruits immatures (étendue de 49,04 mg/100 g). Il est important de noter que
les huiles des fruits de 1'arbre (B) sont plus riches en tocophérols par rapport a l'arbre
(G) et ce pour les fruits matures et immatures. (B) se distingue de (G) par
l'emplacement géographique et surtout par la couleur des fruits matures
(respectivement verte ou noire). Ainsi, les fruits verts semblent contenir plus de
tocophérols par rapport aux fruits noirs et ce pour les différents stades de maturation.

Ce constat mérite de plus amples recherches.
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La diminution de la teneur en tocophérols selon l'ordre chronologique des
cueillettes est tres évidente pour les échantillons "mélanges" de l'arbre (H) et, a
moindre degré, 1'arbre (B) (Tableau 53). Ainsi, les fruits seraient d'autant plus riches
en tocophérols que leur cueillette est précoce.

Dans I'ensemble, les résultats du dosage colorimétrique des tocophérols totaux de

ce chapitre confortent et completent ceux des chapitres 1 et 2.

3. Analyse et dosage des tocophérols par CLHP

L'analyse des tocophérols individuels par CLHP (colonne polaire) a été réalisée
pour les 8 échantillons "mélanges". Elle a été¢ menée dans les mémes conditions que
celles pour les chapitres 1 et 2. Les différents isomeres ont également été identifiés
d'une maniere identique. Cependant, nous avons préparé, pour cette série, une
nouvelle mixture de standards commerciaux (profil en Annexe).

Les profils représentatifs des arbres (G), (H) et (B) sont représentés,

respectivement, dans les figures 63, 64 et 65.
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Figure 63 : Profils chromatographiques des échantillons de 'arbre (G): 4.G.MEL.1 (a) et 4.G.MEL.2

(b). T3? : tocotrienol probable.
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Figure 64 : Profils chromatographiques des échantillons de 1'arbre (H): 6.H.MEL.1 (a), 6.H.MEL.2 (b)
et 6.H.MEL.3 (c). T3? : tocotrienol probable.
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Figure 65 : Profils chromatographiques des échantillons de 1'arbre (B): 2.B.MEL.1 (a), 2.B.MEL.2 (b)

et 2.B.MEL.3 (c). T3? : tocotrienol probable.
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Les résultats de la quantification, menée d'une maniere identique a celle abordée en
chapitres 1 et 2, des différents isomeres de tocophérols sont mentionnés dans le
tableau 54. Ils sont exprimés en milligrammes équivalents d'a-tocophérol par 100
grammes d’huile. Nous notons une différence significative, concernant la teneur et la
proportion de 1'a-tocophérol, entre le groupe des "mélanges" 1 (valeur moyenne de
33,47£5,60 mg/100 g avec une proportion de 55,34+4,47 %) et celui des "mélanges" 3
(valeur moyenne de 16,95+3,93 mg/100 g avec une proportion de 42,50+0,45 %,
p<0,05).

Nous notons également la proportion assez importante (p<0,05) de y-tocophérol des
¢chantillons constituant le "mélange" 3 dont le degré de maturité est le plus élevé par
rapport a ceux du "mélange" 1 considérés comme les plus immatures. De telles
observations confortent encore une fois ce qui a ét€¢ avancé dans les chapitres
précédents militant en faveur d'une prédominance de l'a-tocophérol dans I'huile des
fruits immature et de y-tocophérol dans l'huile des fruits matures.

Il est important de relever que I'expérience sur des €chantillons "mélanges" dont le
degré de maturité est déterminé a la fois selon la couleur du fruit et la date de sa
cueillette est plus informatif sur la variation de la teneur et la proportion de chaque
isomere ainsi que la teneur des tocophérols totaux en fonction de la progression de la

maturation que dans le cas ou seule la couleur du fruit est utilisée comme indicateur.

0-Toc est détecté¢ dans toutes les huiles testées mais toujours a des proportions

faibles appuyant les précédentes observations.

Les résultats obtenus avec ces échantillons"mélanges" donnent encore une fois de
la valeur a leur aspect original. Nous rappelons que c'est la premi¢re fois ou la
variation de la teneur et de la proportion de chaque isomeére selon le stade de
maturation des fruits de Pistacia atlantica est rapportée. De plus, c'est la premicre fois

qu'une analyse par une colonne de silice est réalisée pour ces échantillons.
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Tableau 54 : Teneurs en tocophérols totaux et individuels et pourcentages des isomeres dans les huiles
des fruits "mélanges" de Pistacia atlantica (respectivement en mg EE/100g H et en %).

Ech 4.G.MEL.1 | 4GMEL2 | 6.HMEL.1 | 6.H.MEL.2 | 6.HMEL3 | 2.B.MEL.1 | 2.B.MEL.2 2.B.MEL.3
a-Toc 27 13,38 36,9 20,03 12,47 36,50 27,43 19,73
y-Toc 17,29 16,26 33,78 17,85 14,41 25,98 20,15 24,31
0-Toc 1,62 1,66 2,38 1,7 8,98 2,23 1,66 1,81
Total 45,91 31,3 73,06 39,58 35,86 64,71 49,24 45,85
Pourcentages des différents isomeres constitutifs (%)
a-Toc 59,31 43,45 50,51 51,01 34,57 56,21 55,81 42,81
v-Toc 37,96 52,73 45,08 45,66 40,18 40,14 41,22 53,02
6-Toc 2,73 3,82 4,41 3,33 25,25 3,65 2,97 4,17
Total 100,00 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 100,00 100,00
Moyenne des teneurs pour Moyenne des teneurs pour Moyenne des teneurs

"mélanges" 1 "mélanges' 2 pour "'mélanges" 3
a-Toc 33,47£5,60%* 20,28+7,03 16,95£3,93
v-Toc 25,68+8,25 18,09+1,96 21,24+4,35
0-Toc 2,08+0,40 1,67+0,02 1,54+0,38
Total 61,23+13,91 40,04£8,98 39,73+8,66

Pourcentages moyens des différents isomeres constitutifs (%)

"mélanges" 1 "mélanges' 2 "mélanges" 3
a-Toc 55,3414 ,47* 50,09£6,23 42,50£0,45
v-Toc 41,06£3,65 46,541£5,80 53,5440,73"
6-Toc 3,6010,84 3,38+0,42 3,97+0,28
Total 100,00 100,00 100,00

EE : Equivalents vitamine E, *p<0,05 (comparés par rapport aux échantillons "mélange" 3). " p<0,05 (comparés
par rapport aux échantillons "mélange" 1).
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4. Pouvoir antioxydant des huiles des fruits de Pistacia atlantica
4.1. Evaluation du pouvoir anti radicalaire par le test au DPPH

Ce test a été effectué pour I'ensemble des €chantillons. Nous présentons dans les
figures 66, 67 et 68 la variation du pourcentage d'inhibition en fonction de la

concentration de I'huile pour les échantillons "mélanges".
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Figure 66 : Activité antioxydante des huiles des fruits "mélanges" de l'arbre (G).
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Figure 67 : Activité antioxydante des huiles des fruits "mélanges" de 'arbre (H).
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Figure 68 : Activité antioxydante des huiles des fruits "mélanges" de l'arbre (B).

D'apres ces représentations graphiques, il est évident que le pouvoir antioxydant
des extraits lipidiques diminue au fur et a mesure que la maturation des fruits
progresse. Les valeurs de 1'ECsy calculées pour l'ensemble des échantillons sont
exposées dans le tableau 55. Le test de Student indique que la différence de I’activité
antioxydante entre les deux groupes matures et immatures mentionnée dans le tableau
est significative (p<0,05). Par contre, elle ne I'est pas entre "mélange 1" et "mélange
2". Ceci serait dii aux mémes raisons que pour les tocophérols. Ainsi, ici aussi, les

huiles des fruits verts sont plus actives que celles des fruits noires.

Pour les échantillons "mélanges", la diminution de l'activité antiradicalaire en
fonction de 1'ordre chronologique de la cueillette est évidente pour les fruits issus des
trois arbres. Ainsi les fruits seraient dotés d'activité antioxydante plus prononcée qu'ils

sont cueillis précocement.

Ces résultats sont en parfait accord avec ceux présentés précédemment concernant
les cueillettes de 2009 et de 2011. Nous constatons également que les intervalles ou se
situe 1'ECsy pour l'ensemble des échantillons (2009, 2011 et 2013) ne varient que

légerement indiquant une reproductibilité des résultats.
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Tableau 55 : Valeurs de I'ECs, des huiles des fruits de Pistacia atlantica.

Echantillons ECs, (mg/ml) Moyennes (mg/ml)
4.G.RC.1 21,79
4.G.RC.2 24,49
Immature 2.B.RC.1 15,54 20,24+3,70%
2.B.RC.2 17,29
2.B.RC.3 22,08
. 2.B.RF.1 22,49
Xgﬁ;;aire 2.BRRF.2 26,67 25,5142,64
2.B.RF.3 27,37
4.G.N.1 29,07
4.G.N.2 38,53
Mature 2.B.V.1 23,02 30,53+5,97
2.B.V.2 27,87
2.B.V3 34,15
Echantillons "mélanges"
4.G.MEL.1 21,93 Moyenne M¢l 1
Arbre G 4.G.MEL.2 24,86 19,25+2,73
6.H.MEL.1 16,48 Moyenne MéI 2
Arbre H 6.H.MEL.2 23,15 23,80+0,93
6.H.MEL.3 244
2.B.MEL.1 19.35 Moyenne Mél 3
Arbre B 2.B.MEL.2 23.38 25,82+2,01
2.B.MEL.3 27,24

*p<0,05 (comparés par rapport aux échantillons matures).

4.2. Evaluation du pouvoir réducteur par le test au Molybdate Phosphate.

Dans le but de confirmer les résultats obtenus par le test DPPH, nous avons mené

des essais par le test au Molybdate Phosphate et ce en vue d'estimer le pouvoir

réducteur de nos échantillons. Ce test, pour des contraintes expérimentales, n'a pu étre

effectué que pour des échantillons représentatifs. Les résultats exprimés en capacité

¢quivalente de la vitamine E (mg/g d'huile) sont présentés dans le tableau 56. Nous

remarquons globalement que la capacité équivalente diminue en fonction de la

maturation c'est-a-dire selon a la fois la couleur du fruit et la date de sa cueillette. Les

fruits de I'arbre (G) semble avoir l'activité la plus basse par rapport aux autres arbres.

