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Résumé

L'arbre Pistacia atlantica produit une énorme quantité de fruits, de feuilles et de galles utilisées
traditionnellement a des fins culinaires et médicinales. Toutes ces parties de I'arbre sont riches en
composés bioactifs naturels. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude de I'effet de la
période de récolte sur le contenu en lipides et en composés phénoliques des feuilles de P. atlantica afin
de fournir une base scientifique pour une collecte optimale. Ainsi, la composition en acides gras des
huiles extraites a été déterminée par CG et CG/SM, les tocophérols, caroténoides et les stérols totaux
ont été quantifiés par spectrophotométrie et I’activité antioxydante de ces extraits a été évaluée par le
test DPPH et le test B-carotene- acide linoléique. Par ailleurs, les composés phénoliques ont été extraits
a partir des tourteaux. La teneur en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés a été
déterminée par spectrophotométrie. Les extraits phénoliques de P. atlantica possedent un pouvoir
antioxydant important, ce dernier a été déterminé en utilisant les tests : DPPH", FRAP, ABTS™ et
CUPRAC, par la suite, une analyse UHPLC-DAD-ESI-MS" a été menée. Les résultats obtenus ont
montré que la teneur en acide myristique et autres acides gras saturés a augmenté pendant le
développement des feuilles, tandis que les acides linoléique, linolénique et les acides gras insaturés ont
diminué. Les pourcentages les plus élevés d'acides linolénique C18: 3 (27,25 + 5,92%) et linoléique
C18: 2 (17,68 £ 3,80%) ont été obtenus au premier stade de développement des feuilles (jeunes feuilles),
mais des niveaux de pourcentage plus élevés de C18: 1, ont été obtenus pour les deux mois consécutifs
d'aodt et de septembre (28,83 + 6,50%; 27,79 + 8,63%, respectivement). Les teneurs en lipides, en
tocophérols, en caroténoides, en stérols et en acides gras saturés et insaturés dépendaient de la période
de récolte. L'activité antioxydante a montré des pouvoirs plus élevés au premier stade de développement.
La teneur en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés a augmenté au cours de la période
d'étude. Les résultats des différents tests d'activité antioxydante ont montré que le pouvoir antioxydant
le plus élevé a été observé en ao(t, puis il a diminué vers la fin de la période d'étude. La composition
chimique réalisée par UHPLC-DAD-ESI-MSn a permis la détection de : I'acide quinique, de l'acide
digallique, de l'acide galloylquinique, de I'acide gallique, de [l'acide trigallique, des acides
digalloylquiniques, des acides trigalloylquiniques, du gallate de méthyle. L’ensemble de ces résultats
illustre le potentiel nutritionnel des feuilles de P. atlantica, et nous a permis de déterminer la période
optimale de la cueillette des feuilles qui peuvent offrir des opportunités d'exploitation rationnelle dans
les industries alimentaires ou & des fins médicinales.

Mots clés : Pistacia atlantica, feuilles, lipides, acides gras, tocophérols, polyphénols, GC/MS ;
UHPLC-DAD-ESI-MS™; activité antioxydante.



Abstract

The Pistacia atlantica tree produces an enormous amount of fruits, leaves and galls that are traditionally
used for culinary and medicinal purposes. All of these parts of the tree are rich in natural bioactive
compounds. In this study, we were interested in investigating the effect of harvest time on lipids and
phenolic compounds of P. atlantica leaves in order to provide a scientific basis for optimal collection.
Thus, the fatty acid composition of the extracted oils was determined by CG and CG/MS, total
tocopherols, carotenoids and total sterols were quantified by spectrophotometry and the antioxidant
activity of these extracts was evaluated by the DPPH test and the B-carotene-linoleic acid test. In
addition, phenolic compounds were extracted from the cakes. The content of total phenols, flavonoids
and condensed tannins was determined spectrophotometrically. The phenolic extracts of P. atlantica
have an important antioxidant power, the latter was determined using the tests : DPPH", FRAP, ABTS™
and CUPRAC, subsequently, a UHPLC-DAD-ESI-MSn analysis was carried out. The results obtained
showed that the content of myristic acid and other saturated fatty acids increased during leaf
development, while linoleic, linolenic and unsaturated fatty acids decreased. The highest percentages of
linolenic acid C18 : 3 (27.25 + 5.92%) and linoleic C18 : 2 (17.68 + 3.80%) were obtained at the first
stage of leaf development (young leaves), but higher percentage levels of C18 : 1, were obtained for the
two consecutive months of August and September (28.83 + 6.50% ; 27.79 + 8.63%, respectively). The
contents of lipids, tocopherols, carotenoids, sterols and saturated and unsaturated fatty acids depended
on the harvest period. Antioxidant activity has shown higher powers at the first stage of development.
The content of total phenols, flavonoids and condensed tannins increased during the study period. The
results of the various antioxidant activity tests showed that the highest antioxidant power was observed
in August, then it decreased towards the end of the study period. The chemical composition carried out
by UHPLC-DAD-ESI-MSn allowed the detection of : quinic acid, digallic acid, galloylquinic acid,
gallic acid, trigallic acid, digalloylquinic acids, trigalloylquinic acids, methyl gallate. All of these results
illustrates the nutritional potential of P. atlantica leaves, and made it possible to determine the optimal

harvest time that can offer rational exploitations in food industries or for medicinal purposes.

Key words: Pistacia atlantica, leaves, lipids, fatty acids, tocopherols, polyphenols, GC/MS ; UHPLC-
DAD-ESI-MS", antioxidant activity.
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DAD : Détecteur a barrette de diodes (Diode Array Detector)
DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
EAG/g MS : Equivalent acide gallique par gramme de matiere seche
EAOs : Especes actives de I’oxygene
EC/g MS : Equivalent catéchine par gramme de matiere seche
ECso : Concentration efficace pour inhiber 50% des radicaux libres
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EQ/g MS : Equivalent quercétine par gramme de matiére séche
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FID : Détecteur a ionisation de flamme (Flame lonisation Detector)
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Introduction générale

Les plantes médicinales ont une longue histoire d'utilisation, en particulier dans le
traitement de diverses maladies. Des études récentes ont également confirmé scientifiquement
leurs effets dans la prévention (Bahmani et al., 2014 ; Rafieian-Kopaei et al., 2014) et le
traitement d'une grande variété de maladies telles que le cancer (Nasri et al.,2014 ; Shirzad,
H et al.,2011), cardiovasculaire (Sadeghi., 2014) le diabéte (Akbari et al., 2013),
I'nypertension (Asgary et al., 2013). Ils sont également capables de diminuer les effets néfastes
d'autres médicaments (Amini et al., 2012) et méme de contrecarrer les toxines métalliques ou
autres (Heidarian et al., 2013). Il a été démontré que les plantes médicinales possedent
également l'avantage d'avoir de faibles effets secondaires (Sedighi at al., 2013). Par
conséquent, outre les utilisations dans I'industrie, ils sont également considérés comme des

sources fiables de nouveaux médicaments.

Au cours de ces dernieres années, nous assistons & un regain d’intérét des
consommateurs pour les produits naturels. C’est pour cela que les industriels développent de

plus en plus de procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’origine végétale.

Actuellement, plusieurs questions sont soulevées concernant la sécurité des produits
chimiques utilisés en médecine ou dans 1’industrie alimentaire. En effet, la peroxydation des
lipides au cours des processus de fabrication et de stockage des aliments sous 1’action des
radicaux libres conduit a la perte de la qualité et de la sécurité des aliments. Les antioxydants
de synthese, généralement utilisés en industrie alimentaire pour retarder I’oxydation des lipides,
sont suspectés d’avoir des effets néfastes sur la santé du consommateur (Wang et al., 2008) .
De plus, I'usage excessif d’agents antibactériens et antifongiques chimiques dans la médication
humaine ainsi que dans 1’élevage animal et la conservation des aliments conduit au
développement de microorganismes résistants a la plupart des antibiotiques (Essawi et al.,
2000). Suite a cette préoccupation, il semble donc important de trouver une alternative. Le
développement de nouveaux agents thérapeutiques s’avere indispensable pour lutter contre ces

phénomenes de résistance bactérienne et d’oxydation des aliments.

L’Algérie, en raison des conditions climatiques spécifiques, est I'une des sources les
plus riches de plantes medicinales susceptibles d’étre utilisees dans différents domaines
(pharmacie, parfumerie, cosmétique, agroalimentaire) pour leurs propriétés thérapeutiques,

organoleptiques et odorantes (Quezel et al., 1962).
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L'une de ces plantes est le Pistacia atlantica, son genre est Pistacia et sa famille est
Anacardiaceae. Ce genre compte de nombreuses especes, dont certaines en Asie et dans la
région méditerranéenne, ont une grande importance médicale, sociale et économique (Ozenda.,
1991).

L'arbre Pistacia atlantica produit une énorme quantité de fruits, de feuilles et de galles
utilisées traditionnellement a des fins culinaires et médicinales et non encore utilisées dans des
applications industrielles. Toutes ces parties de l'arbre sont riches en composés bioactifs
naturels. Cette plante est considérée comme un aliment fonctionnel, car elle est riche en
nutriments, y compris les sucres, les acides gras, les acides aminés, les minéraux, les vitamines
et les antioxydants (Benahmed et al., 2021). Les fruits contiennent une quantité importante
d'huile avec une prédominance d'acides gras insaturés (73-83%) (Yousfi et al., 2002, 2003 ;
Bentireche et al., 2019), et aussi I'huile est riche en tocopheérols (Guenane et al., 2015). La
consommation fréquente de fruits a montré un risque réduit de maladies cardiovasculaires et
des effets abaissant des cholestérols totaux et LDL ainsi que des propriétés pour eliminer les
maladies de I'estomac (Bahmaniet al., 2015). L’HISPIDIN et la lutéoline sont des antioxydants
naturels qui ont éte isolés du champignon Inonotus hispidus poussant sur Pistacia atlantica
(Yousfi et al., 2009), Les métabolites puissants HISPIDIN inhibe la principale protéase de
nCOV-2019 et pourraient constituer une stratégie efficace pour traiter les individus infectés de
Coronavirus 2019 (Serseg et al., 2020). Les différents organes de cet arbre contiennent de
I'nuile essentielle a prédominance d'hydrocarbure monoterpénique (Achili et al., 2020;
Gourine et al., 2011).

Pistacia atlantica est une source trés importante d'antioxydants naturels non toxiques
en raison de son importante activité antioxydante (Gourine et al., 2010). De plus, ces feuilles
constituent une source de composés phénoliques avec d'importants antimicrobiens, en
particulier antifongiques, antioxydants, antidiabétiques et antihypertenseurs (Benhammou et
al., 2008). L'huile essentielle de galle a montré des activités antimicrobiennes, antibactériennes,

antioxydantes et cytotoxiques (Sifi et al., 2015).

La quantité de contenu phénolique, la composition chimique des huiles essentielles
des feuilles de Pistacia atlantica et les activités antioxydantes dépendent des saisons et varient
au cours des différents stades de développement des feuilles (Gourine et al., 2010 ; Benahmed
et al., 2017). La composition phytochimique des extraits huileux des feuilles, des fruits et des

galles varie en fonction des étapes de maturation (Chelghoum et al., 2020). Les extraits
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lipidiques et les fractions méthanoliques et insaponifiables de galles de P. Atlantica
ont montré d’importantes activités antioxydantes et inhibitrices d'a-amylase (Hefied et al.,
2020).

Sur la base de ce qui a été exposé, il nous a paru intéressant d’une part de confirmer
les résultats obtenus au sein de notre laboratoire et d’autre part de mettre en évidence 1’effet de
la saison de cueillette des feuilles de Pistcia atlantica sur le contenu des lipides et des composés
phénoliques. La réponse a cette problématique permettrait de déterminer le moment optimale
de cueillette des feuilles riches en composés bioactifs et par conséquent orienté 1’utilisation des

feuilles en fonction de saison de cueillette.

La présente étude est reparties en trois parties principales, dont, La premiére partie est
une revue de synthése bibliographique sur le pistachier de 1’ Atlas (Pistacia atlantica), détaillant
I’état de connaissance sur I’arbre et les différentes activités biologiques des extraits des especes
de Pistacia, ainsi qu’un apercu sur les lipides, les composés phénoliques et I’activité

antioxydante.

Dans la deuxieme partie, les modes opératoires des techniques employées et les
méthodes utilisées ont été détaillés.
La troisiéme partie présente 1’ensemble des résultats obtenus et leurs interprétations.

Cette partie est structurée en deux chapitres :

> Le premier chapitre est consacré a 1’étude de la fraction lipidique. Nous nous sommes
intéressés au rendement d’extraction, a I’analyse des acides gras par CG et CG/SM,
au dosage des caroténoides, des tocophérols et des stérols totaux par
spectrophotométrie ainsi qu’a 1’évaluation, sur des systémes in vitro, des propriétés
antioxydantes. Par la suite, une analyse statistique de données par le logiciel XLSTAT
est également rapportée.