Nous avons déja discuté les résultats relatifs a l'activité antioxydante par rapport a la

littérature dans le chapitre précédent.
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Tableau 56 : Pouvoir réducteur (exprimé en capacité équivalente) déterminé pour des
¢chantillons représentatifs.

) Capacité équivalente Valeurs moyennes
Echantillons (mg vit E/g d'H) (mg vit E/g d'H)
4.G.RC.2 9,79
Immature 2 B.RC3 12,24 11,02+1,73
Maturité 2.B.RF.2 9,42
intermédiaire 2 BRF.3 8.03 8,73£0,98
4.G.N.1 5,90
4.G.N.2 4,39
Mature 2BV.1 8.02 6,86+2,12
2.B.V3 9,11
Echantillons "mélanges"
4.G.MEL.1 8,80 Moyenne M¢l 1
Arbre G 4.G.MEL2 8,67 ovemo
oyenne Mé
Arbre H 6.H.MEL.2 10,43 0.55+1,24
6.H.MEL.3 8,22 Movenne Ml 3
Arbre B 2.B.MEL.3 4,96 6,5912,31

4.3. Régressions linéaires entre teneurs en tocophérols et pouvoir antioxydant

Nous avons établi des régressions linéaires entre les parametres sus indiqués afin de
déceler d'éventuelles relations fonctionnelles. Nous nous sommes basés sur les
résultats de I'analyse des tocophérols par CLHP qui n'a concerné que les échantillons
"mélanges". Les représentations graphiques mentionnées dans la figure 69 montre
l'aspect du nuage de point, quoique limité. Nous nous sommes contentés de présenter
les régressions entre ECsy et, respectivement, teneur en tocophérols et teneur en a-

tocophérol.

Nous remarquons une tres forte corrélation négatives entre l'activité antioxydante
exprimée par I'ECsy) et la teneur en tocophérols (totaux et a-tocophérol). Les
coefficients de corrélation sont identiques (-0,83). Encore une fois, il semble que les
¢chantillons "mélanges" indique mieux le degré de maturité (couleur et date de la
cueillette) que la couleur seule. En effet, nous avons trouvé un coefficient de
corrélation de -0,56 pour l'a-tocophérol dans le chapitre 2. Etant donné qu'il est doté
d'importantes activités antioxydantes (Hussain et al., 2013), son role dans l'activité

antioxydante de 1'huile serait considérable.
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Figure 69 : Régression linéaire entre, d'une part, I’ECs et, respectivement, la teneur en
tocophérols totaux déterminée par CLHP (a) et la teneur de I'a-Toc (b) de 'autre part.

5. Etude de cinq échantillons d'huiles groupées sans et aprés extraction des

composés phénoliques

Etant donné la nature hydrosoluble des composés phénoliques et donc leur taux tres
faible dans I'huile, nous avons été contraints de grouper les huiles les plus proches
(Tableau 9 dans le chapitre matériel et méthodes) afin d'augmenter le rendement
d'extraction. Nous avons testé le pouvoir antioxydant des huiles groupées avant et
apres extraction des compos€s phénoliques. Les résultats sont mentionnés dans le
tableau 57. Nous remarquons avec intérét des différences notables en ce qui concerne
l'activité antioxydante. En effet, cette dernieére se voit diminuer apres 1'extraction des
polyphénols indiquant qu'elle serait due a la fois a la présence de tocophérols et de
composés phénoliques et, peut étre, d'autres composés. Nous relevons également que
la variation des parameétres étudiés selon le degré de maturité reste inchangée avant et

apres extractions des polyphénols (Tableau 57).

Les résultats obtenus avec cette série d'expériences confirment en partie ce qui a été
obtenu pour la premiere série (21 €chantillons) notamment en ce qui concerne les

fruits de couleur noire (I et IT) et ceux de couleur verte (III et IV).
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Tableau 57 : Activités antioxydantes des huiles sans et apres extraction des composés phénoliques.

Activités antioxydantes des huiles

brutes (sans extraction phénolique)

Activités antioxydantes des huiles

apreés extraction phénolique

Echantillons
ECs Capacité équivalente ECs, Capacité équivalente
(mg/ml) (mg vit E/g d'H) (mg/ml) (mg vit E/g d'H)

I (Immature) 20,33 13,01 22,66 8,83
I (mature) 21,73 5,63 26,53 4,38
[T (immature) 19,69 15,30 22,24 10,17
IV (mature) 21,22 7,14 25,45 5,26
V (mélange) 19,75 7,45 22,97 3,77
Moyenne
) 20,01+0,45 14,16%+1,62 22,45%0,30* 9,50%0,95
immature
Moyenne

21,48+0,36 6,39+1,07 25,99+0,76* 4,82+0,62
mature

*p<0,05 (comparés par rapport aux échantillons sans extraction phénolique).

6. Extraction, dosage et activités antioxydantes des composés phénoliques a

partir des échantillons groupés d'huiles de Pistacia atlantica

Nous avons extrait des composés phénoliques a partir des cinq €chantillons d'huiles

groupées. Le rendement de l'extraction, les teneurs en phénols totaux et en

flavonoides sont récapitulés dans le tableau 58. Nous relevons que la masse de

l'extrait phénolique obtenu est assez appréciable vu sa nature hydrosoluble. Elle varie

selon, notamment, le degré de maturation. En effet, les rendements les plus élevés

sont obtenus avec les huiles groupées d'échantillons immatures.
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Tableau 58 : Récapitulatif des résultats obtenus pour les extraits phénoliques a partir des échantillons des huiles

groupées des fruits de Pistacia atlantica.

Echantillons Masse de Rendement de Teneurs en Teneurs en Proportion des
des huiles Masse de Pextrait Pextraction phénols Flavonoides flavonoides par
groupées I'huile (g) | phénolique phénolique totaux (mg (mg ER/kg | rapport aux phénols
brut (g) (%) (m/m) EAG/kg d’H) d’H) totaux (%)

I (Immature) 31,13 0,313 1 73 16 21,9
I (mature) 25,27 0,182 0,72 65 15 23,07
III (immature) 22,74 0,261 1,15 178 35 19,66
IV (mature) 26,39 0,086 0,32 45 11 24,44
V (mélange) 38,88 0,141 0,36 19 6 31,57
M
! oyenne 26.94+5.93 0,29+0,04 1,08+0,11 125,5+74,25 25,5+13,44 20,78+1,58
immature
Moyenne

25,83+0,79 0,13%£0,07 0,52£0,28 55£14,14 13£2,83 23,7610,97
mature

EAG : Equivalents acide gallique, ER : Equivalents rutine, H : Huile.

Dans la littérature, il n'y a que Saber-Tehrani et ses collaborateurs (2013) qui ont

rapporté¢ la présence de composés phénoliques dans I'huile de ces fruits. A notre

connaissance, c'est la premiere fois qu'on s'intéresse a leur variation, dans les huiles,

selon le degré de maturation des fruits, ce qui donne un caractere trés original a notre

travail.

I1 est capital de relever que la variation en teneurs de phénols totaux est fortement

liée au degré de maturation. En effet, les deux échantillons immatures contiennent

plus de polyphénols par a rapport aux échantillons matures. Cette variation n'est pas

¢vidente pour les flavonoides (Tableau 58 et figure 70). Cette observation rime

parfaitement avec ce qui a été observé pour les tourteaux. Les échantillons immatures

pourraient contenir d'autres composés phénoliques différents des flavonoides.
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Figure 70 : Teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les huiles groupées des fruits de
Pistacia atlantica.

Les données sur les polyphénols dans I'huile rapportées par la littérature concernent
surtout 1'huile d'olive. En effet, leur teneur serait environs 400 mg/Kg d'huile (Nakbi
et al., 2010).

L'étude de l'activité antioxydante (par DPPH et Molybdate Phosphate) de ces
extraits montre qu'elle est assez prononcée, notamment, pour les fruits immatures

(Figure 71 et tableau 59), ce qui est en parfait accord avec les résultats obtenus pour

les huiles.

100
T 90
5§ %
E 70
fg 60 <1 (immature)
E 50 Wl (mature)
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's' 30
g 20 WV (mature)
£ 10 BV (mélange)
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Concentration de I'extrait phénolique {ug/ml)

Figure 71 : Variation de l'activité antioxydante des extraits phénoliques des huiles groupées
selon le degré de maturation des fruits de Pistacia atlantica.
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Tableau 59 : Activités antioxydantes (DPPH et Molybdate Phosphate) des extraits

phénoliques des huiles groupées des fruits de Pistacia atlantica.

Capacité équivalente

Echantillons ECso (ng/ml)
(mg vit E/g d’H)
I (Immature) 22 13,57
I (mature) 30 4,30
I1I (immature) 8 21,99
IV (mature) 26 10,99
V (mélange) 14,4 12,27
Moyenne immature 15£9,9 17,78£5,95
28+2,83 7,6514,73

Moyenne mature

Les régressions linéaires (Figure 72) montrent que les phénols totaux et les

flavonoides pourraient étre impliqués d'une manicre plus évidente dans le pouvoir

réducteur que dans l'activité antiradicalaire. En effet, les coefficients de corrélation

sont respectivement 0,72 et 0,70 dans le premier cas et -0,55 et -0,55 dans le

deuxiéme cas. Etant donné le nombre restreint d'échantillons testés, ces constatations

restent a vérifier.
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Figure 72 : Régressions linéaires entre, d'une part, activité¢ antioxydante (DPPH et Molybdate
Phosphate) et, respectivement, teneurs en phénols totaux (en haut) et teneurs en flavonoides (en
bas), de l'autre part, pour les extraits phénoliques des huiles groupées.

by

7. Dosage et activités antioxydantes des extraits phénoliques a partir des

tourteaux

Pour cette partie, nous avons travaillé uniquement sur les fruits issus des arbres (B)
et (H). Ainsi, nous avons 9 échantillons de maturité différente (selon la couleur) et 6
¢chantillons "mélanges". Les caractéristiques de ces fruits sont présentées dans le

chapitre matériel et méthodes.

Les résultats du dosage des phénols totaux et des flavonoides sont présentés dans
les tableaux 60 et 61 ainsi que la figure 73. Nous insistons sur le fait que nous n'avons
pas atteint 1'épuisement lors de l'extraction. De ce fait, nous ne discutons pas le

rendement.
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Tableau 60 : Teneur en phénols totaux et en flavonoides pour les échantillons de tourteaux testés.

Proportion de
Masse de . .
. . Phénols totaux | Flavonoides flavonoides par
Echantillon I'extrait ,
hénolique (g) (mg EAG/g MS) | (mg ER/g MS) | rapport aux phénols
P totaux (%)
2.B.RC.1 0,6761 82,28 17,1 20,78
Immature 2.B.RC.2 0,4293 71,66 14,1 19,68
2.B.RC3 0,3987 54,26 13,13 24,20
Moyenne 0,50+0,15 69,40+14,15* 14,78+2,07 21,55+£2,36*
. 2.BRF.1 0,6506 61,27 12,44 20,30
Maturite 2.B.RF.2 0,5319 50,8 13,23 26,04
intermédiaire
2.B.RF.3 0,5536 42,27 12,84 30,38
Moyenne 0,58+0,06 51,45+9,52 12,84+0,40 25,57+5,25
2.B.V.1 0,336 36,74 11,93 32,47
Mature 2BV.2 0,49 24,69 13,75 55,69
2B.V3 0,3 18,68 10,39 55,62
Moyenne 0,38+0,10 26,7£9,20 12,02+1,68 47,93+13,39

EAG : Equivalents acide gallique, ER : Equivalents rutine, MS : Mati¢re seche. *p<0,05 (comparés par rapport aux

échantillons matures).

60 o
50 o
40 o
30
20
10 A

W Phénols totaux (mg/g)

M Flavonoides (mg/g)

Figure 73 : Teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les tourteaux des fruits de

Pistacia atlantica.
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Tableau 61 : Teneur en phénols totaux et en flavonoides pour les échantillons de tourteaux des fruits

"mélanges" testés.

Proportion de
Masse de i . .
. . Phénols totaux | Flavonoides flavonoides par
Echantillon Pextrait (mg EAG/g MS) | (mg ER/g MS) | rapport aux phénols
hénoli
phénolique (g) totaux (%)

6.H.MEL.1 0,550 59,74 13,82 28,76
Arbre H 6.H.MEL.2 0,385 47,19 12,51 26,51

6.H.MEL 3 0,394 35,4 12,05 34,04

2 BMEL 1 0,762 53,23 15,31 23,13
Arbre B 2 BMEL.2 0,410 4?,01 13,44 27,02

2 BMEL 3 0,509 31,35 ,58 36,9
Moyenne Mél 1 0,66x0,15 56,49+4,60* 14,57£1,05 25,95 +3,98
Moyenne Mél 2 0,4110,04 46,60%0,83 12,48+0,05 26,77£0,37
Moyenne MéI 3 0,45+0,08 33,38+2,86 11,82+0,33 35,4912.05

EAG : Equivalents acide gallique, ER : Equivalents rutine, MS : Matiére séche. *p<0,05 (comparés par rapport

a "mélange" 3).

Nous notons avec intérét une différence significative (p<0,05) entre les échantillons

immature et mature en ce qui concerne les phénols totaux. La méme constatation entre
les échantillons "mélanges" cueillis a la mi-aotit (mélange 1) et ceux cueillis un mois
plus tard ("mélange" 3). Ceci pourrait étre expliqué par la composition de ces
"mélanges" caractérisés par une proportion ¢levée en fruits immatures pour les

"mélanges" 1 et en fruits matures pour les "mélanges" 3.

En dépit du nombre restreint des échantillons testés pour chaque groupe, nous
remarquons une ¢tendue (différence entre la plus grande valeur et la plus petite) plus
large pour les €chantillons triés (immature, intermédiaire et mature) par rapport aux
groupes des "mélanges" notamment pour les phénols totaux (Tableaux 60 et 61). Ceci
pourrait rendre compte de 1'hétérogénéité des fruits triés dans chaque groupe. Nous
rappelons que le tri a été effectué selon la couleur du fruit quelque soit la date de la
récolte. Il ressort de ces données que la date de cueillette serait aussi informative du

degré de maturation que la couleur du fruit. Un tel constat est étayé par I'écart
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considérable, particulierement pour les polyphénols totaux, entre les fruits triés selon
la couleur (immature, intermédiaire et mature) de la premiere récolte et leurs pairs de

la derniere un mois plus tard.

Comme nous l'avons détaillé en chapitre 1 et chapitre 2, la variation des quantités
des flavonoides n'est que légere. D'autres compos€s phénoliques semblent Etre
impliqués dans la variation des teneurs en phénols totaux. Pour ce chapitre, nous
n'avons pas fait des analyse par CLHP concernant les extraits phénoliques. Seuls des
procédés expérimentaux performants tels que la CLHP couplée a la spectrométrie de

masse sont a méme de mettre en évidence la plupart des composés phénoliques.

Nous avions déja discuté les résultats relatifs aux composés phénoliques par rapport

a la littérature dans les chapitres précédents.

Les résultats de I'é¢tude de l'activité antioxydante (par le test au DPPH) de nos
¢xtraits phénoliques sont résumés dans la figure 74 (échantillons "mélanges") et le
tableau 62. En dépit de la grande étendue au sein de chaque groupe en particulier les
fruits triés, nous notons une différence significative (p<0,05) selon le degré de

maturation, ce qui confirme ce que nous avons rapporté en chapitre 1.

Il y a lieu d'indiquer que tous les échantillons testés se sont montrés moins actifs

que l'antioxydant de référence la Vitamine C (déja discuté en chapitre 1)
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Figure 74 : Variation de l'activité antioxydante des extraits phénoliques des tourteaux selon le degré de

maturation des fruits de I'arbre (B), a gauche, et ceux de l'arbre (H), a droite.
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Tableau 62 : Activité antioxydante (par le test au DPPH) exprimée en ECs, pour les différents

échantillons testés.

Echantillon ECso (ng/ml) Moyenne (png/ml)
2.B.RC.1 12,50
Immature 2.B.RC.2 27,41 26,86+14,10%
2.B.RC.3 40,68
. 2.B.RF.1 36,10
?r/llftrligt'fii o 2.BRF.2 23,76 65,02461,08
ermediare 2.B.RF.3 135,19
2.B.V.1 99,85
Mature 2B.V.2 120,00 135,71445,78
2.B.V.3 187,27
Echantillons "mélanges"
6.H.MEL.1 51.8 Moyenne M¢I 1
> 2
Arbre H 6.H.MEL.2 98,93 58,05+8,83*
6.H.MEL3 106,38 Moyenne MéI 2
2.B.MEL.1 64,29 103,4016,32
2.B.MEL.2 107,87
Arbre B 5 B.MEL 128’ ) Moyenne MéI 3
-B-MEL.3 : 117,29+15,43

*'p<0,05 (comparés par rapport aux échantillons matures). *p<0,05 (comparés par rapport a

"mélange" 3).

Les régressions linéaires (Figure 75) indiquent une corrélation négative assez

appréciable entre I'ECs et les composés phénoliques (-0,88 pour les phénols totaux et

-0,69 pour les flavonoides). C'est tout a fait logique étant donné que les valeurs d'ECs

sont inversement proportionnelles a l'activité antioxydante. Ces résultats montrent

clairement 1'implication des composés phénoliques dans l'activité antioxydante des

extraits des fruits de Pistacia atlantica. Néanmoins, d'autres composés seraient

¢galement impliqués.

perfectionngés.

Leur identification requerrait des procédés techniques
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Figure 75 : Régression linéaire entre, d'une part, activité antioxydante (DPPH) et, respectivement, teneurs

en phénols totaux (& gauche) et teneurs en flavonoides (a droite), de l'autre part, pour les extraits
phénoliques des tourteaux.

De tout ce qui a été discuté, nous pouvons dire que les fruits de Pistacia atlantica

pourraient constituer une source importante d'antioxydants naturels pouvant étre utiles

pour diverses applications.
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Discussion générale

[ Discussion générale ]

Nous avons présenté les résultats de plusieurs expériences effectuées sur des
¢chantillons de fruits de Pistacia atlantica différents en ce qui concerne la position

géographique de l'arbre, le degré de maturation et la saison de récolte.

Les résultats extrémement importants obtenus pour les huiles des fruits de la
premiere cueillette (2009) ont été a la base des démarches expérimentales suivantes.
Ainsi, nous avons inclus I'é¢tude des tourteaux (chose qui n'était pas prévue au départ)
et nous avons également adapté le choix du matériel biologique d'étude (les fruits) en
fonction des résultats antérieurs. De ce fait, nous avons effectué d'autres cueillettes en

2011 eten 2013.

Vu la quantité d'information cumulée, nous avons présenté les résultats en trois
chapitres complémentaires ou chacun se limite a la récolte d'une saison. Dans le
présent chapitre, nous discutons d'une mani¢re globale l'ensemble des résultats
obtenus. Pour ce faire, nous commengons par ceux relatifs aux huiles avant de passer
a ceux concernant les tourteaux et en dernier lieu, nous cherchons d'éventuelles

relations entre eux.
1. Résultats relatifs a 1'huile pour I'ensemble des fruits cueillis

Le rendement d'extraction de I'huile varie considérablement selon la couleur du
fruit considérée comme indicateur du degré de maturation. Les fruits noirs et les fruits
verts considérés comme matures avaient un rendement nettement supérieur par
rapport a ceux de couleur rouge claire. Nous avons noté le rendement d'extraction de
I'huile des fruits de couleur rouge foncée (considérés comme des fruits a maturité
moyenne) qui est pratiquement intermédiaire. Nous avons également not¢ avec intérét
I'augmentation de la teneur en huile au sein de la méme catégorie (méme couleur)
issue du méme arbre selon l'ordre chronologique des cueillettes (Tableau 52). Il
semble que 1'augmentation de la teneur en huile est fonction a la fois de la couleur du
fruit et la date de sa cueillette. Ces deux paramétres associés semblent étre de bons

indicateurs du degré de maturation du fruit.