> Le deuxieme chapitre, est dédié a lIétude des composes phénoliques issus des tourteaux.
Nous avons procédé a I’extraction, au dosage des phénols totaux, des flavonoides et
des tanins condensés ainsi qu’a 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
phénoliques au moyen de quatre différents tests. Une chromatographie liquide a haute
pérformance CLHP a été réalisée par la suite pour une tentative d’identification des

composés phenoligues renfermés dans ces extraits.
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1. Description de Pistacia atlantica

Le genre Pistacia de la famille des Anacardiacées, comprend de nombreuses especes
trés répandues dans la région méditerranéenne et moyen-Orientale (Tutin et al., 1968). 1l est
représenté en Algérie par quatre especes a savoir : Pistacia terebinthus, Pistacia vera, Pistacia
lentiscus, Pistacia atlantica.

Le pistachier de 1’ Atlas (Pistacia atlantica) n’a été décrit qu’en 1799 par le botaniste
francais René Louiche Desfontaines dans la publication de Flora atlantica (Monjauze, 1968).
Appelé « tisemlal » en langue berbére, « el botma », « betouma », « el boutma », ou encore «
el boutmaia » en arabe substantif, dont le nom collectif est dit «b’toum » en Afrique du Nord et
« boutmela » au Proche-Orient, le pistachier de 1’Atlas est une espece ligneuse et spontanée
pouvant atteindre 10 m de haut. L’arbre posséde un tronc individualisé et a frondaison

hémisphérique (Quézel P., 1963) (Figure 1.1).

Les feuilles composées de Pistacia atlantica sont constituées de sept a neuf folioles,
stipulées, a rachis finement ailé et a folioles lancéolées obtuses au sommet (Fennane et al.,
2007), de couleur vert pale et sont imparipennées, glabres et sessiles, elles sont caduques et
chutent en automne (Yaaqobi et al., 2009) (Figure 1.2). Les fleurs sont en grappes laches, les

fruits, gros comme un pois, sont des drupes (Ozenda, 1983).
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Figure 1.1 : Arbre de Pistachier de I’Atlas de la région de Laghouat.
(Photo prise par Benguechoua MI)

Figure 1.2 : Feuilles de pistachier de 1’ Atlas de la région de Laghouat
(Photo prise par Benguechoua MI)
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2. Systématique

La classification botanique du Pistacia atlantica est présentée dans le Tableau I.1.

Tableau I. 1 : Classification botanique de Pistacia atlantica Desf. (Yaaqobi et al., 2009).

Régne Plantae
Embranchement Tracheobionta
Super-division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia

Espéece Pistacia atlantica

Selon les données rapportées par Zohary, 1952, Pistacia atlantica Desf. se subdivise
en quatre races éco-géographiques :
%+ ssp. cabulica (Stocks) Rech. f., localisée au Pakistan, en Afghanistan et au sud de I’Iran
% ssp. Mutica Rech. f. répartie en Caucasie, en Arménie, en Crimée au nord de la
Turquie et au nord de I’Iran
+¢+ ssp. kurdica Rech. f., distribuée a I’ouest de 1’Iran, au sud-est de la Turquie, en Syrie
et en Palestine

¢+ ssp. atlantica native des pays du grand Maghreb.

3. Ecologie et aire de répartition
D’aprés Zohary (1952,1987) et Quézel et Médail (2003), cette espece est commune

de deux régions méditerranéenne et irano-touranienne. Cependant, Manjauze (1980) et
Ozenda (1983) la qualifie d’endémique de I’ Afrique du nord (Belhadj et al., 2008). Elle est
tolérante pour plusieurs types du sol incluant les alcalins. Elle se contente d’une faible
pluviométrie de I’ordre de 150 mm et parfois moins (Benhssaini et Belkhodja., 2004). Pistacia
atlantica Desf. se régénére et se développe dans les endroits les plus arides ou peu d’espéces
d’arbres peuvent s’établir et persister. Sa croissance est trés lente. Il occupe une aire tres vaste
englobant le Maroc, I’ Algérie, la Tunisie, la Libye, la Syrie, la Jordanie, Palestine, I’Iran et
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I’ Afghanistan (Kaska et al., 1996 ; Khaldi et Khouja, 1996 ; Sheibani, 1996). En Algérie, on
le trouve dans les régions arides et semi-arides, en particulier les hautes-Plaines, ou il prospére
dans les lits d’oueds et Dayas. En raison de sa rusticité et sa résistance a la secheresse et dans

le cadre des reboisements pour la protection de steppe pastorale.

4. Utilisation

Pistacia atlantica est une espéce multi-usage, la population locale I’utilise comme :
- Porte-greffe du pistachier vrai (P. vera), puisqu’elle résiste aux conditions édaphiques
extrémes.
- Source de fruits comestibles : la population locale en extrait une huile trés appréciée.
- Abri de beaucoup d’animaux : le pistachier de 1’Atlas étant le seul arbre de la steppe, il sert

de refuge a beaucoup d’animaux contre la chaleur et les radiations solaires.

Monjauze (1968) indique que les populations locales exploitaient la résine de
I’écorce du pistachier de I’ Atlas dans la fabrication d’onguents en pharmacie traditionnelle.
Cette plante est tres utile comme antiseptique, antifongique, et dans les maladies abdominales
(Baba Aissa, 2000).

5. Travaux antérieurs

Plusieurs études dont I’objet était la mise en évidence de nombreuses activités et
I’isolement et la caractérisation de molécules biologiquement actives ont montré que les extraits
issus de différentes parties de I’arbre de Pistacia atlantica possedent des composés responsables
de diverses activités biologiques. Nous présentons en détails les différentes activités
biologiques des extraits des especes de Pistacia dans les tableaux 1.2 - 1.7.
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5.1. Activité antioxydante

Divers constituants des fruits et des feuilles de P. atlantica, ainsi que d’autres espéces

de Pistacia ont montré des activités antioxydantes significativement plus élevées que celles des

antioxydants standards. L'activité antioxydante des extraits huileux, huiles essentiels et extraits

phénoliques de plusieurs especes de Pistacia est présentée dans le tableau 1.2.

Tableau I. 2 : Activités antioxydantes des différents extraits des especes de Pistacia

Extraits huileux
Espéce Partie Meéthode Résultats Réf.
étudiee utilisée
P. atlantica Fruits DPPH ECs0=17,1a51,3 mg/mL Guenane et
(Algérie) al., 2017
P. atlantica Fraction DPPH ECs0=0,48 a 0,87 mg/mL Bentireche
(Algérie) insaponifiable etal., 2019
des fruits
P. atlantica Feuilles, DPPH 0,0153-0,41 mg/mL Chelghoum
(Algérie) galles et fruits et al., 2020
Frap 1,51-17,11 uM aT/g
ABTS 0,72- 40,91 uM oT/g
P. atlantica Galles DPPH 101,13-437,8 mg AA/g Hefied et al.,
(Algérie) 2020
FRAP 162,35-553,18 mg AA/g
ABTS 49,51-190,45 mg AA/g
P. lentiscus
(Algérie) Feuilles DPPH ECs0=3,28-4,51 mg/mL Harrat et
al., 2018
[ —carotene ECs0=1,43-2,59 mg/mL
Belyagoubi-
P. lentiscus Fruits DPPH ECs0=20,61mg/mL Benhammou
(Algérie) etal., 2018
P. atlantica Coque La méme activité antioxydante que celle de la Farhoosh R
(Iran) tert-butylhydroquinone (TBHQ) & de faibles etal., 2009
concentrations (100ppm).
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Suite du tableau 1.2

Espece Partie Méthode Résultats Réf.
étudiée utilisée
Huiles essentiels
P. atlantica Feuilles DPPH EC50=8,80et 27,48 mg/mL | Gourine et al.,
(Algérie) FRAP AEAC =4,95-11,81 2010
P. lentiscus Feuilles et DPPH Faible activité antiradicalaire
P. lentiscus Feuilles DPPH ECs0=60-110 pg/mL Bachrouch et al.,
(Tunisie) [ -carotene ECs0=100-110 pg/mL 2013
P. lentiscus
(Tunisie) Feuilles | B -carotene | ECs0=5,57a11,20mg/mL | Aissietal., 2016
P. lentiscus
(Italie) Feuilles DPPH ECs0=0,52-4,61 mmol/Il Barraetal.,
2007
P. terbintus _ H202 Inactif contre le radical H20>
(Turquie) Fruits Métal Pouvoir remarquable Orhanetal,
chélate 2012
Extraits phénoliques
P. atlantica
(Algérie) Feuilles DPPH ECs0=27.76 mg/mL Benhammou et
P. lentiscus ECs0=90.87 mg/mL al., 2007
(Algérie)
P. atlantica Feuilles DPPH ECs0=2.48~10.8 mg/mL Maamri (2008)
(Algérie)
P. lentiscus Feuilles DPPH ECs0=0.166 mg/mL Zitouni et al.,
(Algérie) 2016
P. atlantica Différentes DPPH ECs0=0.068~2.39 mg/mL Asghar-
(Iran) parties des Hatamnia et al.,
Fruits 2014
P. atlantica Fruits DPPH ECs0=21.45~40.51 pg/mL Guenane et al.,
(Algérie) 2017
P. atlantica Feuilles DPPH 262-675 mg AA/g Benahmed et
(Algérie) al., 2017
RPC 259-989 mg AA/g
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5.2. Activité antibactérienne

La plupart des extraits des especes de Pistacia se sont avérées posséder des propriétés

antibactériennes importantes contre une grande varieté de bactéries. Le tableau 1. 3 résume

quelques-unes.

Tableau 1.3: Activité antibactérienne des extraits de Pistacia

fragilis, Escherichia coli et M.
smegmatis

Espéce Extrait étudiée Résultats Réf
CMI = 0,13 a 7,99 ul/ml inhibe
P. atlantica | Huiles essentiellesde | gscherichia  coli, Bacillus  cereus, | Sifietal.,
(Algérie) galles Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 2015
aureus, MRSA+, Salmonella typhi et
Candida albicans
Un effet antimicrobien sur les cing | Benabdallah
P. atlantica | Huiles essentielles de | souches : Staphylococcus aureus, | etal., 2017
(Algeérie) | Feuilles et d’oléorésine | Escherichia coli, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella  pneumoniae et
pseudomonas aeruginosa
Un réle antimicrobien protecteur des galles | Gerchman
P. atlantica Extrait aqueux de contre : Bacillus spp et Pseudomonas | etal., 2011
galles aeruginosa
Une activité bactérienne importante qui | Djenidi 2012
P. atlantica | EXtraitphénoliquede | g>gtend sur la totalit¢ des souches :
(Algérie) Feuilles Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa
P. atlantica Staphylococcus aureus, Klebseilla | Benhammou
(Algérie) | Extraitphénolique de | hneymoneae, Salmonella  Typhi, | et al., 2008
: Feuilles Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
P. Ientls_cus coli et Candida albicans.
(Algérie)
P. veras CMI de 0.05a 1.0 _g/mL qui inhibe Candida | Yuan et al.,
(Turquie) Extrait de Gomme | g|picans, Micrococcus Iuteus, Klabsiella | 2012

Concentration minimale inhibitrice (CMI).

5.3. Activité antiparasitaire

Les résultats relatifs a I’activité antiparasitaire des extraits de Pistacia atlantica sont

consignés dans le tableau 1. 4.
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Tableau 1.4: Activité antiparasitaire des extraits de Pistacia atlantica

Espéce Extrait étudiée Résultats Réf
La gomme de P. atlantica var. kurdica peut | Taran at
étre utilisée pour controler la leishmaniose | al., 2010
P. atlantica Extrait de Gomme letanée causée par L. rr}aj:or et inhiber le
(Iran) développement des lésions de cette
derniere.
P. atlantica Extrait d'acétate Clso = 34 upuM envers la souche | Adams et
d'éthyle Plasmodium falciparum K1. al., 2009
Isolement de la substance active flavone 3-
méthoxycarpachroméne

5.4. Activité antimutagene

Les données sur l'activité antimutagene des extraits du genre Pistacia sont résumées
dans le tableau I.5.

Tableau 1.5: Activité antimutagene des parties d’especes de Pistacia

Espéce Extrait étudiée Résultats Réf
Effet inhibiteur significatif sur la | Douissa et
P. lentiscus | Huiles essentiellesde | mytagénicité  in vitro,  Inhibition | al., 2005
(Tunisie) Feuilles mutagénique de 76,7% en 250, de 82,8%

en 500, et 96,5% en 1000 g / plaque.