L'analyse des acides gras constitutifs de I'huile des fruits de Pistacia atlantica par
CPG a été réalisée en mode isotherme, ce qui a permis une meilleure séparation par

rapport au programme de variation de la température.
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La composition en acides gras varie considérablement selon la couleur du fruit qui
indique, en grande partie, son degré de maturation. En effet, nous avons remarqué une
diminution de la proportion de l'acide palmitique associée a une augmentation de celle
de l'acide linoléique en fonction de la maturation du fruit (coefficient de la corrélation
négative -0,74). Nous relevons aussi une légere variation pour ces deux acides gras
entre les fruits de méme couleur et du méme arbre cueillis a2 un mois d'intervalle

(Tableau 43).

Les trois acides gras majoritaires dans l'huile des fruits de Pistacia atlantica sont
l'acide oléique, l'acide linoléique et l'acide palmitique lesquels entrent dans la

composition de la plupart des triacylglycérols de cette huile (Yousfi et al., 2005).

Les indices chimiques présentés au chapitre 2 et en particulier I'indice d'iode sont

en accord avec les résultats de I'analyse par CPG des acides gras.

La fraction insaponifiable semble étre trés importante dans les huiles des fruits
rouges par rapport a celle des fruits verts ou noirs et son taux semble diminuer en
fonction de la maturation. Nous avons trouvé que ce taux est presque six fois plus
important dans l'huile d'un fruit rouge par rapport a celle issue d'un fruit vert. Ce
résultat est corroboré par les différences notables concernant la teneur en stérols
totaux, en tocophérols totaux et individuels entre ces deux groupes. La variation de la

composition de cette fraction au cours de la maturation des fruits mérite d'étre étudiée.

Le dosage colorimétrique des stérols totaux, qui n'a été réalisé que pour douze
¢chantillons (saison 2011), a révélé les mémes variations entre les deux groupes
principaux (mature et immature). Il nous a été impossible de mener une CPG pour
l'analyse de la variation des phytostérols constitutifs. Le Pr Yousfi et ses
collaborateurs avaient rapporté la tres grande prédominance de B-Sitostérol (87 %)

parmi les phytostérols de I'huile de fruits matures (Yousfi et al., 2002).

Le dosage colorimétrique des tocophérols totaux a abouti, lui aussi, aux mémes
différences. La variation de ce parametre en fonction de la maturation (couleur du
fruit et le moment de sa cueillette) est évidente notamment pour les fruits cueillis en
2011 et ceux de 2013. L'analyse selon la couleur du fruit a conduit a des séries avec
des étendues larges apparentes dans les écart-types élevés, ce qui montre que la

couleur du fruit, bien qu'elle soit indicatrice en grande partie du degré de sa
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maturation, mais elle n'en est pas la seule. La date de cueillette est un autre parametre
a prendre en considération, ce qui justifie I'é¢tude des échantillons non triés ou
"mélanges". Nous avons €galement rapporté que la teneur en tocophérols totaux est
plus marquée au niveau des huiles des fruits verts (tout au long du processus de

maturation) par rapport a celle des fruits noirs.

Dans le but d'une analyse plus fine des tocophérols et étant donné leur role
important dans l'activité antioxydante, nous les avons analysés par CLHP en utilisant
une colonne polaire de silice. Les résultats obtenus sont extrémement intéressants ou
nous avons noté une variation tant au niveau de la teneur des différents isomeres qu'au
niveau de leurs proportions. La teneur en tocophérols (totaux et individuels) est
significativement substantielle dans 'huile des fruits immatures et elle diminue en
fonction de leur maturation (couleur et ordre chronologique). La proportion des
différents isomeres change aussi ou nous avons noté avec intérét, d'une manicre
globale, le passage d'une prédominance de l'a-tocophérol dans les huiles des fruits
immatures a celle de y-tocophérol dans 1'huile des fruits matures. Il a été rapporté dans
la littérature que l'a-Toc est prédominant dans les feuilles alors que le y-Toc
prédomine dans les graines (Hussain ef al., 2013). Nous n'avons pas trouvé de
données concernant la variation, en fonction du stade de maturation, de la
composition en tocophérols dans les fruits. Cependant, il a été rapporté que le phytol,
lors de la dégradation de la chlorophylle, est recyclé et pourrait étre impliqué dans la
biosyntheése de y-tocophérol au niveau des fruits (Peisker et al., 1989 ; Rise ef al.,
1989 ; Doermann, 2007). L'analyse par les techniques de biologie moléculaire des
enzymes clés impliquées dans la biosynthese des tocophérols fournirait des données

supplémentaires a ces informations.

Il est a relever que 1'étendue des valeurs relatives aux tocophérols totaux
déterminées par CLHP est moins large par rapport a celle des résultats du dosage
colorimétrique révélant les limites de ce dernier ou d'autres composés pourraient y

interférer.

Nous n'avons pas pu identifier formellement les différents isomeres de tocotriénols
faute de disponibilité de standards de référence. Au demeurant, en comparant nos
chromatogrammes avec ceux publiés pour d'autres huiles et sachant que les

tocotriénols sont plus polaires que les tocophérols, nous avons tenté¢ d'attribuer les
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pics importants, non identifiés comme tocophérols, aux tocotriénols. La comparaison
de nos différents profils chromatographiques indique une tres probable variation de la
teneur ainsi que de la proportion des isomeres de tocotriénols. Ceci pourrait étre le cas
notamment pour l'o-tocotriénol dont la proportion pourrait augmenter avec la
progression de la maturation. Les figures 63, 64 et 65 (chapitre 3) le montrent
clairement. Nous avions déja indiqué I'importance de ces composants dans le chapitre
2. Ainsi, leur étude et celle de leur variation au cours de la maturation des fruits

pourraient étre d'une importance capitale.

Nous avons rapporté en chapitre 1 (ou la plus grande série de I'étude a été
présentée), l'existence d'une corrélation positive appréciable (coefficient de
corrélation 0,63) entre la proportion de I'acide linoléique (C18:2w6) et la teneur en a-
tocophérol. C'est extrémement intéressant dans la mesure ou a-tocophérol joue un role
important dans la protection des acides gras insaturés contre la peroxydation lipidique
(Kamal-Eldin et Appelqvist, 1996 ; Della Penna, 2005). L'acide linoléique, vu la
présence de deux insaturations, y est fortement exposé. Hussain et al. (2013) ont
proposé un modele (Figure 76) qui pourrait expliquer cette relation. Ainsi, les
tocophérols limitent I'expansion de la peroxydation lipidique par piégeage de radicaux
peroxyle et probablement, en synergie avec les caroténoides, par un effet préventif en
neutralisant les espeéces réactives de l'oxygeéne. Les interactions entre tocophérols,
especes réactives de l'oxygeéne et les phytohormones (acide jasmonique, acide
salicylique, acide abscissique, ¢thyléne) pourraient étre impliquées dans un
mécanisme de signalisation cellulaire. Ce dernier, qui n'est pas jusqu'a I'heure
actuelle parfaitement ¢lucidé, pourrait réguler directement ou indirectement

l'expression de geénes codant pour les enzymes clés de la biosynthése des tocophérols.

Il ne faut pas omettre le réle de l'acide ascorbique et le glutathion dans la

régénération des tocophérols a partir des radicaux tocophéroxyle.

La relation directe cause a effet entre une proportion élevée en acide gras
polyinsaturés, dont 1'acide linoléique est le plus important dans l'huile de fruits de
Pistacia atlantica, et une teneur substantielle en tocophérols notamment 1'a-

tocophérol reste a clarifier davantage.
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Figure 76 : Mode¢le proposé pouvant expliquer la relation entre les acides gras insaturés et
les tocophérols (Hussain et al., 2013).

L'é¢tude de l'activité antioxydante (par le test au DPPH notamment) des huiles
extraites des fruits a montré que plus ces derniers sont matures moins leurs huiles sont
actives. Comme nous l'avons noté pour la teneur en huiles et celle des tocophérols,
nous avons noté pour 1'ECsy des étendues larges pour le méme groupe indiquant ici
aussi que le degré de maturation pourrait étre indiqué a la fois par la couleur du fruit
et la date de sa cueillette. L'évaluation du pouvoir réducteur par le test au Molybdate
Phosphate n'a été réalisée que pour des échantillons huileux représentatifs. A l'instar
du test au DPPH, il a montré que I'huile des fruits immatures recele le pouvoir le plus

important.

I1 est important de préciser que nous nous sommes contentés de ces deux tests de
référence et nous n'avons pas fait des essais sur la cinétique des réactions car nous
nous sommes intéressés en priorité a la variation de la composition des huiles selon le
degré de maturation ainsi qu'aux composés phénoliques, lesquels n'étaient pas prévus

au départ.

Page | 170



Discussion générale

Il va sans dire que le pouvoir antioxydant de tout extrait naturel est déterminé par sa
composition. Dans cette optique nous avons établi des régressions linéaires entre
d'une part la teneur en tocophérols totaux (par CLHP) et celle en a-tocophérol et de
l'autre part les valeurs de 1'ECsy pour les échantillons de la saison 2009 qui sont les

plus nombreux. Les résultats sont montrés dans la figure 77.
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Figure 77 : Régression linéaire entre, d'une part, I’ECs et, respectivement, la teneur en tocophérols totaux

déterminée par CLHP (a) et la teneur de 'a-Toc (b), de l'autre part, pour 35 échantillons de la premiére

série d'étude.

Nous notons une corrélation négative appréciable (-0,68) entre l'activité
antioxydante et la teneur en tocophérols totaux et une corrélation négative plus
prononcée (-0,72) entre la méme activité et 1' a-tocophérol. Ce résultat est consistant
avec le pouvoir antioxydant des tocophérols notamment l'isomére alpha. Nous avons
trouvé un coefficient de corrélation de -0,56 entre le pouvoir antioxydant et 1' a-
tocophérol pour les 12 échantillons de la séire 2 (saison 2011). Par contre, il est a -83
pour les échantillons de la série 3 (2013). Ceci rend compte de l'extréme compléxité
de la composition en molécules dotées d'activités biologiques et leur probable
variation d'une saison a une autre sous l'effet de facteurs climatiques tels que la

température, 1'indice UV ou de facteurs anthropiques.

Les résultats obtenus pour les échantillons de 2009 et de 2011 nous ont incités a

rechercher I'éventuelle présence de composés phénoliques dans I'huile des fruits de
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Pistacia atlantica. Selon les données disponible dans la littérature, il n'y a que 1'huile
d'olive qui a suscité un grand intérét (Nakbi et al., 2010 ; Godoy-Caballero et al.,
2013 ; Becerra-Herrera et al., 2014). Nos résultats ont montré la présence assez
appréciable de composés phénoliques dont la teneur varie considérablement selon le
degré de maturation des fruits dont est extraite 1'huile. Nous avons en plus testé le
pouvoir antioxydant de ces extraits phénoliques par les deux tests de références sus
cités qui ont indiqué une activité assez importante. Ainsi, 'activité antioxydante de
I'huile des fruits de Pistacia atlantica serait due a des composés différents a leur téte
les tocophérols et les composés phénoliques. La variation, selon le degré de
maturation, de la teneur et de l'activité¢ des composés phénoliques est ainsi rapportée
pour la premiére fois. D'autres analyses, notamment par CLHP, sont nécessaires pour

déterminer la composition de ces composés phénoliques contenus dans l'huile.

I1 est a relever en denier lieu qu'en dépit de quelques cas sporadiques,
I'emplacement géographique de I'arbre ne semble pas avoir un effet déterminant sur la

composition et l'activité de I'huile.
2. Résultats relatifs aux tourteaux pour l'ensemble des fruits cueillis

Les résultats que nous avons rapportés a travers les trois derniers chapitres sont
extrémement intéressants et dénotent d'une variation, aussi bien qualitative que
quantitative, de la composition des composés phénoliques dans les tourteaux au cours
de la maturation des fruits. En effet, la teneur en phénols totaux est tres ¢levée dans
les fruits immatures et elle diminue avec la maturation. Cependant, celle des
flavonoides ne semble varier que légerement, mais leur proportion par rapport aux
phénols totaux 1'est considérablement. Cette observation renseigne sur une trés grande
hétérogénéité de la composition phénolique et sa variation selon le degré de
maturation. Le niveau des flavonoides est au plus bas dans les fruits matures de
couleur noire. Cette différence concernant ces composés entre deux fruits matures de

couleur différente mérite d'étre explorée et analysée finement.

Comme nous l'avons indiqué pour les huiles, la couleur du fruit, en premier lieu, et
la date de sa cueillette semblent étre de bons indicateurs de son degré de maturation.
Un tel constat est étay¢ par les différences de la teneur en phénols totaux observées au

sein d'une méme catégorie de couleur de fruits issus du méme arbre mais cueillis a des
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dates différentes. Le role de facteurs climatiques (température, indice UV,...) n'est

pas a négliger notamment dans le cas d'étude sur plusieurs saisons.

L'activité antioxydante (par le test au DPPH) des extraits phénoliques bruts obtenus
des tourteaux a été évaluée pour un bon nombre d'échantillons (dix-huit de la saison
2009 et quinze de la saison 2013). Nos résultats ont montré une diminution tres
importante de l'activité antioxydante, traduite par 1'augmentation de 1'ECsg, au fur et a
mesure que la maturation des fruits progresse. Ceci semble étre 1ié¢ a la diminution de
la charge en phénols totaux évoquée précédemment. La variation 1égere de la teneur
en flavonoides plaide en faveur de la présence d'autres composés phénoliques qui
seraient plus actifs. Nous avions présenté¢ en chapitre 3 des régressions linéaires
reliant I'ECsp a la teneur en phénols totaux et a celle des flavonoides (Figure 75).
Nous avons trouvé les coefficients de la corrélation négative respectifs -088 et -069,
ce qui conforte nos constations. Nous présentons dans cette section les mémes
régressions linaires pour les dix-huit échantillons de la saison 2009. Les résultats
sont montrés dans la figure 78. Nous constatons une corrélation négative tres étroite (-
0,96) entre la teneur des phénols totaux et les valeurs de I'ECsy. Par contre, elle est
presque inexistante (0,07) entre la teneur des flavonoides et 1'ECsy. Cette derniere
observation est intrigante dans la mesure ou les flavonoides sont connus par leur
pouvoir antioxydant. Nous pouvons expliquer ce cas particulier par la présence
d'autres composés phénoliques plus puissants dont l'activité aurait masqué celle des

flavonoides.

Les différences observées entre les coefficients de corrélation (reliant I'ECs a la
teneur des flavonoides) entre la saison 2009 et la saison 2013 plaident fortement en
faveur d'un role influencant des facteurs climatiques, propres a chaque saison, dans la
variation de la composition et l'activité des composés phénoliques des fruits de

Pistacia atlantica. L'impact de ces facteurs mérite une étude détaillée.
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Figure 78 : Régression linéaire entre, d'une part, I’ECs et, respectivement, la teneur en phénols totaux

(a) et la teneur des flavonoides (b), de l'autre part, pour 18 échantillons de la premiére série d'étude.

Concernant I'emplacement géographique des arbres, nous avons relevé quelques
différences entre la région de Laghouat et celle d'Ain Ouassara mais avec une ampleur
beaucoup moins prononcée par rapport a celle de la variation selon le degré de

maturation.

Il nous a été possible de réaliser des CLHP pour des extraits phénoliques bruts
obtenus a partir de fruits des saisons 2009 et 2011. Par contre, nous n'avons pas pu
identifier formellement les différents composés a cause de l'indisponibilité¢ de
standards de référence ou d'une identification par spectrométrie de masse. En dépit de
cette limite, Nous avons visualisé, a travers les différents chromatogrammes, des
différences, sur le plan qualitatif et quantitatif, selon notamment le degré de
maturation des fruits. La variation constatée concerne particuliecrement deux pics, le
premier pic et le pic dont le temps de rétention est compris, selon I'échantillon et la
longueur d’onde de détection, entre 22,80 et 24,90. Nous avons montré qu'il y a
diminution de l'amplitude, jusqu'a la disparition, du premier pic associée a une
augmentation concomitante de la proportion de l'autre pic au fur et a mesure que la
maturation des fruits progresse. Nous nous sommes déja interrogés si ce pic
correspondait a un ou plusieurs flavonoides, vu sa variation qui évolue dans le méme

sens que celle de ces composés déterminé par dosage colorimétrique.
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Etant donné le nombre extrémement élevé (plusieurs milliers) de composés
phénoliques dans la nature ainsi que la complexité de leur structure, leur analyse par
CLHP est une tache des plus ardues. L'optimisation des conditions opératoires en vue
d'une meilleure séparation de ces composés est devenue le souci de plusieurs équipes
de recherche s'attelant a améliorer les colonnes, la phase mobile, les conditions de
détection et l'identification des composés (Rodriguez-Delgado ez al., 2001 ; Kalili et

de Villiers, 2011 ; Mradu ef al., 2012).

En ce qui nous concerne, nous avons optimisé nos conditions opératoires
(programme de variation de la phase mobile et longueur d'onde de détection par
DAD) apres plusieurs semaines d'essais. Le protocole que nous avons adopté nous a

permis d'avoir la meilleure séparation.

Il est a préciser que, vu le nombre importants d'échantillons, nous n'avons pas
recherché l'effet de la méthode d'extraction (notamment la nature du solvant) sur la
composition et l'activité de nos composes phénoliques. Tous nos échantillons ont été
traités de la méme manicre, ce qui nous a permis de faire les différentes comparaisons

discutées précédemment.

En dernier lieu, nous insistons qu'il n'y a que tres peu de données disponibles dans
la littérature sur la composition et les activités des composés phénoliques au niveau
des fruits de Pistacia atlantica encore moins sur leur variation, qualitative et
quantitative, selon le degré de maturation. Ainsi, nos résultats sur ces compos¢s, bien
qu'ils soient préliminaires, revétent un caractére original ouvrant la voie a des
analyses plus perfectionnées en vue d'une caractérisation de toutes les molécules

impliquées.
3. Synthése des résultats relatifs aux huiles et aux tourteaux

L'ensemble des résultats cumulés sur les fruits de Pistacia atlantica met clairement
l'accent sur le caractére distinctif de certains parametres distinguant ainsi les fruits
immatures de ceux matures. Ces parameétres varient au cours de la maturation des

fruits.

Dans le but d’avoir une vue d'ensemble des parameétres relatifs aux huiles et ceux
relatifs aux tourteaux, nous avons effectué une analyse de données par ACP pour 34
¢chantillons de la saison 2009 de degré de maturité différent. Nous nous sommes
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intéressés particulicrement au rendement d'extraction de l'huile, aux acides gras
majoritaires (acides palmitique, oléique et linoléique), a la teneur des trois isomeres
de tocophérols (a-, y- et d-tocophérol), a la teneur en phénols totaux et a la teneur en
flavonoides. La distribution des échantillons étudiés par rapport a ces parametres
(Figure 79) indique pertinemment que les échantillons sont répartis en deux groupes
distincts. Le premier englobe les fruits de couleur rouge, considérés comme
immatures, caractérisés par des teneurs élevées en a-, y-tocophérol et en phenols
totaux ainsi qu'une proportion importante en acide linoléique. Cependant, ce groupe
est caractérisé par un rendement faible d'extraction lipidique et une proportion moins
¢levée en acide palmitique. Le deuxieme groupe, quant a lui, comprend les fruits de
couleur verte ou noire considérés comme matures. Ils sont caractérisés par un
rendement d'extraction d'huile important et une proportion importante en acide
palmitique. Cependant, ils sont moins riches en tocophérols, en acides gras insaturés

et en composés phénoliques par rapport au premier groupe.

Nous notons avec intérét que la teneur en flavonoides et la proportion de I'acide
oléique ne sembleraient pas constituer de parametres distinctifs entre les fruits

immatures et les fruits matures.