L'acide gallique, I'acide digallique et le 1, | Bhouri et
2, 3, 4, 6 pentagalloylglucose, des | al., 2010

Extrait de Fruits polyphénols isolés des fruits de P.
P. lentiscus lentiscus, ont induit une activité inhibitrice
(Tunisie) contre la mutagénicité et la génotoxicité

dans les essais in vitro

5.5. Activité antidiabétique

Le tableau 1.6 expose quelques résultats sur 1’activité antidiabétique de Pistacia

atlantica
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Tableau 1.6: Activité antidiabétique des extraits de Pistacia atlantica

Espéce

Extrait étudiée

Résultats

Ref

P. atlantica

Extrait de Feuilles

Inhibition de a-glucosidase et a-amylase

Une activité antihyperglycémique
postprandiale égale au glipizide et a la
metformine chez le rat et une intolérance au
glucose améliorée

Kasabri et
al., 2011

P. atlantica
(Iran)

Extrait de fruits
(par N-hexane)

la prise orale quotidienne de 200 mg/kg
d'extrait de P.atlantica pendant 15 jours
conduit & la diminution de la concentration
de glucose sanguin dans la plage normale
chez les souris diabétiques

Hashemnia
etal., 2015

P. atlantica
(Algérie)

Extrait de Feuilles

A Tlaide des empreintes digitales LC
d'extraits de feuilles de P. atlantica les pics
probablement responsables a inhiber les
enzymes liées au diabéte de type 2 (a-
amylase et a-glucosidase) et a
I'nypertension ont été attribué. Sept pics
correspondant a des COMpOseés
possiblement anti-amylases, tandis que 6
pics étaient considérés comme importants
pour inhiber l'activité de I'a-glucosidase.
huit pics étaient importants a I'hypertension
(inhibent l'activit¢ de I’enzyme de
conversion de l'angiotensine-1 (ACE-I1)

Benahmed
etal., 2018

5.6. Activité anticancéreuse
L'activité anticancéreuse des extraits des especes de Pistacia a fait I'objet de plusieurs

études comme le montre le tableau 1.7.
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Tableau 1.7: Activité anticancéreuse des extraits des espéces Pistacia

Espece Extrait étudiée Résultats Réf
P. atlantica sub. Effet inhibiteur sur les cellules de Rezaei et al.,
kurdica Extrait de Fruits | carcinome du colon humain, identique a la 2012
Doxorubicine
L’extrait induit une cytotoxicité dans les Amiri et al.,
P.atlantica | Extraitde la peau | cellules de cancer de la prostate humaine 2016
kurdica des fruits (PC3) et que la réduction de la viabilité
(Iran) (par "éthanol) | oy laire montrait un schéma dépendant
du temps et de la dose et avait moins
d'effet cytotoxique sur les cellules
fibroblastique de souris.
P. lentiscus Extrait de Gomme | Inhibition de la croissance tumorale 56,4% + | Magkouta et
Grece 5,7 de volumes tumoraux chez les souris
immunocompétentes. al., 2009
P. atlantica Extrait de Fruits | Exerce des effets cytotoxiques et anti- Ashkvandi
subsp. Krudica (par I’éthanol) prollferatlfs sur dl\_/erses lignées cellulaires et al., 2019
(Iran) cancéreuses humaines KB

5.7. Composition phytochimique

Divers composés phytochimiques ont été identifiés chez les espéces de Pistacia. Les
plus importants d'entre eux, en se concentrant sur Pistacia atlantica sont mentionnés ci-dessous
(Tableau 1.8). L'huile essentielle est I'un des principaux composants des especes de Pistacia
dont il se trouve dans les fruits mdrs et non mdrs, les bourgeons a feuilles, les rameaux, les
feuilles, les fleurs, la résine et les galles. L'analyse des huiles essentielles a montré de
nombreuses différences qualitatives et quantitatives dans la teneur en huiles essentielles
obtenues a partir de diverses parties de la plante. Les différences sont liées a des paramétres tels
que les especes et parties de plantes, le moment de la récolte, les conditions climatiques,
I'origine géographique et le genre des cultivars (Gwala., 2011 ; Benamar et al., 2010). Les
monoterpenes oxygénés et les hydrocarbures sont les principaux constituants de I'huile
essentielle. L a-pinéne est le principal composé des hydrocarbures monoterpéniques, que I'on
retrouve dans certaines especes comme P. atlantica (Delazar et al., 2004). D'autres composants
majeurs ont été isolés de diverses parties des especes de Pistacia, y compris les parties aériennes
de P. atlantica qui contiennent des composés phénoliques et les flavonoides avec une activité

antioxydante remarquable (Bozorgi et al., 2013 ; Kawashty et al., 2000).
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La teneur en huile dans les fruits mdrs de P. atlantica est d'environ 32,8-45% ('Yousfi et al.,
2002). L'acide oléique est I'acide gras le plus abondant dans I'huile de P. atlantica (Baradaran
et al., 2014). D'autres acides gras identifiés dans cette plante sont présentés dans le tableau 1.8.
Le principal stérol dans les fruits de P. atlantica est le sitostérol (Trabelsi et al., 2012). L'huile
de fruits de P. atlantica, en plus d'avoir une odeur et un godt agréable, est recommandée pour
la production d'huiles végétales avec une grande quantité d'acides gras oméga-3 comme 1’acide
linolénique et 1’acide oléique (Trabelsi et al., 2012). Les tocophérols et les tocotriénols sont

également abondamment trouvés dans I'huile de coque de P. atlantica (Farhoosh et al 2010).
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Tableau 1.8: Composés chimiques identifiés a partir des extraits des espéces de Pistacia

Composé Espece Partie étudiée | Réf
P.atlantica Fruits, Feuilles, | Delazar et al., 2009
Galle. résine Bozor_gi etal., 2013
’ Gourine et al., 2009
a-Pinene P.lentiscus Fruits, Feuilles, | Mecherara-Idjeri et al.,
parties 2008 (part ,I1)
aériennes Gardeli et al.,2008
P.vera Feuilles, fruits | Tsokou et al., 2007
® non mars
,g,_ P.terebinthus | Fruits Ozcan et al., 2009
= P.lentiscus Fruits, Feuilles | JN Roitman et al., 2011
é limonene P.terebinthus | Fruits Couladis M et al., 2003
B Terpinoléne P.atlantica Feuilles JN Roitman et al., 2011
b P.vera
g (E)-B-Ocimene P.vera
g P.terebinthus | Fruits, Feuilles | Flamini et al., 2004
b P.atlantica Feuilles, fruits | Tzakou et al., 2007
= terpinéne-4-ol non mars
§ P.terebinthus | Feuilles Duru et al., 2003
‘- P.lentiscus
3 acetate de bornyle P.atlantica Fruits Barrero et al., 2005
= P.atlantica | Fruits JN Roitman et al., 2011
a sabinene Fruits non Tzakou et al., 2007
a mars,
5 Bourgeons a
L feuilles
P.lentiscus Fruits, Feuilles | JN Roitman et al., 2011
myrcene P.atlantica Fruits non Tzakou et al., 2007
mars, Feuilles
P.lentiscus Fruits, Feuilles | Congiu et al., 2002
p-mentha-1 (7), 8 P.atlantica Feuilles, Tzakou et al., 2007
diéne Bourgeons a
feuilles
A3 -caréne P.atlantica Galle Gourine et al., 2010
Spathulénol P.atlantica Ait Said et al., 2011
P. khinjuk Feuilles Taran et al., 2010
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Suite du tableau 1.8.

Composé Espéce Partie etudiée | Réf
Acide masticadiénonique | P.lentiscus | Résine Assimopoulou et al.,
2005
P.atlantica Sharifi et al.,2012
Acide masticadiénolique | P.lentiscus | Résine Assimopoulou et al.,
2005
P.atlantica Sharifi et al.,2012
Acide morolique P.lentiscus | Résine Assimopoulou et al.,
2005
33_ P.atlantica Sharifi et al.,2012
§ Acide oléanolique P.lentiscus | Résine Assimopoulou et al.,
E 2005
P.atlantica Sharifi et al.,2012
Acide ursonique P.atlantica | Résine
Acide- 3-O-acetyl-3- P.atlantica | Résine
epiisomasticadienolique
P.vera Graine et peau Tomaino et al., 2010
Acide gallique, P.lentiscus | Feuilles Romani et al., 2002
" Hispidine, Ispolone, P.atlantica | Galle, Feuilles Yousfi et al., 2009
S Litéoline
% Acide Digallique P.lentiscus | Fruits Bhouri et al., 2010
S Catéchine P.vera Graine et peau | Tomaino et al., 2010
= P.lentiscus | Feuilles Romani et al., 2002
§ Quercetin-3-glucoside P.atlantica | Feuilles Kawashty et al., 2000
o
g Quercetin-3-Orutinoside | P.vera Graine et peau Tomaino et al., 2010
O Luteolin
3- Methoxycarpachromene | P.atlantica | Parties aériennes | Adams et al., 2009
Myricetin-3-glucoside P. khinjuk | Parties aériennes | Kawashty et al., 2000
3-méthoxycarpachroméne | P.atlantica | Parties aériennes | Adams et al., 2009
Les acides gras repondus
dans le reigne vegetale
Yousfi et al., 2002,
2003, 2005
@
S P.atlantica | Fruits Satil et al., 2003
(7p)
D
% Farhoosh et al.,
< 2008
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1. Généralités sur Les lipides

Les lipides représentent une famille hétérogene de molécules organiques insolubles
dans I’eau et dans les solvants polaires et solubles dans les solvants non polaires tels que les
hydrocarbures et le chloroforme. Ils comprennent les graisses, les huiles ainsi que les
phospholipides et les glycolipides qui constituent les bicouches membranaires. Les stérols
(alcools stérols) et les molécules qui comportent une grande chaine d’hydrocarbures tels que
les pigments chlorophylliens ou les caroténoides, bien qu’ils soient chimiquement différents,

sont considérés comme des lipides sur la base de leur solubilité (William G ;2003).

1.1. Classification
Il existe, étant donné la complexité de cette famille de molécules, plusieurs
classifications dont I'une des plus importantes est celle qui repose sur la structure ; on distingue
ainsi (Brigitte et al., 2008) :

1.1.1. Lipides vrais
Des esters d'acides gras et d'alcool. Ils sont saponifiables, c'est-a-dire qu'ils forment
des savons lors de leur hydrolyse par une base forte en milieu alcoolique. Ils se subdivisent en

lipides simples et lipides complexes :

a) Lipides simples
Composés uniquement de carbone, d'’hydrogene et d'oxygene, parmi ces lipides

simples, nous trouvons les glycérides, les cérides et les stérides.

o Glycérides

Des graisses neutres hydrophobes, insolubles dans I'eau, et dont le point de fusion est
d'autant plus élevé que le taux d'acides gras insaturés entrant dans leur composition est plus
faible. Leurs principales propriétés chimiques sont dues aux fonctions esters, a la chaine
aliphatique de I'acide gras et, surtout, aux doubles liaisons.

Les glycérides sont donc des esters du glycérol et des acides gras. Ils sont présents
dans la quasi-totalité des tissus de tous les étres vivants. Ils sont particulierement abondants
dans le tissu adipeux, les triglycérides constituant la principale forme de stockage des lipides
(William G. ;2003). (Figure 1.3).
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Figure 1.3 : Les glycérides
e Ceérides

Les cérides sont les principaux constituants des cires animales ou végétales. L'alcool
estérifiant I'acide gras n'est plus de glycérol mais un alcool a longue chaine. Les acides gras
présents sont en général saturés, rarement insaturés et tres rarement hydroxylés. (Brigitte et al.,

2008, Charles et al., 2003).

Céride = acide gras + alcool a longue chaine

e Stérides

Les stérides sont des esters d'acide gras et de stérol, ils se rattachent a 1I’enchainement

biochimique ayant pour base I’isopréne actif (Brigitte et al., 2008 ; Charles et al., 2003).

Stéride= acide gras + stérol

b) Lipides complexes

Les lipides complexes sont également dénommés hétérolipides, leur molécule
renferme non seulement du Carbone, de I'oxygeéne et de I'nydrogéne, mais aussi de I'azote et du
phosphore.

. les glycérophospholipides et les

IIs comprennent essentiellement deux familles :

sphingolipides.
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e Glycérophospholipides

Les glycérophospholipides, encore appelés phospholipides ou phosphoglycérides,
résultent de I'association d'acide gras et d'acide phosphatidique (Brigitte et al., 2008)

Glycérophospholipide = acide gras + acide phosphatique en position -3 du glycérol.

e Sphingolipides

Comparées au glycérophospholipides les glycolipides ont au lieu de glycérol et de son
groupement acyle en position 1 un aminoalcool complexe, la sphingosine (Brigitte et al.,
2008).

1.1.2. Composés a caracteres lipidiques
Ce sont les composés naturels qui ne font pas partie des lipides vrais (liaison avec des
acides gras, saponifiables) mais qui en possedent des propriétés (physiques et chimiques), tout
particulierement la solubilité : insolubles dans I’eau et solubles dans les solvants organiques

apolaires. Ils se divisent en Icosanoides et Isoprénoides.

e |cosanoides

Dérivés d'un acide gras a 20 atomes de carbone : prostaglandines, leucotrienes,

thromboxanes, ils jouent un réle de médiateurs chimiques.