Nous pouvons dire enfin, qu'a la lumiére de ces résultats, un optimum pour
I'ensemble de ces paramétres pourrait €tre atteint au niveau des fruits de maturité
moyenne ou bien des fruits "mélanges" cueillis au milieu du mois d'aout. Ces fruits
allient a la fois un rendement d'extraction d'huile appréciable avec une richesse en
tocophérols, en acides gras insaturés et en composés phénoliques. Cette richesse est
associée a une activité antioxydante importante, ce qui augmente leur valeur

¢conomique, diététique et pharmaceutique.
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[ Conclusion générale ]

Pistacia atlantica, arbre aux vertus multiples pour les populations locales, ne cesse
de livrer ses mysteres a la communauté scientifique. En dépit des centaines voire des
milliers de travaux expérimentaux lui ont été consacrés, de nombreux aspects n'ont
pas encore été appréhendés. Dans cette optique, nous nous somme assignés, au départ,
la mission d'étudier l'activité antioxydante de 1'huile des fruits de cet arbre. A la
lumiere des premiers résultats obtenus, nous nous sommes demandés s'il était plus
judicieux de nous intéresser a la variation de la composition (notamment en acides
gras, en tocophérols et en composés phénoliques) et de l'activité antioxydante
d'extraits obtenus a partir de ces fruits en fonction de paramétres tels que
I'emplacement géographique de l'arbre et le degré de leur maturation. Cette approche
nous a paru fondamentale dans la mesure ou les résultats obtenus pourraient avoir un
impact tant en recherche développement qu'en recherche fondamentale. En effet, outre
la connaissance de l'effet de ces facteurs, il nous serait possible, notamment en ce qui
concerne le stade de maturation, de situer un optimum pour des parametres lipidiques

et non lipidiques impliqués dans les propriétés bénéfiques des fruits de cet arbre.

Les différentes expériences que nous avons mences ont débouché sur des résultats
dont certains sont rapportés pour la premiére fois. Nous en tirons les conclusions

suivantes :

v Le rendement d'extraction de l'huile a partir des fruits augmente avec

leur degré de maturation.

v Le taux de l'acide linoléique diminue avec la progression de la
maturation. Cette diminution est associée a l'augmentation de celui de l'acide

palmitique.

v Le taux de la fraction insaponifiable, la teneur en stérols totaux ainsi
que la teneur en tocophérols totaux et individuels semblent étre directement
influencés par le stade de maturation des fruits dont est extraie l'huile. Plus ils

sont immatures plus ils en sont riches.

v La composition relative en tocophérols varierait en fonction de la
maturation. C'est ainsi qu'elle passe, dans la plupart des cas, d'une prédominance

de I'a-tocophérol a celle de y-tocophérol.
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v L'activité antioxydante des huiles serait fortement associée au stade de
maturation du fruit et a sa couleur a maturité. Ainsi, I'huile des fruits verts serait
plus active que celle des fruits noirs et ce pour les différents stades de maturation.
L'huile extraite de fruits immatures, donnant a maturité une couleur verte, recele

le pouvoir antioxydant le plus élevé.

v L'huile des fruits de Pistacia atlantica contient une teneur assez
appréciable en composés phénoliques dotés d'un pouvoir antioxydant assez
marqué. Ce pouvoir est d'autant plus élevé que l'huile est extraite de fruits
immatures. Quant aux flavonoides, leur variation dans 1'huile ne semble étre que

1égere. Ces résultats sont rapportés pour la premiére fois.

v La composition phénolique au niveau des tourteaux semble étre
influencée, qualitativement et quantitativement, par le stade de maturation des
fruits. En effet, la teneur en phénols totaux décroit avec la maturation des fruits,
celle des flavonoides ne varie que légérement, indiquant la variation, qualitative

et quantitative, d'un ou plusieurs autres composés phénoliques.

v Le pouvoir antioxydant des extraits phénoliques des tourteaux semble,
lui aussi, étre influencé par le degré de maturation des fruits. Les fruits immatures

receleraient l'activité antioxydante la plus élevée.

v Les fruits de maturité moyenne auraient pratiquement des propriétés
intermédiaires entre les fruits immatures et ceux matures, indiquant l'effet du

degré de maturation sur les parametres testés.

v L'emplacement géographique de l'arbre ne semble, d'une manicre
générale, influer que 1égérement sur la composition et l'activité¢ des extraits de

fruits de Pistacia atlantica.

L'ensemble de ces résultats nous permet de spéculer que les fruits de maturité

moyenne (rouge foncé) ou ceux non triés constitués de "mélanges" (fruits verts, rouges

et jaunes) cueillis au hasard mais précocement pourraient constituer l'optimum pour

leurs propriétés bénéfiques. En effet, ces fruits allient, a la fois, le bon rendement

d'extraction de 1'huile a la richesse en composés bioactifs. Ce constat doit étre étayé par

des études complémentaires car l'effet de facteurs inhérents a la saison (température,

indice UV,..) ainsi que la présence d'éventuels endophytes ne doivent pas étre négligés.
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Finalement, Nous pouvons dire que notre étude a apporté des résultats extrémement
intéressants et originaux mettant en valeur la qualité des fruits de Pistacia atlantica
avant leur maturation complete. Ils contribueraient, avec ceux rapportés par 1'équipe du
Pr Yousfi, a lever le voile sur quelques secrets de cet arbre. Il n'en demeure pas moins
que des ¢tudes plus approfondies, sur un €chantillon plus large, sur une période plus
longue et visant l'isolement et la caractérisation des composés (majoritaires et
minoritaires) dotés d'activités biologiques soient nécessaires pour appuyer nos
constatations. Il ne faut pas omettre l'intérét de 1'analyse par les techniques de Biologie
moléculaire des enzymes impliquées dans la biosynthése de ces molécules. En dernier
lieu, des tests, in vitro et in vivo, sont également nécessaires pour l'approfondissement
de I'é¢tude des activités biologiques (antioxydantes, anti-inflammatoires,
antimicrobiennes, antidiabétiques, anticancéreuses,....) des différents composants du

fruit du Pistachier de 1'Atlas.
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Annexe I

Lu
150
100

504

Profils chromatographiques de I'analyse, par CLHP, des tocophérols pour quelques

échantillons de la saison 2009.
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Profil chromatographique (CLHP) des quatre standards commerciaux des tocophérols
utilisé pour les échantillons de la saison 2013.
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Absorbance (mAU)
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Profils chromatographiques de I'analyse, par CLHP, de 1'extrait phénolique brut pour

quelques échantillons de la saison 2009.
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Profils chromatographiques de I'analyse, par CLHP, de 1'extrait phénolique brut pour
deux échantillons de la saison 2011.
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Profils chromatographiques de l'analyse, par CPG, des EMAG pour quelques
¢chantillons de la saison 2009.
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Profil chromatographique de l'analyse, par CPG, des EMAG standards utilisé¢ pour
l'identification des acides gras pour les échantillons de la saison 2011.
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Annexe 11

Droites d'étalonnage utilisées pour les dosages colorimétriques (tocophérols totaux,
phénols totaux et flavonoides), pour les échantillons de la saison 2009.

Absorbance (i 510 nm)

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Concentration de la vitamine E [(mg/ml)

Absorbance (i 760 nm)

v=3207x
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T T T T T T 1
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0.3 0,35

Concentration de I'acide galligue (mg/ml)

Absorbance (3 409 nm)

0.9
0.8
0.7
0.6
0,5
0.4
0,3
0,2
0,1

v=14 T4
R®=0,295

T T T T T T 1
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Concentration de la rutine [mg/ml)

Droites d'étalonnage de, respectivement, la vitamine E, 1'acide gallique

et la rutine.
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Droites d'étalonnage utilisées pour les dosages colorimétriques (stérols totaux et
tocophérols totaux), et pour l'activité antioxydante de la vitamine E par le test
Molybdate Phosphate, pour les échantillons de la saison 2011. Les phénols totaux et
les flavonoides pour les saisons 2009 et 2011 ont été analysés en méme temps.

v=10936x
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o . . . . . .
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Concentration du cholestérol [mg/mil)

Absorbance (3 510 nm)
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o 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Concentration de la vitamine E (mg/ml)

v=2,230x
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0,7
0.6 -
0,5 -
04 -
0,3 -
0,2
0,1 -
0 . . . . )
0 0,1 0.2 0,3 0.4 0,5

Absorbance (i 695 nm)

Concentration de la vitamine E [mg/mil)

Droites d'étalonnage de, respectivement, cholestérol, la vitamine E et du
pouvoir réducteur de la vitamine E.
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Droites d'étalonnage utilisées pour les dosages colorimétriques (tocophérols totaux,
phénols totaux et flavonoides), et pour l'activité antioxydante de la vitamine E par le
test Molybdate Phosphate, pour les échantillons de la saison 2013.

a b
127 ' y=3,453x
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2 11 o * 08 -
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g 08 - s 077
e § 05 - .
g 06 )
H 8 0,5 7
j c
T (4 - 804+
§ :
203
< 02 ¢
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c d
1 12 1
03 ¥ 1450 ¥=2,526x
. R=09% 1 R=0,290
£ E
g 0,? w08 4
7 05 3
° 05 :!' 06
d g °
E 04 % 0 |
E 03 _§ L
02 o
1 02
01
0 T ! 0 T T T 1
005 006 007 0 01 0,2 03 04 05
Concentration de fa rutine (mg/ml| Concentration de la vitamine E (mg/ml)

Droites d'étalonnage de la vitamine E (a), de 1'acide gallique (b), de la rutine (c) et du pouvoir

réducteur de la vitamine E (d).
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Droite d'étalonnage utilisée pour l'activité¢ antioxydante de la vitamine C par le test
Molybdate Phosphate, pour les échantillons de la saison 2013.

Droites d'étalonnages utilisées pour le calcul de I'ECsy de la vitamine E et de la

05 -

a5

0.4

0,3

0,2

Absorbance (3 695 nm)

0,1

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Concentration de la vitamine C (mg/ml)

0,12

vitamine C pour les échantillons de la saison 2009

a b
100 ~ -
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g 0 R?=0,997 £ 80 R2=(0,996
Hie HELR
; ] =
I g 60 -
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T T 40
40
% % 30
T 30 s
E 20 - E 20 1
g 10 g 107
0 T T T T T ] 0 T T T ]
001 002 003 004 005 006 0 2 6 8 10
Concentration de la vitamine E (mg/ml) Concentration de la vitamine C (ug/ml)

Droites d'étalonnage de I'activité antioxydante (DPPH) de la vitamine E

(a) et de la vitamine C (b).
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Droite d'étalonnage utilisée pour le calcul de 1'ECsy de la vitamine E pour les
¢chantillons de la saison 2011.

100

Pourcentage de l'inhibition (%)

0,01 0,02

Concentration de la vitamine E (mg/mil)

0,03

0,05 0,06

Droites d'étalonnages utilisées pour le calcul de I'ECsy de la vitamine E et de la
vitamine C pour les échantillons de la saison 2013
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Concentration de la vitamine C (pg/ml)

Droites d'étalonnage de l'activité antioxydante (DPPH) de la vitamine E

(a) et de la vitamine C (b).
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Annexe 111
Rappels sur les indices d'acide, de saponification et d'iode.
Indice d'acide
C’est le nombre de milligramme de potasse nécessaire pour neutraliser les acides gras
libres dans un gramme de corps gras.

e Principe

Il s'agit d'un titrage des acides gras libres présents a 1’aide d’une solution hydro-

éthanolique de KOH selon la réaction.

R—COOH + KOH 2 R—COO K + H;0
e (Calcul

L’indice d’acide est égal a :

V.56,1.N

IA =

m

V : volume en ml de la potasse utilisée pour le titrage.

N : normalité de la solution de potasse.
m : Masse de la prise d’essai (g).

56,1 : Masse molaire du KOH (g/mole).

Indice de saponification
Clest la quantité de potasse exprim¢ en milligrammes nécessaire pour saponifier un
gramme de corps gras.

e Principe

L’échantillon est soumis a 1’ébullition sous réfrigérant a reflux avec une solution
hydro-éthanolique de KOH. L’exces de KOH est titré avec une solution aqueuse

d’acide chlorhydrique.
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CH,0CO- R CH,OH
I

CHOCO-R 50N . GHOH 3 R.co0 k')

CH ,OCO-R CH ,OH

Les acides gras libérés réagissent avec KOH:
R-COOH + KOH — R-COOK + H,O

e calcul

Le calcul de I’indice saponification est fait a I’aide de la relation suivante :

(Vo —V1).N.Mkon

IS =
m
IS : indice de saponification.
Vo : volume de HCl dans le test a blanc en ml.
Vi: volume de HCI en ml nécessaire pour neutraliser 1’exces de la potasse dans 1'essai.
N : Normalité de la solution de 'HCI.
Mkop : masse molaire du KOH en g/mol.

m : masse d’huile en g.

Indice d'iode

C’est le nombre de gramme d’iode fixés par 100 grammes de corps gras dans les

conditions de 1’essai.

Nous avons choisi la méthode Wijs, qui est la plus utilisée, et qui utilise une solution

de monochlorure d’iode dans l'acide acétique.
e Principe

Cet indice est mesuré par addition au corps gras, d’un exces de monochlorure
d’iode en solution dans 1’acide acétique ou réactif de Wijs. On introduit une quantité

de réactif de Wijs en exces avec une masse d'huile connue avec précision. Apres 60
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minutes temps donné de réaction a I’obscurité, 1’iode libéré dans un mélange d’iodure
de potassium et d’eau est titré par une solution de thiosulfate de sodium de normalité

connuc.

Ce réactif s'additionne quantitativement sur les instaurations selon la réaction :

R-CH=CH-R’ + ICI R-CHI-CHCI-R’

Le réactif de Wijs qui n'est pas fixé sur les doubles liaisons est détruit lors de
l'addition d'une solution d'iodure de potassium (KI) pour former du diiode I, selon la
réaction :

ICI+K'T L+K'CI

Le titrage du diiode formé, par une solution connue de thiosulfate de sodium
(NaS,03).

L+ 25,05 S,0¢> +2I

On réalise
e e titrage d'un témoin sans huile (ou titrage a blanc),
e e titrage apres réaction de 1'échantillon.

Par différence on détermine la quantité de diiode qui a réagi. Ce type de dosage est

appelé titrage en retour ou indirect.

° Calcul

L'indice d'iode est donné par 1'expression suivante:

(V()-Vl) X 1,27 g
In= (en g d'l/100 g d'huile)

m

Vo : Volume en ml de thiosulfate de sodium exigé par le témoin.
V; : Volume en ml de thiosulfate de sodium exigé par l'essai.

m : Masse de la prise d’essai (g).
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Pistacia atlantica fruit oil has been used for a long time by local populations for culinary and medicinal purposes. In this study, the fatty acid composition and
tocopherol content were determined in twelve samples of P. atlantica fruit oil at three stages of maturation (immature, intermediate maturity and mature)
collected in three different sites from the region of Laghouat. The results indicated a significant difference between the oil of mature fruits (green and black)

and the immature ones (light red), which were distinguished by richness in unsaturated fatty acids and tocopherols. The oil from fruits of intermediate maturity
(dark red) seems to combine these properties with those of the mature group, including oil yields. Such data emphasize the value of this oil, which needs

further investigation.

Keywords: Pistacia atlantica, Fruit oil, Fatty acids, Tocopherols, Maturity.

Fruits of Pistacia atlantica Desf. are widely consumed by the local
population as a nutriment. The oil extracted from the fruit is usually
used in traditional medicines against several diseases, such as
inflammation [1]. Several works have revealed that plants constitute
a major source of natural bioactive compounds, including essential
oil [2, 3]. Among these plants, P. atlantica has a great value
because of the antioxidant activity of its extracts [4, 5], the
composition of its fruit oil [6, 7], its flavonoid content [8] and its
anti-cancer activities [9]. All these virtues explain its diverse uses
by local populations.

There are no data available on the variation of the composition of P,
atlantica fruit oil, according to the degree of maturation. The aim of
this work was the study of the fatty acid and tocopherol
composition of the oil extracted from P, atlantica fruits, stemming
from several sites in Laghouat, according to the degree of
maturation. Such an approach could supply useful and exploitable
information for possible applications.

Oil obtained from P. atlantica mature fruits has a clear yellow color

with a pleasant smell, whereas, oil of immature fruits gives a green
color with a very pleasant smell. Results of oil content are shown in
Table 1. The oil content varies considerably according mainly to the
maturation degree. Indeed, the highest yields (from 27.7% to 46.1
%) were obtained from mature fruits (green or black) compared
with immature ones (p<0.001). Fruits of intermediate maturity have
medium oil content (20.1% and 35.0%). Our results are similar to
those reported for P. lentiscus [10, 11]. It seems from our results
that the accumulation of oil in P. atlantica fruits occurs during
maturation.

Nine fatty acids commonly found in vegetable oils were detected in
the oil of P. atlantica fruits (Table 2). Palmitic acid (C16:0) was the
most predominant saturated fatty acid. It represents between 13.9 %
and 21.9 % for the immature fruits, and between 22.1 % and 25.7 %

Table 1: Oil content according to the maturation stage.

oil Mean of immature Mean of intermediate Mean of
Sample (% wiw) samples samples mature
. samples
51277
DR120.1
LR1 16.6
G2 377
DR2 35.0
é‘;z ;23 13.844.6%* 2754105 37.846.2
LR3 7.0
G4 41.7
LR4 149
B146.1
B2 35.7

**p<0.001; (compared with mature samples).

for the mature fruits. Stearic (C18:0), myristic (C14:0) and
arachidic (C20:0) acids were found, but in a lower proportion.
Concerning the unsaturated fatty acids, palmitoleic, oleic, linoleic
and linolenic acids were found in all the oils. They represent a total
percentage from 72.7 to 75.8 for the mature fruits, and from 75.9 to
83.7 for the immature fruits. Oleic acid, and in second place linoleic
acid, were the most predominant unsaturated fatty acids. Their
proportions were slightly higher in the oil of immature fruits. It
should be noted that the ratio of unsaturated fatty acids to saturated
fatty acids was significantly higher in immature fruit oil compared
with the mature ones (p<0.05). This ratio was also elevated in
samples with intermediate maturity (Table 2). These results are
comparable with those reported for P. lentiscus, in particular
concerning linoleic acid [10, 11]. The high level of unsaturated fatty
acids in P, atlantica fruit oil makes it a dietary nutriment.

In spite of the nutritional importance of tocopherols [12, 13], their
content and composition in P, atlantica seed oils remain unknown.
Tocopherols analysis was performed for eleven samples. Figure 1
shows chromatograms of three samples (with different maturation
degrees) from the same tree. Peaks corresponding to tocopherol
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Table 2: Fatty acids composition of P, atlantica samples obtained by CG (%).

Guenane et al.

Samples

Fatty acids

Gl DR1 LR1 G2 DR2 LR2 G3 LR3 G4 LR4 Bl B2
C14:0 0.09 0.08 0.1 0.07 0.07 0.1 Tr 0.1 0.1 0.1 0.1 0.08
C16:0 25.1 17.5 13.9 25.0 219 14.8 25.7 17.3 243 21.1 22.6 221
Cl6:1w7 0.5 0.7 0.3 0.4 0.4 0.4 0.8 03 0.7 0.9 1.8 3.1
C18:0 1.9 22 22 1.8 2.1 2.1 1.6 24 2.6 2.0 1.5 2.0
Cl18:109 49.6 53.1 51.7 474 48.6 512 41.7 48.0 404 483 50.1 40.21
C18:2 22.0 25.6 30.8 244 26.2 30.8 294 30.8 30.8 26.6 23.1 329
C 18 :3w3 0.8 0.7 0.8 0.7 0.7 0.6 0.8 09 1.0 0.9 0.8 1.1
C20:0 Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr
C20:1 Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr
ZSFA 27.1 19.7 16.2 26.9 24.0 17.0 272 273 27.1 232 242 242
SMUFA 50.1 53.8 52.0 478 49.0 51.6 425 484 412 492 519 419
SPUFA 22.8 26.3 31.7 25.1 27.0 314 30.2 31.7 31.80 275 239 339
SUFA 729 80.2 83.7 73.0 759 83.0 72.7 80.1 73.0 76.8 75.8 75.8
SUFA/ESFA 2.7 4.6 5.1 2.8 4.65 49 2.7 29 27 33 3.1 1.7
Mean of XUFA/ZSFA Immature samples Intermediate maturity samples Mature samples

4.06+1.11*

4.65£0.01

2.85+0.22

SFA saturated fatty acids, MUFA monounsaturated fatty acids, PUFA polyunsaturated fatty acids, UFA unsaturated fatty acids, 7r trace. *p<0.05 (compared with mature samples).
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Figure 1: FLD-HPLC tocopherols chromatograms of 3 samples of different maturation degree issued from the same tree. A: mature sample (G2), B: sample of
intermediate maturity (DR2) and C: immature sample (LR2). Tocopherols (T) were identified by co-injection with commercial standards. T3 means tocotrienols which

were attributed by comparison with chromatograms obtained under similar conditions by Kamal-Eldin et a/. [14] and Nielsen and Hansen [15]

isomers were identified by co-injection with commercial standards.
a-Toc, y-Toc and 8-Toc were detected, but B-Toc only in trace
amounts. The other peaks most probably correspond to tocotrienols
(more polar than tocopherols), which were attributed by comparison
with chromatograms obtained under similar conditions by Kamal-
Eldin ef al. [14] and Nielsen and Hansen [15].