» Isoprénoides

Appelés aussi lipides isopréniques, avec les terpénes (vitamines liposolubles,
composés aromatiques d'huiles essentielles, hormones d'insectes) et les stéroides (le cholestérol,

Les acides biliaires, la vitamine D, les hormones stéroides). (Brigitte et al., 2008).
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1.1.3. Constituants mineurs :

Les huiles brutes renferment a coté des triglycérides des constituants mineurs comme

les stérols, les tocophérols, les hydrocarbures et les caroténoides.

1.1.3.1. Tocophérols
a) Structure chimique
Les tocophérols constituent une fraction mineure de 1’insaponifiable des corps gras.
Ce sont des composés phénoliques possédant un noyau chromane portant en carbone 2 une
chaine latérale tri-isopropénique saturée dans le cas des tocophérols et tri-insaturée dans le cas
des tocotriénols. La substitution du noyau aromatique par des groupements méthyles conduit

aux quatres combinaisons naturelles données dans la Figure 1.4.

CHs R
" \AAANY
Composés
R: R, A B
Me Me o-tocophérol a-tocotriénol
H Me -tocophérol [3- tocotriénol
Me H y-tocophérol v- tocotriénol
H H -tocophérol &- tocotriénol

Figure 1.4 : isomeres des tocophérols
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b) Role biologique de la vitamine E

La vitamine E est connue comme antioxydant, gradce a sa capacité a inhiber les
peroxydations lipidiques. (Cheeseman et slatre, 1993). A cet égard, elle participe avec
nombreuses autres substances, a la lutte contre les formes réactives de I'oxygéne, c'est-a-dire la
lutte contre les radicaux libres et les éléments non radicalaires produits lors de la formation des
radicaux libres (Cuvelier et al., 2003). Elle stabilise les membranes cellulaires parce qu’elle
participe a la formation des phospholipides membranaire. La vitamine E a une action sur
I’agrégation plaquettaire. Les plaquettes sont riches en vitamine E et le déficit en ce dernier
induit des microthromboses. En plus la vitamine E démunira I'activité de la lipoxygénase des
plaquettes. Egalement, elle a une action sur le métabolisme des globules rouges. La Vitamine
E protege les membranes érythrocytaires contre I'action de la peroxydase de I'hémoglobine sur
les AG désaturés. Elle Exerce un effet régulateur sur la synthése de I'néme et des enzymes

héminique comme le cytochrome et la catalase (Frenot et Vierling, 1997).

1.1.3.2. Stérols

a) Structure chimique

Ce sont des composés tétra cyclique comportant le plus souvent 27, ou 28 et méme
parfois 29 atomes de carbone, ils différent de leurs précurseurs biosynthétiques. Le noyau tétra
cyclique posséde le plus souvent une double liaison localisée fréquemment en position 5, mais
que I'on peut rencontrer en position 7 (Figure 1.5). La chaine latérale R possede huit a neuf ou
dix atomes de carbone ; elle peut étre saturée ou renfermer en 22,24(25) ,24(28) ou 25(27) une

ou deux doubles liaisons qui ne sont jamais conjuguées. (Naudet ,1992)

Les stérols constituent une fraction importante de l'insaponifiable. (Naudet, 1992). Le
stérol le plus abondant dans le régne végétal et sans conteste les sitostérols, suivi du

campestérol, du stigmastérol, de I'isofucostérol et dans regne animal en trouve le cholestérol.
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Figure 1.5 :  Structure de base des Stérols (Naudet, 1992).

b) Role biologique des stérols

Les stérols jouent un role tres important dans le corps humain ce sont les précurseurs

des hormones stéroidiennes (hormone génitale ou corticosurrénal) et acide biliaires, vitamine

D, hétéroside cardiotonique de la digital et du strophantus, saponine, certaine composante du

venin de crapaud. (Biochimie médical). Parmi les stérols le cholestérol joue un réle important,

intervient dans les précurseurs de la vitamine D3 et les précurseurs des sels biliaires (synthétise

par le foie et accumule dans les biles) (Frénot et Vierling, 1997).
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1.2. ROle biologique des lipides

Dans I’organisme, les lipides ont 4 fonctions principales :

v' Réserve d'énergie : stockés sous forme de triglycérides dans les tissus adipeux, les
lipides constituent ainsi une réserve énergétique mobilisable (1g de lipides donne
environ 9,3 Kcal) (Lagarde, 2003; Chos, 2005).

v" Un role structural : les acides gras servent a la synthése d'autres lipides, notamment
les phospholipides qui forment les membranes autour des cellules et des organelles. La
composition en acides gras de ces phospholipides donne aux membranes des propriétés
physiques particulieres (élasticité, viscosité) (Yvon, 1996).

v" Un réle de messager : les acides gras sont les précurseurs de plusieurs messagers intra
et extracellulaires. Par exemple, l'acide arachidonique est le précurseur des
eicosanoides, hormones intervenant dans 1’inflammation, la coagulation sanguine
(Yvon, 1995).

v" Un role de transport de vitamines : les corps gras alimentaires véhiculent quatre
vitamines liposolubles : A, D, E et K. (Yvon , 1995)

1.3. Acides gras

Les acides gras sont les constituants élémentaires des lipides. Ils sont composés d’une chaine
hydrocarbonée comportant a une extrémité un groupement méthyle CHs et a I’autre extrémité
un groupement carboxyle COOH. lls se définissent par leur nombre de carbone, leur degré
d’insaturation (nombre de doubles liaisons) et la position des doubles liaisons. Ainsi 14:0 et
16:0 désignent un acide gras a respectivement 14 et 16 atomes de carbone et sans double liaison.
18:1n-9 et 18:1n-7 désignent un acide gras a 18 carbones et une double liaison. Pour ces deux
acides gras, les doubles liaisons sont situées respectivement au 9eme et au 7éme carbone en
partant de I’extrémité méthyle de la chaine carbonée. Ceci est également noté 18:1_9 ou 18:1w9
ou 18:1n-9. Les acides gras insaturés sont généralement sous la forme cis (= « du méme coté »
c'est-a dire que leurs deux atomes d'hydrogéne se trouvent du méme c6té du plan formé par la
double liaison carbone). Les acides gras ont également un nom commun comme 1’acide
palmitique 16:0, 1’acide oléique 18:1n-9, et ’acide linolénique 18:3n-3, leur nom dérivant de
leur origine, comme ici, I’huile de palme, I’huile d’olive et I’huile de lin. Il existe également
des noms dérivant de la nomenclature gréco-romaine comme 1’acide eicosapentaénoique (EPA)
20:5n-3 et I’acide docosahexa¢noique (DHA) 22:6n-3.
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1.3.1. Acides gras saturés (AGS)
Les acides gras saturés sont présents dans le réegne animal y compris chez les poissons
sous forme de chaine carbonée allant de 14 a 24 carbones. Cependant les acides gras les plus

abondants sont le 16 :0 et 18 :0, et dans une moindre mesure le 20 :0.

Exemple : Acide palmitique CHsz —(CH2)14 — COOH

I:NVWW\/(.MH

HC
Figure 1.6 : Acide palmitique

1.3.2. Acides gras mono —insaturés (AGMI)

Parmi les AGMI le 18:1n-9 et le 16:1n-7 sont les plus répandus dans la plupart des
lipides du poisson. Cependant, le 20:1n-9 et le 22:1n-11 sont souvent retrouvés dans les lipides

neutres, ces derniers dérivent des acides gras présents dans le zooplancton (Ackman, 1989).

1.3.3. Acides gras poly-insaturés (AGPI)

Les AGPI les plus abondants chez le poisson sont le 20:4n-6 et son précurseur le 18:4n-
6, ainsi que le 20:5n-3 et 22:6n-3 et leur précurseur le 18:3n-3. Les poissons sont de loin les
animaux pour lesquels la teneur en AGPI de la famille n-3 est la plus éleveée, dans le filet elle
varie de 15 a plus de 35% selon I’espece. Dans le milieu naturel, la richesse en AGPIn-3 est
liée a la composition du phytoplancton ou ces acides gras représentent plus de 40% des lipides
totaux. Ces AGPIn-3 sont conservés aux niveaux trophiques supérieurs : 15 a 20% dans le
zooplancton et 20% chez le poisson (Sargent et al., 1989). Cependant, dans les écosystémes
d’eau douce, c’est le 18:3n-3 qui est majoritaire (9 a 15% des acides gras totaux) alors que dans
les écosystémes marins ce sont les AGPI a longue chaine (20 carbones et plus) qui prédominent
(25 a 38%) (Sargent et al., 1989). Cette différence a des répercussions sur les besoins et la
synthese des acides gras chez le poisson. En général, les poissons marins ont des teneurs plus

¢levées en AGPI longs que les poissons d’eau douce.
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2. Généralités sur les composés phéenoliques

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques synthétisées par les
veégétaux a partir de métabolites primaires (acides amines, hydrates de carbone) par diverses
voies (Makhloufi, 2013). Ces composés sont souvent considérés comme n’étant pas essentiels
alavie de laplante (Levasseur-Garcia et al., 2013), mais plut6t interviennent dans les relations
avec les stress biotiques, abiotiques ou améliorent ’efficacité de reproduction ;Dont ils
participent a la protection de I’attaque des pathogénes ou des herbivores, attraction des
pollinisateurs(Guitton, 2010), comme ils participent a des réponses allélopathiques, ils sont
aussi des molécules trés utiles pour 1’homme, comme colorants, aromes, antibiotiques,
herbicides, drogues... etc.(Merzougui et Tadj, 2015)

Parmi les polyphénols les plus abondants dans la nature, citons 1’(-)-epicatechine (1),

le Kaempferol (2), ’acide éllagique (3), I’acide cinnamique(4), la procyannidine B1(5) (Figure

1.7)
OH
HO o
OH
2
OH o Q
0 OH

HO OH
HO OH

Figure 1.7 : Les polyphénols les plus répandus dans la nature
(Ribéreau, 1968)

2.1. Classification

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et ’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 1.9) Ces

molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques
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Tableau 1.9: Les principales classes de composés phénoliques (Pengelly A., 2004)

. Structure Classe Exemples
C6 Phénols simples Phloroglucinol
C6-C1 Acide Acide salicylique
hydroxybenzoiques
C6-C2 Acides phényl- 2-
acetiques hydroxyacetophenone
C6-C3 Acides cinnamiques | Acide sinapique
Coumarines Esculétol
C6-C1-C6 Xanthone Mangiférine
C6-C2-C6 Stilbenes Pinosylvine
C6-C3-C6 Flavonoides Naringenine
C6; C10; C14 Quinones Naphtoquinone
C18 Betacyanines -
Polymeres Lignanes ; Podophyllotoxine
Neolignane
Lignines - -
Tanins - -

2.1.1. Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des

structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les

fruits, les légumes, les graines, les boissons et d’autres parties de la plante (Tsimogiannins et

Oreopoulou, 2006). Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux

qui peuvent participer dans les processus photo synthétiques (Mukohata et al., 1978), dans la

régulation de gene et dans le métabolisme de croissance (Havsteen, 2002). Actuellement,

environ de 4000 composés flavoniques sont connu (Edenharder et Griinhage, 2003) et ont

tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une

configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme avec la structure

2-phényle chromane (Figure 1.8) (Yao et al., 2004)

Figure 1.8 : Structure chimique commune des flavonoides.
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La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 3-O
et la fonction 4-oxo (Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). En basant sur
leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes : anthocyanidines ;
flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; isoflavanes ; flavanols ;
isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones ; aurones (Havsteen, 2002 ; Edenharder et
Griunhage, 2003).

2.1.2. Anthocyanosides

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de
la plupart des fleurs et des fruits (Bruneton, 1993). Ils sont caractérisés par 1’engagement de
I’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides). Leurs génines
(les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-benzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les animaux
pollinisateurs (insectes, oiseaux)

2.1.3. Lestanins

Les tannins sont des substances présentes essentiellement dans les écorces. Ce sont des
polymeéres (polyphénols) présent sous forme polymérisés, solubles dans 1’eau et insolubles dans
les solvants organiques apolaires (Aguilera-Carbo et al., 2008) et ayant des poids moléculaires
compris entre 500-3000 (Doat 1978). Ils forment, aprés coagulation, des composés trés stables
avec les protéines. Ils ont la propriété de transformer la peau fraiche en un matériau
imputrescible, le cuir (Vandi et al., 2016) ; Ils possedent d’autres propriétés telles que I’aptitude

a la précipitation des alcaloides, de la gélatine et d’autre protéines (Dibong et al., 2015).
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2.2. Propriétés physico-chimiques des composés phénoliques
2.2.1. Propriétés physico-chimiques

Les polyphénols sont généralement des composés aromatiques solubles dans les
solvants polaires tels que I’éthanol, le méthanol, le butanol, I’acétone, le diméthylsulfoxide,
I’eau, ... etc. (Benkrief, 1990). Les polyphénols moins polaires comme les isoflavones, les
flavonones, les flavones et les flavonols sont plus solubles dans d’autres solvants tels que I’éther

et le chloroforme (Verykokidou-Vitsaropoulou et Vajias, 1986).

2.2.2. Propriétés biologiques

Chez les plantes, les composes phénoliques sont impliqués dans différents processus
comme la germination des graines et la croissance des plantes (Marcheix et al., 2005). Ces
dernieres années les recherches sur les composes phénoliques se sont accentuées en raison de
leurs activités anti-inflammatoire, antibactérienne et antifongique, antioxydante et méme

anticancéreuse (Montoro et al., 2005).

2.2.3. Activité anti-inflammatoire

Les propriétés anti-inflammatoires des composés polyphénoliques peuvent étre dues a
leurs capacités d’inhiber des enzymes impliquées dans les processus inflammatoires (Skerget
et al., 2005) et leurs activites antioxydantes. La matricaire, appelée également la camomille
allemande ou camomille commune, est une plante méedicinale employée pour ses propriétés

antispasmodiques et anti-inflammatoire (Marcheix et al., 2005).

2.2.4. Activité antibactérienne

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tanins sont reconnus par leur toxicité

vis-a-vis des microorganismes (Basli et al., 2012).

2.2.5. Activité anticancéreuse

Les flavonoides et autres phénols peuvent jouer un réle préventif dans le
développement du cancer (Genoux, 2011). IIs interviennent dans 1’étape d’initiation comme
piégeurs des mutagenes électrophiles ou en stimulant la réparation de I’ADN muté. Durant les
étapes de promotion et de progression, ils agissent comme des agents suppresseurs de tumeurs
par différents mécanismes comme 1’induction de I’apoptose et I’inhibition de la prolifération

cellulaire (Gerber et al., 2002).
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2.3. Polyphénols dans les plantes

A T’échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans
deux compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphénols sont
conjugués, avec des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur solubilité
et de limiter leur toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine
et des flavonoides liés aux structures pariétales. Les composés phénoliques sont synthétisés
dans le cytosol. Une partie des enzymes impliquées dans la biosynthése des phénylpropanoides
est liée aux membranes du réticulum endoplasmique, ou elles sont organisées en métabolons
(Bénard, 2009)).

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur rdle dans la plante
et peut étre tres caractéristique. Au sein méme des feuilles la répartition des composés est
variable, par exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans
I’épiderme. Au niveau de la plante entiére, il faut noter que certains composés ne sont
accumulés que dans des organes bien définis. Chez la pomme par exemple, les composés
phénoliques interviennent au niveau de la coloration de la peau via les anthocyanes, et dans la
qualité organoleptique de la chair, notamment pour I’amertume ou 1’astringence (Bénard,
2009).

Les composés phénoliques jouent un réle important dans le métabolisme de la plante
mais aussi peuvent réagir dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique
et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV). Les
profils phénoliques des tissus végétaux sont connus pour étre affectés par de nombreux facteurs,
tels que le génotype, I'environnement, le stade de croissance, le moment de la récolte, les
conditions de traitement et de stockage et la méthode d'analyse (Vagiri et al., 2015). Toutes les
catégories de composés phénoliques sont impliquées dans les mécanismes de résistance (Dicko
et al., 2006). lls assurent la communication entres cellules, entre végétaux, entre végétaux et
animaux (Robert et al., 2000).
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3. Généralités sur ’activité antioxydante

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup
d'énergie pour contrdler leur niveau d'especes réactives de I'oxygene. Elles disposent de moyens
de défense, les uns sont d'origine endogene, comme des enzymes, et d'autres sont apportés par
I'alimentation. Les vitamines: E (tocophérol), C (ascorbate), Q (ubiquinone), ou les
caroténoides qui sont apportés par les aliments, agissent en piégeant les radicaux et en captant
I'électron célibataire, les transformant en molécules ou ions stables. La vitamine piégeuse va
devenir un radical, puis sera soit détruite, soit régénérée par un autre systeme. De trés nombreux
composés alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols, alcaloides, phytates
(Palazzetti et al., 2003)

3.1. Stress oxydatif
3.1.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont omniprésents dans notre corps et sont générés par des
processus physiologiques normaux Yy compris le métabolisme aérobie et de réponses
inflammatoires, pour éliminer les microorganismes pathogenes envahisseurs. Les radicaux
libres sont des espéces tres réactives compte tenue de I’existence d’au moins un électron libre
sur leur orbitale électronique externe (Govindarajan et al., 2005). Parce que les radicaux libres
peuvent également causer des dommages cellulaires, plusieurs moyens de défense ont évolué
pour protéger nos cellules contre les radicaux et pour réparer les dommages de I'ADN (Hussain
et al., 2003).

3.1.2. Mécanisme de production et d’élimination des ROS dans I’organisme

Les especes réactives de 'oxygene ROS a I’origine de la perturbation de 'homéostasie
cellulaire peuvent étre produites a la fois par des sources endogenes a travers le cytochrome
P450 des mitochondries, les peroxysomes et les cellules inflammatoires, et par des sources
exogenes tel que le rayonnement, I'ozone, I’hyperoxie et les xénobiotiques. Les mécanismes de
défense contre la toxicité des espéces réactives de I'oxygéne sont nombreux (Govindarajan et
al.,2005) et proviennent de diverses sources également. La premiere source est endogeéne et est
composée de protéines enzymatiques (Figure 1. 9). Le complexe enzymatique superoxyde
dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase jouent un réle indispensable dans cette
défense (Matés et Sanchez-Jiménez, 1999). La seconde source, trés importante, est
I’alimentation et la médecine a travers lesquelles des petites molécules sont consommeées. Ce

sont les vitamines, les caroténoides, les flavonoides, les acides phénols, les coumarines,
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les quinones, les alcaloides. Les parties les plus actives de ces molécules sont les hydroxyles
libres, les noyaux aromatiques, les doubles liaisons éthyléniques souvent conjuguées, qui

permettent de donner des électrons et de rester stables par mémorisation (Heim et al., 2002).

SOD
Chemotérapie'

1
Radiation \\ \(

Facteurs de V
k d ‘ I A i 2
croissance I\ Péroxiredoxine

Catalase

Glutathione

uv / X& Thioredoxine redductase
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Hypoxia

Figure 1. 9 : Représentation schématique des divers activateurs et inhibiteurs de production
d'especes réactives de I'oxygene (Reuter et al., 2010).

3.2. Antioxydants

La production des RLs est régulée par notre organisme qui a développé des moyens de
défense antioxydants de protection contre les effets potentiellement destructeurs des RLs. Un
antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration relativement
faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher
I’oxydation de ces substrats (Rahal et al., 2014). Un antioxydant idéal devrait étre aisément
absorbé et éteindre des RLs, et chélate les métaux aux niveaux physiologiques appropriés.
Quelques antioxydants peuvent agir I'un sur l'autre avec d'autres antioxydants régénérant leurs
propriétés originales ; ce mécanisme désigné souvent sous le nom du « réseau antioxydant »
(Quisti et al., 2010).

Les antioxydants sont naturellement présents dans presque toutes les plantes, tous les
micro-organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux.

Les antioxydants synthétiques sont généralement préparés au laboratoire, et
principalement a partir de composants chimiques. Il existe deux types d’antioxydants :

antioxydants synthétiques et antioxydants naturels.
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3.2.1. Antioxydants synthétiques

Pour faire face a ces attaques, les organismes ont développé des systémes d’action
antioxydante qui visent :
v A éliminer les espéces réactives de I’oxygéne et les catalyseurs de leur formation.
v A'induire la synthése des antioxydants.
v A augmenter activité des systémes de réparation et d’élimination des molécules

endommageées.

Trois types d’enzymes antioxydantes sont mis en ceuvre pour la destruction des
especes réactives de 1’oxygéne (Pelletier et al., 2004) :
v" Les superoxyde dismutases (SOD) qui catalysent la dismutation de 1’anion superoxyde
en peroxyde d’hydrogeéne (Droillard et al., 1990; Arisi et al., 1998)
v’ La catalase qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau permettant
I’¢élimination de celui-ci (Yoshimoto et al., 2007; Nicholls, 2012)
v" La gluthathion peroxydase (GPX) qui décompose aussi le peroxyde d’hydrogéne en
utilisant la gluthation comme donneur d’hydrogéne (Bédane, 2008)

3.2.2. Antioxydants naturels

La vitamine C (Vit C) empéche 1’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL)
produites par divers systemes générateurs des ROS (neutrophiles activés, cellules endothéliales
activées, myéloperoxydase) (Limbach et Guilland, 2007). La Vit C est hydrosoluble et localisé
dans le cytosol et le fluide extracellulaire, elle capte directement 1’02 et I’OH™ (Comhair et
Erzurum, 2002 ; Peng et al., 2014).

Les quatre isomeres de tocophérol, a, B, y et d, ont une activité antioxydante variable
(Limbach et Guilland, 2007). Mais la forme la plus active c’est a, elle est liposoluble et se
fixe a la membrane cellulaire et inhibe la chaine de réactions de peroxydation des lipides en
capturant un radical lipidique peroxyle (LOQO"). Elle devient a son tour un radical moins actif
que le LOOe et pourra alors étre pris en charge par une autre molécule antioxydante (Evans,
2000).

Les caroténoides, ce sont des pigments liposolubles jaunes, orangée a rouge,

synthétisés par les plantes et les microorganismes. Les caroténoides sont capables d’inactiver
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1’102 et les RLs en neutralisant I’électron non apparié, les transformant ainsi en
molécules ou ions stables (Tanumihardjo, 2013).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires ont des propriétés antioxydantes, et
en particulier la classe des flavonoides. Les flavonoides peuvent agir de différentes facons dans
les processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des RLs, par chélation de
métaux de transition comme le fer ou par inhibition de I’activité de la XO (Li et al., 2014).
(Tableau 1.10)
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Tableau 1.10: Des exemples des antioxydants

OH
HO

Z o o
HE e
HD—l—H (o
CHOH
Vitamine C Vitamine E
OH
S . T T P L G N

Génistéine

Daidzéine,

HO
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Lutéine

OH

N~ BHA
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Notre travail de recherche a été réalisé en grande partie au Laboratoire de Recherche
des Sciences Fondamentales de I'universit¢ Amar TELIDJI de Laghouat. Une partie a été
réalisée au laboratoire de chimie organique et de produits naturels et agroalimentaires QOPNA
de I'université d’ Aveiro au Portugal a savoir 1’analyse par chromatographie CL et CG couplées

a la masse.
1. Matiére vegétale

1.1. La récolte des échantillons

La récolte des échantillons des feuilles de Pistacia atlantica a été effectuee
réguliérement au début de quatre mois de 1’année 2014 (a savoir : mai, aout, septembre et
novembre), au niveau de six arbres appartenant a trois sites de la Wilaya de Laghouat, les sites
sont : Laghouat ville, Kheneg et Daya. A chaque échantillon est attribué un code comprenant
une lettre indiquant l'initial du nom du site et un chiffre indiquant I'arbre (L : Laghouat, K :
Kheneg, D : Daya).

Les caractéristiques géographiques des trois sites sont données comme suit :
- Laghouat (33 ° 487 "N et 2 ° 53'19" E a 760m d'altitude)

- Kheneg (33 ° 452 "N et 2 © 48'06" E a 777m d'altitude)

- Daya (33°39'14 "N et 2 ° 55'10" E & 810m d'altitude)

Toutes les feuilles cueillies étaient vertes, a l'exception de celles obtenues en
novembre, elles étaient de couleur jaune (automne). Les échantillons frais ont été séchés a
I'ombre, a température ambiante pendant deux semaines, puis broyées en poudre fine a 1’aide

d’un moulin a café.

2. Méthodes

Notre démarche expérimentale peut étre présentée selon I’organigramme suivant
(Figure 11.1) :

55



Partie Il : Matériel et méthodes

[ Feuilles de Pistacia atlantica ]
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.

Dosage des polyphénols
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Figure 11.1 : Organigramme résumant les étapes de 1’étude réalisée
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3. Etude des lipides de Pistacia atlantica

3.1. Extraction des lipides

Afin de déterminer la teneur en lipide nous avons procédé a une extraction par soxhlet.
Cette méthode est basée sur I’extraction solide liquide en utilisant I’hexane comme phase
liquide sur les feuilles séchées finement broyéees. Apres sechage par de sulfate de sodium
anhydre, [’hexane est évaporé sous pression réduite a 40 °C. L’extraction a été arrétée apres
I’épuisement des lipides. L’extrait obtenu est une huile brute.

La chlorophylle a été éliminée par le charbon actif (Poudre) en utilisant une quantité
de ce dernier équivalent a 1/5 de la masse initiale de la poudre de feuilles séchées. Le mélange
est mis en suspension avec 200 mL de chloroforme a reflux pendant 1 h. Aprés filtration et
évaporation du chloroforme, les extraits obtenus ont été soumis a une autre opération qui
consiste a éliminer les cires. Les extraits lipidiques ont été dissous dans de I'éthanol absolu et
conservés au réfrigérateur pendant 24 heures, puis filtrés et évaporés a 40 ° C.