The quantification of tocopherols by liquid chromatography was
based on an external standard method using a-tocopherol. The
results are expressed as mg o-tocopherol equivalents per 100 g of
oil. Results are presented in Table 3. Total tocopherol content
shows differences between individuals and groups (immature fruits,
fruits with intermediate maturity and mature fruits). We note
a significant difference between the two main groups (mean value
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Table 3: Total tocopherols content and relative composition of tocopherols of P. atlantica fruits oil (mg/100g oil).

Relative composition®

Sample Total tocopherols
a-Toc v-Toc 8-Toc
Gl 515 22.5 (43.6%) 27.3 (52.9%) 1.8 (3.4%)
DR1 50.0 16.0 (31.9%) 31.8 (63.6%) 2.2 (4.5%)
LR1 nd nd nd nd
G2 30.6 11.1 (36.2%) 17.9 (58.5%) 1.6 (5.32)
DR2 38.6 21.4 (55.4%) 15.4 (39.9%) 1.8 (4.7%)
LR2 49.4 11.8 (24.0%) 34.8 (70.5%) 2.7 (5.5%)
G3 22.61 7.5(33.2%) 13.4 (59.2%) 1.7 (7.6%)
LR3 59.2 32.6 (55.1%) 23.0 (38.9%) 3.6 (6.0%)
G4 36.2 19.6 (53.9%) 15.5 (42.9%) 1.1 (3.2%)
LR4 435 29.0 (66.8%) 12.7 (29.2%) 1.7 (3.9%)
Bl 23.8 11.8 (49.8%) 10.1 (42.7%) 1.8 (7.5%)
B2 399 14.6 (36.5%) 23.5 (59.0%) 1.8 (4.5%)
Mean of immature samples 50.7£7.9* 24.5+11.1 (48.6+22.1%) 23.5+11.0 (46.2+21.6%) 2.7+£0.9* (5.1x1.1%)
Mean of intermediate samples 44.3+8.1 18.743.8 (43.661:16.6%) 23.6+11.6 (51.8+16.7%) 2.0£0.3 (4.620.1%)
Mean of mature samples 34.1+10.9 14.5+5.6 (42.2+8.3%) 18.0+6.4 (52.5+7.9%) 1.6£0.24 (5.2£1.9%)

“relative composition of tocopherols determined by HPLC, nd not determined. *p<0.05 (compared with mature samples).

50.7£7.9 mg/100 g for the immature fruits versus a mean value
34.1£10.9 mg/100 g for the mature group, p<0.05). Intermediate
maturity samples had an intermediate value of 44.3£8.1 mg/100 g.

The predominant tocopherols in P. atlantica fruit oil were a- and

y-tocopherol with values ranging from 7.5 to 32.6 mg/100 g and
from 10.1 to 34.8 mg/100 g, respectively. Their amounts were
slightly higher in immature fruit oil. 5-Tocopherol was detected in
all samples, but in low amounts. Its amount was significantly
elevated in immature fruit oil (p<0.05). The proportion of
y-tocopherol was slightly elevated in mature fruits and the one of
intermediate maturity (52.5+£7.9% and 51.8%£16.7%, respectively).
To our knowledge, this is the first time that all tocopherols of
P. atlantica fruit oil have been analyzed on a polar silica column,
which allows for a good separation not only for the four isomers but
also the corresponding tocotrienols (Figure 1). It seems that there is
a difference between the studied groups concerning tocotrienol
isomers, but a study of tocotrienol composition is necessary to
confirm these observations

Saber-Tehrani et al. studied the tocopherol composition of Iranian

P. atlantica cold pressed oil using a C-18 Lichrospher RP-100
apolar column and they reported that a-tocopherol was largely the
most predominant [16]. Ours results on P. atlantica seem to be
similar to those of Matthius and Ozcan for P, terebinthus [17]. P
atlantica fruit oil appears to be richer in tocopherols (particularly in
the immature stage) than other food vegetable oils such as
sunflower oil (67 mg/100 g) and olive oil (20 mg /100 g) [18]. This
richness would supply to the oil beneficial properties. Indeed,
tocopherols, notably a-tocopherol, not only have a protective effect
on cells against oxidative stress, inflammatory response, lipid
peroxidation and cancer, but contribute to the natural protection and
conservation of the oil against oxidative deterioration [12, 13, 17,
19]. We should not neglect the anticancer, antidiabetic and
cardioprotective effect of tocotrienols, which are now clearly
demonstrated [20]. Thus, the study of these compounds in P,
atlantica fruit oil is of a great interest.

The results of both studies, i.e., fatty acids and tocopherols, allowed
us to establish the dissimilarity dendrograms for these compounds
using the XLStat software and literature data reported for other oils
[18, 21-25]. Dendrograms are shown in Figure 2.

The fatty acids composition of P. atlantica fruit oil showed a
similarity with vegetable oils of high dietary value such as olive oil
and peanut oil (Figure 2A). Concerning tocopherols (Figure 2B), the
dendrogram indicated two main groups: the first contains oils where
o-Toc was largely the most predominant, such as olive oil,
sunflower oil and palm oil; the second includes oils with substantial
amounts of both a- and y-Toc, such as rapeseed oil and corn oil.
P. atlantica fruit oil seems to belong to this latter group.

According to the maturation stage, the dendrogram showed that our

oil could be divided into two distinct subgroups. One subgroup was
represented by the immature fruit oil, which was characterized by
richness in both a- and y-Toc. The second was composed of mature
fruit oils and those of intermediate maturity that was slightly
dominated by y- over a-Toc. This observation should be confirmed
by further investigations.

Finally, we can say that our work has brought very interesting and
original preliminary results supporting the fact that P. atlantica fruit
oil before full maturity might be a healthy diet and a valuable source
of non-toxic natural bioactive molecules.

However, further studies are needed for the assessment of the
biological activities of these compounds.

Experimental

Plant material: Pistacia atlantica fruits were collected in August
and September 2011 at 3 different sites from the region of
Laghouat. After air-drying in the shade at room temperature for one
week, 12 samples were used for this study. These samples were
divided into 3 groups according to the maturation degree revealed
by the skin color. It is important to note that fruit maturation does
not take place in an identical way for the same tree. Indeed, there
are fruits which finish their maturation prematurely and others later.
In that case it is not surprising to find mature fruits at the beginning
of August and immature fruits at the end of September. The
characteristics of samples are shown in Table 4.

Reagents and standards: Chemicals were purchased from Sigma
(USA), Aldrich (Milwaukee, USA), Fluka Chemie (Buchs,
Switzerland) and Merck (Germany).
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Figure 2: Dissimilarity dendrograms of different vegetable oils including P. atlantica fruit oil (with three stages of maturation; immature, intermediate
maturity and mature) according to their fatty acids (A) and tocopherols composition (B).
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Table 4: Characteristics of P. atlantica fruits samples.

Sample Color of the skin Degree of maturation M‘}‘%&L‘to‘ Site of
harvest

GI' ™ Green Mature August Site 1
DRI1* Dark red Intermediate maturity August Site 1
LRI* Light red Immature August Site 1
G2 Green Mature September Site 1
DR2* Dark red Intermediate maturity September Site 1
LR2* Light red Immature September Site 1
G3° Green Mature September Site 2
LR3® Light red Immature September Site 2
G4 Green Mature September Site 3
LR4 Light red Immature September Site 3
Bl Black Mature September Site 3
B2 Black Mature September Site 3

2 and ” mean that the fruits were collected from the same tree in sites 1 and 2,

respectively.

Site 1: 2°59°32,58"E, 33°30°37,07"N, 873m; Site 2 : 2°39°44,19"E, 33°41°23,50"N,
836 m; site 3 : 3°21°16,07"E, 33°09°17,84"N, 736m.

Oil extraction: The fruits (100 g) were milled into powder using a

manual mill and extracted with n-hexane (150 mL) by stirring at
room temperature for 48 h. Samples were then dehydrated with
anhydrous sodium sulfate and filtered. The solvent was evaporated
under reduced pressure using a rotary evaporator at 40°C. The dried
crude oils were stored at +4°C until use.

Fatty acids methyl ester preparation and gas chromatography
(GC) analysis: Fatty acid methyl esters (FAMESs) were prepared by
refluxing 0.5 g of oil samples with 25 mL of 0.5% sodium
methylate solution for 20 min. After cooling, 50 mL of distilled
water and 25 mL of n-hexane were added to the mixture. The
organic phase that contains FAMEs was then recovered, washed and
dried over anhydrous sodium sulfate. After filtration and
evaporation of n-hexane, FAMEs were purified by flash
chromatography over silica gel as stationary phase and chloroform

Natural Product Communications Vol. 10 (10) 2015 1727

FAMEs were analyzed on a Chrompack CP 9002 gas
chromatograph equipped with a split-splitless mode injection
system, flame ionization detector (FID) and a DB23 capillary
column (30 m x 0.32 mm i.d., 0.32 pm film thickness). Oven
temperature was in isotherm mode (250°C). Injector and detector
temperatures were set at 250°C. Nitrogen was used as carrier gas at
a flow rate of 1 mL/min. The injection volume was 1 pL. The fatty
acids were identified by comparison of their retention times with
those of pure standards.

Tocopherol analysis: Prior to HPLC analysis, 35 mg of seed oil
was diluted with 1 mL n-hexane and 20 pL of the solution was
injected. 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 i.d., 5 pm, 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 mixt (a-Toc, B-Toc, y-Toc and 6-Toc) were
co-injected with samples for the identification of tocopherol
isomers.

Statistical analysis: Student's test was used for the statistical
comparisons. Differences were considered to be significant at
p<0.05, p<0.01 or p<0.001. The dissimilarity dendrograms to
compare Patlantica fruit oil with various vegetable oils were made
using XL Stat software.

as the mobile phase.
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