Les extraits obtenus sont conservés a une température de +4°C dans des flacons en
verre jusqu’a utilisation.

Chaque extrait est pesé ce qui nous a permis de déterminer le rendement en huile de

chaque échantillon a I’aide de la relation (1).

Masse de I’extrait x 100
Teneur en extrait brut = 1)
Masse de la prise d'essai (matiere végétale)

3.2. Préparation et analyse des acides gras

3.2.1. Préparation des esters méthyliques d’acides gras (EMAG)

Dans un ballon de 250mL, 20 ml de solution méthanoique de sodium sont ajoutés a
0.2-0.5g de lipide, le mélange est porté a ébullition pendant 30min, apres refroidissement les
esters méthyliques sont récupéré par une double extraction liquide-liquide en utilisant 20 ml de
dichlorométhane (DCM) et 20 ml d’eau distillée. La phase organique est lavée plusieurs fois
par de I’eau jusqu’a la neutralisation. Apres séchage sur sulfate de sodium anhydre Na>SOg, le
solvant est filtré, puis évaporé a 40°C sous pression réduite. Par la suite, les EMAG obtenus
sont purifiés par flash chromatographique selon les étapes suivantes : au fond d’une pipette
pasteur, un peu de coton est placé, cette dernicre a été remplie jusqu’a 3cm de gel de silice en

haut. Le gel est ensuite humidifié¢ avec 1ml de DCM. L’échantillon solubilisé¢ dans 2 ml de
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DCM est introduit par le haut de la pipette colonne, puis élué avec 2 ml de DCM. Les

EMAG ainsi purifiés sont conservés au réfrigérateur jusqu’a leur analyse.
3.2.2. Analyse des EMAG

Les EMAG ont été analyses par deux méthodes : la premiére est la chromatographie
en phase gazeuse équipée d’un détecteur a ionisation de flamme (GC-FID), tandis que la
deuxiéme méthode est la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC/SM).

3.2.3. Conditions chromatographiques GC-FID

L'analyse des echantillons a éte réalisée a I'aide d'un chromatographe en phase gazeuse
Chrompack CP 9002 équipé d'un détecteur d’ionisation a flamme (FID) et d'une colonne
capillaire DB23 (30 m x 0,32 mm, épaisseur de film 0,32 um), les températures de l'injecteur
et du detecteur ont été maintenues & 250°C. Le Nitrogéne est utilisé comme gaz vecteur a un

debit de 1 mL/min. le volume de I’échantillon injecté était de 1 L.

3.2.4. Conditions chromatographiques GC/MS
L'analyse des EMAG a été réalisée a l'aide d'un appareil Shimadzu GC/MS-QP2010 ultra
équipé d'une colonne capillaire DB-5 fusionnée (la méme que celle utilisée et décrite dans
I'analyse GC-FID).

La température du four a été programmée a 70°C pour une durée de 5min, puis a 250°C
avec une vitesse de 4°C/min, suivi d'un débit de température de 2°C/min jusqu'a 300°C qui a
été maintenu pendant 5 min. Le gaz vecteur été I'hélium (pureté de 99,995%) avec un débit de
1,2 mL/min. Les conditions du spectromeétre de masse étaient les suivantes : tension d'ionisation
70 eV ; température de la source d'ions 150°C ; les spectres de masse par ionisation électronique

ont été acquis dans la plage de masse 50-550 m/z.

3.3. 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). Cette méthode 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 de réactifs spécifiques comme 1’orthophénantroline,

forme un complexe rouge-orangé absorbant a 510 nm.
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» Protocole

Une droite d'étalonnage tracée a partir d’a-tocophérol commercial, permet de relier la
densité optique et la concentration de tocophérol exprimée en g/l. A partir d'une solution
commerciale de la vitamine E, nous avons préparé dans 1’éthanol des solutions ayant des
concentrations bien déterminées, 1ml de chaque solution fille est ajouté & 1ml de réactif
phénantroline et 0,5ml FeCls (solutions éthanoliques). Aprés S5min 1’absorbance est mesurée a
510nm.

Nous avons effectué le dosage des tocophérols totaux sur les extraits bruts
dépigmentés. Les échantillons sont traités de la méme fagon. Le test a été effectué en triple. La
concentration des tocophérols totaux dans chaque extrait a été calculée a partir de la courbe

d’étalonnage établie avec la vitamine E et exprimée en mg a-tocophérol eq/g de lipide.

3.4. Dosage des caroténoides

La teneur totale en caroténoides des fractions lipidiques a été déterminée par
spectrophotométrie. Une courbe d'étalonnage standard a été obtenue a partir de différentes
concentrations de solutions de B-caroténe préparées dans du dichlorométhane. L.’absorbance de
chaque solution a été lue a 460 nm. La quantification des caroténoides dans les extraits
déparaffinés a été effectuée selon le méme processus. Les résultats ont été exprimés en mg de

[-carotene /g de lipide.

3.5. Dosage des stérols

Le dosage des stérols a été effectué spectrophotométriquement suivant le test de
Liebermann-Burchard (Naudet et al., 1986 ) basé sur une réaction colorée spécifique des 3—
hydroxystéroides possédant une double liaison en position 5-6. Les stérols forment un complexe
stable avec I’anhydride acétique en milieu acide qui absorbe dans le visible a une longueur
d’onde de 550 nm (Le réactif spectrale de Liebermann est constitu¢ par 60 ml d’anhydride
acétique et 10 ml d’acide sulfurique concentré et 30 ml d’acide acétique).

» Protocole

A partir d’une solution choloroformique de cholestérol, nous avons préparé une serie
de gamme de solutions afin de tracer une courbe d’étalonnage liant la densité optique en
fonction de la concentration. 1ml de chaque solution est ajouté a 2 ml du réactif de Liebermann
puis on laisse la coloration se développer et se stabiliser pendant 25 minutes a I'obscurité. On

mesure I'absorbance a 550 nm. Les extraits bruts dépigmentés sont traités de la méme manieére.
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Le test a été effectué trois fois et la teneur en stérol a été déterminée a partir de la

courbe d’étalonnage établie avec le cholestérol et exprimée en mg cholestérol eq/g de lipide.

3.6. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits lipidiques

3.6.1. Méthode de réduction du radical libre DPPH

La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 515 nm provoquée
par la présence de nos extraits. Le DPPH est initialement violet, se décolore en jaune pale
lorsque 1’¢lectron célibataire s’apparie (Molyneux, 2004) (Figure 11.2). Cette décoloration est
représentative de la capacité de nos extraits a piéger ces radicaux libres. Plus la chute de
I’absorbance du DPPH est importante plus le pouvoir antioxydant des extraits est élevé. Ce test
permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de différentes

substances naturelles de nos extraits.

MO ‘/ \ NGO /r \‘
O / \'—'«.J NK M 0N ff \‘—'«H rlf + Y
— H, ATY _ Y,
NO2 MO / \\

»

Figure 11.2 : schéma d’un antioxydant avec le radical DPPH

> Protocole
Une solution de DPPH de 100 uM a été préparée dans 1’éthanol. 1 mL de DPPH est
ajouté a différents volumes de solutions de concentrations différentes des extraits lipidiques. Le
mélange réactionnel a été secoué¢ immédiatement, puis il est maintenu a 1’obscurité pendant 30
minutes a une température ambiante pour que la réaction s'accomplisse. L’absorbance du milieu
réactionnel a été mesurée & 517 nm contre un blanc contenant uniquement la solution de DPPH
et I’éthanol. La vitamine E et le BHA (Butyl-hydroxyanisole) ont été utilisés comme

antioxydants de référence.

Le pouvoir antioxydant des extraits a été calculé selon 1’équation ci-dessous :
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A contrdle — A échantillon
1(%) = ( ) x 100

A controle
Ou:

I (%) : pourcentage d’inhibition

A contrle : @bsorbance du controle négatif a 517nm.

A ¢chantillon : absorbance de 1’échantillon testé a 517nm.

Les courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de la
concentration de I’antioxydant permet de calculer le paramétre ECso « Efficient concentration »
qui est défini comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de I'activité
de DPPH. Les résultats de nos extraits ont été exprimes en ECso. Il faut rappeler que plus la

valeur de EC50 est petite plus I’activité antioxydante des extraits est grande.

3.6.2. Inhibition par blanchiment du g-caroténe

Dans ce test, I’oxydation de 1’acide linoléique génére des radicaux peroxydes suite a
I’abstraction des atomes d’hydrogenes a partir de groupements méthylénes diallyliques de
I’acide linoléique (Kaur et al., 2002). Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le s-caroténe
hautement insaturé qui perd ses doubles liaisons entrainant ainsi la disparition de sa couleur
orange qui est suivie par un spectrophotométre UV-Vis a 470 nm. Cependant la présence d’un
antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique, et donc
prévenir I’oxydation et le blanchissement du S-carotene (VI, N.Y. and E.M., 2008 ; Yang et
al., 2008). La méthode décrite par Sun et Ho., (2005) a été employée avec une légére

modification.

» Protocole

Une émulsion du S-carotene/acide linoléique est préparée par solubilisation de 1 mg
de p-carotene dans 10 mL de dichlorométhane (DCM). Un volume de 5 mL de cette solution
est placé dans un ballon a fond rond avec 20 mg d’acide linoléique et 200 mg de Tween 80.
Aprés évaporation du DCM (40°C) a pression réduite a I’aide d’un Rotavapeur, 50 mL d’eau
distillée aérée sont progressivement ajoutés. L’émulsion résultante est vigoureusement agitée.

Des aliquotes de 40 pL d’extrait a différentes concentrations sont placées dans des tube
a essai en présence de 1 mL d’émulsion. Deux témoins (positif ou 1’échantillon est remplacé
par I’antioxydant de synthese et négatif sans antioxydant) ont €té aussi préparés avec la méme
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proceédure. Les tubes a essai sont alors mis en incubation a 50°C pendant 120 min et

I’absorbance est mesurée (at=0etat =120 min) a 490 nm.

L’activité antioxydante (AA) est déterminée par la relation suivante :

A 120 — Ac120
AAY = [(S—)] x 100
ACO - Ac120

Ou :

Ao est la valeur d'absorbance du controle mesurées at =0 min.

As120 et Acizo sont les valeurs d'absorbance mesurées pour chaque extrait et le controle,
respectivement, et ceci apres incubation pendant 120 min.

Les résultats ont egalement été exprimés par ECso, qui est défini comme étant la concentration
fournissant 50% d'inhibition du blanchiment du B-carotene. La vitamine E a été utilisée comme

controle positif.

3.7. Analyse des données statistiques de la variation de la composition

chimique des acides gras des feuilles de Pistacia atlantica

Une analyse statistique a été réalisée sur les résultats obtenus en utilisant le logiciel
XLSTAT-10. L’analyse a été réalisée selon les techniques de classification ascendante
hiérarchique (Classification Hiérarchique Ascendante CHA « Aggregomerative Hierarchical
Clustering (AHC) »), qui recherche a chaque étape les groupes les plus proches pour les
fusionnés en tragons graphiquement les similitudes et les relations des individus entre eux.

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

standard (sur la base de trois expériences « ou répétitions » indépendantes).
4. Etude des composés phenoliques

4.1. Extraction des composes phénoliques

La méthode d’extraction utilisée pour les composés phénoliques est celle de (Hertog
et al., 1992 ; Djeridane et al., 2006). Une masse de 5g de tourteaux delipidé et séchés est
macérée dans 100 ml d’un mélange Acétone/eau (70/30 : V/V) pendant 24 heures a température
ambiante. L’extrait est filtré, et le résidu obtenu est repris pour une deuxieéme fois avec le méme

mélange
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pendant 24h. Apres filtration par un papier filtre, I’acétone a été évaporé sous pression réduite
a 40°C. La phase aqueuse obtenue est lavée plusieurs fois avec de 1’éther de pétrole jusqu’a
I’épuisement des pigments. Cette dernicre est ensuite extraite trois fois a ’acétate d’éthyle. La
phase organique obtenue est séchée en ajoutant une quantité suffisante du sulfate de sodium
anhydre puis filtrée. Le solvant est évaporé sous pression réduite a 40°C. Chaque extrait
phénolique brut est repris dans 5 ml de méthanol et conservé a une temperature de +4°C dans

des flacons en verre, jusqu’a utilisation.

4.2. Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué selon la méthode décrite par Singleton et
al (1965) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu qui est formé d’acide phosphotungestique
Hz PW12 O 49 et d’acide phosphomolybdique H3 PM1> O4 (Quettier- Deleu C,2000). En milieu
alcalin, lors de I’oxydation des phénols, ces deux acides sont réduits en oxydes de tungesténe
Ws O23 et molybdéne MogQOs, cette réduction se traduit par 1’apparition d’une coloration bleu
foncé. Ainsi, une lecture de la densité optique a 760 nm permet de déterminer la concentration
des phénols.

> Protocole
La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode Folin-
Ciocalteu. 100 pL d’extrait est mélangé a 500 puL. d’une solution du réactif de Folin-Ciocalteu.
Apres 2 min 2 mL d’une solution de carbonate de sodium a 2% sont ajoutée. Apres 30 min
d’incubation a la température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 760 nm. Des solutions
¢talons d’acide gallique a différentes concentrations ainsi préparées dans les mémes conditions
ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de matiére végétale.

4.3. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par
Zhishen et al (1999) basée sur la complexation des flavonoides par I’ Aluminium en utilisant

le trichloride d’aluminium comme réactif.

> Protocole

Un volume de 500 pL d’une solution d’AlIClz a 2% (préparé dans le méthanol) est
ajouté a 500 pL d’extrait. Aprés 20 minutes d’incubation a température ambiante, I’absorbance
est mesurée a 430 nm. Des solutions étalons de quercétine a différentes concentrations ainsi
préparees dans les mémes conditions ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de la
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querceétine. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par gramme

de matiere végétale.

4.4. Dosage des tanins

Pour le dosage des tanins condensés, nous avons utilisé la méthode de la vanilline
décrite par Hagerman., (2002). La vanilline réagit avec les flavan 3-ols libres et les unités
terminales des proanthocyanidines (tanins condensés) donnant un complexe de coloration rouge
dont I’intensité est proportionnelle aux taux de flavanols présents dans le milieu et qui présente
un maximum d’absorption a 500 nm.

> Protocole

A partir d’une solution étalon de la catéchine, des solutions diluées de différentes
concentrations ont été préparées dans le méthanol. Une solution de vanilline a 1% est mélangée
a une solution d’acide hydrochlorique a 8% avec un rapport de (1/1 : v/v). 0.5 mL de chaque
solution diluée de la catéchine, nous avons ajouté 2.5 mL du melange précédant. Le mélange
est ensuite incubé au bain marie a 30°C pendant 20 min. L’absorbance est mesurée a 500 nm
contre un blanc, les extraits de plantes ont été traités de la méme maniére. Les teneurs en tannins
ont été calculées a partir de I’équation de la courbe d’étalonnage de la catéchine et exprimées

en en milligramme équivalent de catéchine par gramme de matiere végétale.

4.5. Analyse chromatographique des composés phénoliques

Afin d’identifier les molécules présentes dans les extraits phénolique de Pistacia
atlantica, nous avons utilisé la chromatographie liquide a haute performance combinée a deux
systemes de détection : UV-Vis et MS, car non seulement ce sont deux modes de détection
souvent rencontrés pour I’analyse des composés phénoliques, mais surtout ils fournissent des

informations structurales sur les composés étudiés.

4.5.1. Analyse qualitative des composés phénoliques par UHPLC-DAD-ESI/MS"

La séparation des composés phénoliques a été réalisée par UHPLC-DAD-ESI/MS".
L’analyse a été effectué¢ en utilisant un appareil Ultimate 3000 (Dionex Co.USA) avec un
détecteur a barrette de diodes DAD 3000 (Dionex Co., USA) et couplé a un Thermo
spectromeétre de masse LTQ XL (Thermo Scientific, USA) a piége a ions équipé d'une source
d’ionisation de type ESI. L'analyse a été effectuée sur une colonne C18 Hypersil Gold (Thermo

Scientific, USA) (longueur de 100 mm, diamétre intérieur de 2,1 mm, diamétre de particule de
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1,9 um, extrémité bouchée) et sa température a été maintenue a 25°C. La phase mobile pour la
séparation des constituants est composee de deux solvants A et B a savoir : (A) acétonitrile et
(B) d'eau acidifiée (0,1% d'acide formique v/v), dégazés et filtres avant utilisation.

Le gradient de la phase mobile a commence avec 5% de (A) et 95% de (B), atteignant
40% de solvant (A) a 14,7 min; 100% (A) a 16,6 min et enfin a 24 min le retour aux conditions
initiales. Le débit était de 0,2 mL.min ! et les données spectrales UV-Vis pour tous les pics
étaient accumulées dans la plage de 200 a 500 nm alors que les profils chromatographiques
étaient enregistrés a 280 nm.

Le contrdle et I'acquisition des données MS ont été realisés avec le systéme de données
Thermo Xcalibur Qual Browser (Thermo Scientific, USA). De l'azote au-dessus de 99% de
pureté a été utilisé et la pression du gaz était de 520 kPa. L'instrument a fonctionné en mode
ions négatifs avec une tension d'aiguille ESI réglée a 5,00 kV et une température capillaire ESI
de 275°C. Le balayage complet couvrait lagamme de masse de m/z 100 & 2000. Des expériences
CID-MS/MS et MS" ont été acquises simultanément pour des ions précurseurs en utilisant de

I'nélium comme gaz de collision avec une énergie de collision de 25-35 unités arbitraires.

4.6. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits phénoliques bruts

4.6.1. Méthode de réduction du radical libre DPPH
L’activité antioxydante des extraits phénoliques a été déterminée de la méme manicre
que pour les extraits lipidiques. Cependant, le méthanol est utilisé comme diluant et la vitamine

C et BHA ont été utilisé comme antioxydants de référence.

4.6.2. Pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP)

La méthode FRAP développée par Benzie et Strain (1996) correspond a la réduction
d’un complexe tripyridyltriazine ferrique [(Fe(IIT)-TPTZ)2] en un complexe tripyridyltriazine
ferreux [(Fe(11)-TPTZ),] par un antioxydant (AH), & un pH de 3,6 pour maintenir la solubilité
du fer (Figure 11.3).
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Figure 11.3 : Réaction de réduction dans le test FRAP entre le complexe tripyridyltriazine
ferrique Fe (111)-TPTZ et un antioxydant (AH).

Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux une coloration bleue
intense apparait trés rapidement avec un maximum d’absorption a 593 nm. Cette méthode est
basée sur ’aptitude des extraits a réduire le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?"). Le
mécanisme est connu comme étant un indicateur de 1’activité donatrice d’électrons,

caractéristique de I’action antioxydante des polyphénols (Yildirim et al., 2001)

> Protocole

Le présent protocole est basé sur la méthode mise au point par Benzie et Strain (1996)
avec quelques modifications (Pulido et al., 2000). Dans un premier temps, une solution tampon
d’acide acétique/acétate de sodium a 300 mM a pH = 3,6 est préparé. Le réactif TPTZ a 10 mM,
dilué dans d’HCI a 40 mM. Le deuxiéme réactif est le FeCls préparé a 20 mM. Finalement, la
solution de travail FRAP est obtenue en mélangeant 2,5 mL de solution TPTZ, 2,5 mL de
solution FeClz et 25 mL de solution tampon.

Le test consiste a mélanger, dans des tubes a hémolyse en verre, 50 uLL d’extrait dilué
avec 1000 pL de réactif FRAP. L’absorbance est mesurée a 593 nm apres avoir laisse incuber
la réaction dans un bain thermostaté a 37°C a I’obscurité pendant exactement 45min.

Une courbe d’étalonnage a été tracée en utilisant différentes concentrations de la
vitamine C; Les résultats ont été exprimes par rapport a I'acide ascorbique a partir de la courbe
d'étalonnage, puis exprimées en equivalents d'acide ascorbique AEAC. L'activite antioxydante
exprimée en valeur AEAC et définie comme la concentration de vitamine C en mg/ ml qui
confere un pouvoir d'activité antioxydante similaire a un échantillon d'extrait donné de 1 mg/ml

de concentration. La vitamine E et le BHA ont été utilisé comme antioxydants de référence.
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4.6.3. Test du radical cation ABTS*

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
ABTS* de coloration vert- bleu en le transformant en ABTS incolore, en présence de
I’antioxydant.

Le radical préformé [2, 2’-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)] ou
ABTS'* est généré en présence de la peroxydase ; préparée dans une solution tampon pH= 5-6,
la réaction est initiée avec I’ajout de la solution de peroxydase.

En présence d’un antioxydant, le passage du radical ABTS™ a la forme non radicalaire
s’accompagne de la disparition de la coloration vert- bleu intense qui peut étre suivie par mesure

de la densité optique a une longueur d’onde de 415 nm (Chen., 2004).

> Protocole

Pour pouvoir générer le radical cationique ABTS *, nous avons préparé trois solutions
différentes constituées d’une solution aqueuse d’ABTS (20mM) ; une solution aqueuse de H20-
(ImM) et une solution de la peroxydase (préparée dans un tampon phosphate pH=5-6) de
concentration massique (0,2 mg/mL).

Le mélange des trois solutions présente une coloration bleu-vert correspondant a la
formation du radical cationique ABTS ™.

A 100 pL de chaque dilution de I’extrait, 1 mL de la solution verdatre d’ABTS ™ est
ajouté. L’absorbance a ét¢ mesurée contre un blanc a 415nm apres avoir incubé le mélange
pendant 5 min. Le pourcentage d’inhibition de ’ABTS * pour chaque extrait a été calculé selon
la formule ci-dessous :

A0 — Ac
—>x100

I(%)=< A0

Oou:

Ao : I’absorbance initiale en absence de composé a tester.

Ac : ’absorbance mesurée apres 5 min de mise en présence avec I’extrait.
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4.6.4. Réduction de cuivre (CUPRAC)

L’évaluation de la capacité réductrice de nos fractions a été effectuée a 1’aide du test
de CUPRAC. La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur
le suivie de la diminution de 1’absorbance accrue du complexe Néocuproine (Nc)-ions cuivrique
[NcCu?*]. En effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe cuivre—néocuproine est
réduit et cette réaction est quantifié spectrophotométriquement a une longueur d’onde de 455

nm (Apak R, 2004).

> Protocole

Dans un tube a essai, 1 ml de tampon acétate d’ammonium (1 M, pH 7) est mélangé
avec 100 pl de fraction a tester, 200 ul de Néocuproine (7,5 mM) et 100 ul de CuCl (0,01 M).
Le mélange est incubé pendant 30 min & 37°C. Le complexe réduit [Cu?*-Nc] est quantifié
spectrophotométriquement a une longueur d’onde de 455 nm. L’effet antioxydant des différents

composeés testés a été exprimeé en pouvoir réducteur (PR %) estimé selon 1’équation ci-dessous:

100

Abst — Abséch)

PR(%) = ( Abst

Ou:

Abs:t est I'absorbance en absence d'antioxydant (contrdle négatif).

Absech représente I'absorbance en présence d'antioxydant (Fraction ou standard).
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Chapitre 1 : Valorisation des lipides des feuilles Partie III : Résultats et discussion

de Pistacia atlantica

1. Teneur en lipides

Les extraits lipidiques des feuilles de Pistacia atlantica aprés 1’¢limination des cires et la
chlorophylle présentent des couleurs qui s’étendent du jaune au marron avec une odeur agréable
et un aspect liquide & température ambiante. En totalité la teneur en lipide varie de 0,34 & 2,25%
tout le long de la saison d’étude (tableau I11.1). L’échantillon K2 présente la teneur moyenne
maximale de 1,70+0,54% (m/m), a la fin de développement des feuilles (au mois de novembre),
tandis que la teneur moyenne minimale est enregistrée par les feuilles précoces de I’extrait L1 a

1,10+0,29 % (m/m) (récolté au mois de mai).

Tableau I11.1 : Teneur en lipides des feuilles de Pistacia atlantica cueillies a différents stades de

croissance.
Rendement en % (m/m)

Mois de L1 L2 D1 D2 K1l K2 Moyenne
récolte +sd

Mai 0,51 0,34 0,38 0,40 0,59 0,61 0,47+0,10
Aout 1,15 1,21 1,20 1,50 1,23 1,75 1,34+0,19
Septembre | 1,25 1,32 1,53 1,81 1,95 2,17 1,67£0,31
Novembre | 1,48 1,61 1,58 2,02 2,19 2,25 1,86%0,30
Moyennetsd | 1,1040,29 1,12+0,39 | 1,17+0,40 | 1,43+0,52 | 1,49+0,58 | 1,70£0,54 | -

La variation saisonniére de la teneur en lipides des extraits des feuilles de Pistacia
atlantica présentée dans la figure I11.1 montre que la valeur moyenne du rendement d’extraction
varie considérablement tout au long de la période de développement foliaire. Il apparait que cette
teneur continue a augmenter a partir des feuilles précoces (0,47+0,1 % m/m) jusqu’a atteindre sa
valeur maximale vers la fin de développement des feuilles (1,86+0,3 % m/m). Ainsi, la teneur en

lipide croit presque quatre fois de sa valeur initiale tout au long de la période étudiée
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Figure 111.1 : Variation saisonniere de la teneur moyenne en lipides des feuilles de Pistacia

atlantica

Dans ce cas, les rendements en lipides ont augmenté rapidement au début de stade
phénologique le mois mai (jeunes feuilles), puis ont augmenté tres lentement pour atteindre un état
stable (un plateau) du début jusqu'a la fin du stade phénologique de développement (d'aodt a
Novembre). Récemment, des résultats similaires ont été rapportés dans lesquels la teneur en lipides
dans les feuilles de Catharanthus roseus, augmenté pendant 1'expansion jusqu’a la maturité sans
noter aucun changement survenu au cours du vieillissement (Mishra et al., 2006). La faible teneur
en lipides enregistrée au premier stade de développement peut étre attribuée au processus de
croissance des jeunes feuilles, alors qu'au dernier stade phénologique I'activité biosynthétique des
lipides seront dans son taux le plus élevé. Ce stade final ou la couleur des feuilles se colore en
jaune est considéré comme un état critique car peu de temps apres les feuilles commencent a
tomber (vieillissement et sénescence). L’augmentation graduelle de la teneur en lipides peut étre
expliquée par le fait que la teneur en lipides dans les feuilles de Pistacia atlantica pourraient étre
régulées grace a l'intervention du systeme enzymatique de I'acide gras synthétase, qui fonctionne
différemment au cours de cette derniére étape. En d'autres termes, le processus AG-Synthétase
était induit d'une maniére qui a entrainé un taux de production plus élevé de lipides (accumulation).
Dans le sens oppose, les enzymes étaient qualifiées par un phénomeéne appelé rétro-inhibition dans
lequel elles étaient plus ou moins inactif et par conséquent, la production des lipides était a sa plus
faible teneur. En conséquence, et dans certains travaux recents, il a été également rapporté que la

biosynthése des lipides dans les fruits ne débute pas au stade précoce du déeveloppement (Glew et
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al., 2005 ; Schulz et al., 2015 ; TlIili et al., 2014) Les conditions météorologiques variables
pourraient également expliquer la variation saisonniere de la teneur en lipides. En fait, la
biosynthése des lipides est connue comme sensible a la température. Ce parameétre joue un réle
crucial dans la composition de I'huile en AG en affectant le processus de régulation de I'enzyme
AG-désaturase. Par conséquence, dans cette étude, des températures plus basses au début et aux
derniers stades de développement peuvent étre partiellement responsables au contenu élevé en
lipides et surtout en novembre ou la température atteint sa valeur inférieure. Cette hypothese a été
validée par Larkindale, et al., (2004) qui ont suggéré que la biosynthese lipidique augmente
considérablement a basse température. L'accumulation de lipides peut également étre affectée par
d'autres facteurs que la température, tels que I'exposition a l'intensité lumineuse et la durée de la
lumiere du jour, qui dépendent de la saison. Il semble que la diminution de la lumiére du jour et
de I'exposition au temps de mai a novembre sont les deux facteurs responsables de I'augmentation
de la teneur en lipides pendant cette période de croissance, en quelles les biosyntheses lipidiques
étaient les plus favorables.

Si nous comparons nos résultats a ceux obtenus par Harrat (Harrat et al., 2018) relatifs
aux lipides des feuilles de Pistacia lentiscus et ceux obtenus par Chelghoum (Chelghoum et al.,
2020), on remarque que nos rendements sont inferieurs par rapport a eux (1,33-4,12% Pistacia
lentiscus) et (3,98- 7,93% pour les feuilles de Pistacia atlantica). Les différences remarquées
pourraient étre expliquée par des facteurs inhérents a I’espéce étudiée, la saison de récolte ainsi la
méthode d’extraction.

En examinant les résultats des teneurs moyennes obtenus pour les trois sites de récolte
(tableau II1.2), on peut dire qu’elles sont pratiquement proches les unes aux autres, cela pourrait
s’expliquer par les similitudes des conditions écologiques. En effet, les teneurs moyennes sont
dans I’ordre Kheneg> Daya> Laghouat avec, respectivement, 1,59+0,59%, 1,3+0,48% et 1,11 £
0,34%. Pour les trois sites, la valeur maximale est observée au mois de novembre, par contre la

valeur minimale est enregistrée au mois de mai.

Tableau I11.2 : Teneurs moyennes en lipides pour les trois sites de récolte au cours de la période

étudiée.
Rendement en % (m/m)

Site de récolte Mai Aout | Septembre |Novembre Moyenne +sd
Laghouat 0,43 1,18 1,29 1,55 1,11+0,34
Daya 0,39 1,35 1,67 1,80 1,30+0,45
Kheneg 0,60 1,49 2,06 2,22 1,59+0,54
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2. Variation saisonniere de la composition en acides gras des lipides des

feuilles de Pistacia atlantica

L’analyse chromatographique de nos échantillons été déterminée a 1’aide des deux
techniques présentées auparavant a savoir : GC et GC/MS. Les proportions relatives des difféerents

acides gras sont illustrées dans le tableau 111.3.

Les principaux acides gras saturés AGS identifiés dans nos huiles étaient 1’acide
palmitique (C16: 0) suivi de I’acide myristique (C14: 0), puis, I’acide margarique (C17: 0) et en
fin I’acide stéarique (C18: 0). En plus, les principaux acides gras insaturés AGI détectés étaient
I’acide oléique (C18: 1), suivi de I’acide a-linolénique (C18: 3), de I’acide linoléique (C18: 2), de
I'acide palmitoléique (C16: 1) et de I'acide gondoique (C20: 1). Les pourcentages des autres acides

étaient moins abondants et inférieurs a 5% (Tableau 111.3).

Pour ’ensemble des échantillons, les acides gras insaturés présentent les pourcentages les
plus élevés allant de 37,91 a 73,56%, et qui sont majoritairement constitués d’acides gras
polyinsaturés dont les proportions varient de 15,48 a 57,37%. Les teneurs en acides gras

monoinsaturés varient de 16,19 a 47,23%. Les acides gras saturés varient de 26,44 a 62,09%.
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Tableau.l11.3. Composition relative en acides gras des lipides des feuilles de Pistacia atlantica
cueillies a différents stades de croissance.

Acide Gras Mai Aout

L1 [L2 | DL | D2] KI | K2 | LL ]| L2] bt | D2 KL | K2
C12:0 1,79 | nd | nd | 123 | 2,78 | 282 | 338 [ 311 | Tr | Tr | 236 | 2,84
C14:0 479 | nd | nd | 294 | 386 | 368 | 7.9 |58 | 584 | 43 | 876 | 649
C16:0 2025 | nd | nd | 1643 | 18,98 | 17,06 | 24,92 | 26,66 | 11,88 | 18,44 | 21,64 | 21,31
C16:107 | 445 | nd | nd | 1,68 | 2039 | 6,11 | 569 | 31 | 658 | 2.86 | 1322 | 6,75
ciro 1,75 | nd | nd | 1,19 | 268 | 1,03 | 2,02 | 193 | 1043 | Tr | 215 | 156
C18:0 561 | nd | nd | 36 | 298 | 411 | 528 | 48 | 849 | 586 | 388 | 2,45
CI8:109 | g5 | ng | nd | 12,88 | 9,33 |1849 | 24,2 | 33,39 | 1928 | 37,6 | 28,83 | 297
Cl18:206 | 1637 | nd | nd |21,88| 13,11 | 19,39 | 8,87 | 7.58 | 8,23 | 10,96 | 10,10 | 6,38
CI8:303 | 762| nd | nd | 3549 | 2283 | 23,07 | 12,37 | 9,65 | 14,25 | 1071 | 9,06 | 19,13
€20:0 234 | nd | nd | 1,05 | 169 | 2,64 | 306 | 303 | 742 | 412 | Tr | 181
C20:109 | 633 | nd | nd | 1,63 | 1,37 | 16 | 231 | 0,89 | 7,60 | 515 | Tr | 158
TolAG | 100 | nd | nd | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100
HEE 36,53 | nd | nd | 2644 | 32,97 | 31,34 | 46,56 | 45,39 | 44,06 | 32,72 | 38,79 | 36,46
AGMI 1953 | nd | nd | 16,19 | 31,09 | 26,2 | 322 | 37,38 | 3346 | 4561 | 42,05 | 38,03
eI 4394 | nd | nd | 57,37 | 3594 | 42,46 | 21,24 | 17,23 | 22,48 | 21,67 | 19,16 | 25,51
HEL 6347 | nd | nd | 7356 67,03 | 68,66 | 53,44 | 54,61 | 5594 | 67,28 | 61,21 | 63,54
AGI/AGS
(%) 1,74 | nd | nd | 278 | 2,03 | 229 | 1,15 | 1,20 | 1,27 | 206 | 1,58 | 1,74

- AGS: acide gras saturé. AGMI: acide gras monoinsaturé. AGPI: acide gras polyinsaturé.

AGI: acide gras insaturé. AGI/AGS: rapport acide gras insaturé/acide gras saturé.
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Suite du tableau.lll.3.

Acide Gras Septembre Novembre

L1 | L2 | DL | D2 KL | K2 | LL]| L2 DL | D2] KL | K2
c12:0 093 | 113 | 318 | 237 | 2,78 | 206 | 213 | 2,53 | 485 | Tr | 2,37 | 155
C14:0 961 | 68 | 12,80 7,72 | 1542 | 7,17 | 11,15 | 10,78 | 18,55 | 15,98 | 11,44 | 14,96
C16:0 2573 | 29,14 | 21,56 | 19,35 | 17,60 | 18,71 | 32,27 | 30,22 | 22,21 | 20,06 | 20,31 | 23,58
Cl6:107 | 35 | 126 [12,23| 2,05 | 1045 | 2,08 | 496 | 2,68 | 9,08 | 632 | 10,16 | 4,92
C17:0 089 | 1,96 | 2,62 | 1,31 | 1,69 | 203 | 327 | 243 | 423 | Tr | 1,72 | 2,54
C18:0 48 | 388 | 463 | 273 | 425 | 2,66 | 3,68 | 443 | 7,00 | 6,09 | 345 | 3,14
C18:10% | 199 | 26,68 | 20,71|30,75 | 2526 | 4341|1238 | 142 | 13,35 | 16,75 | 19,73 | 1551
C18:206 | 591 | 10,23 | 12,42 | 14,61 | 10,02 | 8,68 | 11,22 | 1456 | 748 |1692| 12,32 | 1523
CI8:303 | 5318|1577 | 507 | 1262 | 595 | 88 |1654 1595 | 800 |17.88|14,60 | 15,7
C€20:0 094 | 15 | 230 | 359 | 2,20 | 266 | 24 | 17 | 525 | Tr | 241 | 094
C20:109 | 431 | 165 | 239 | 29 | 429 | 174 | Tr | 052 | Tr | Tr | 149 | 1,93
TolIAG | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 1200 | 100 | 100 | 100 | 100
s 42,9 | 4441|4718 | 37,07 | 44,03 | 3529 | 54,9 | 52,09 | 62,09 | 42,13 | 41,70 | 46,71
AGMI 2501 | 20,59 | 35,33 | 35,7 | 40,00 | 47,23 | 17,34 | 17,4 | 22,43 | 23,07 | 31,38 | 22,36
AGPI 32,00 26 |1749|27,23| 1597 | 17,48 | 27,76 | 3051 | 1548 | 34,8 | 26,92 | 30,93
AGI 57,1 | 55,59 | 52,82 | 62,93 | 55,97 | 64,71 | 45,1 | 47,91 | 37,91 | 57,87 | 58,30 | 53,20
AGI/AGS
(%) 133 | 125 | 1,12 | 1,70 | 1,27 | 1,83 | 0,82 | 0,92 | 061 | 1,37 | 1,40 | 1,14

AGS: acide gras saturé. AGMI: acide gras monoinsaturé. AGPI: acide gras polyinsaturé.

AGlI: acide gras insaturé. AGI/AGS: rapport acide gras insaturé/acide gras saturé.
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Les proportions moyennes de la composition en acides gras au cours de développement
des feuilles de Pistacia atlantica montrent que les pourcentages des AGI sont plus élevés que ceux
des AGS et cela pour les mois de récolte suivants : mai, aout et septembre. Au mois de novembre
(dernier stade de développement foliaire), les pourcentages des AGS étaient presque les mémes
que ceux d’AGI (Figure 111.2). L’analyse chromatographique de nos échantillons et 1’identification
des esters méthyliques d’acides gras montrent clairement une nette variabilité de la composition
en acide gras des feuilles au cours du leurs developpement. La diminution des proportions des AGI
était significative du début de croissances des feuilles de P. atlantica vers la fin de la saison d’étude
(valeur moyenne de 68,18% a 50,72%). En contrepartie, les proportions des AGS semblent
augmenter progressivement au cours des différents stades de développement, I’augmentation est
estimée a presque deux fois leur moyenne initiale (valeur moyenne de 31,82% a 51,28%). Ce
résultat pourrait étre expliqué par les différences de la température entre mai et novembre et
I’enzyme désaturase qui inhibe la formation des doubles liaisons C = C en été, par ailleurs les
acides insaturés d’une fagon générale atteignent leur maximum en hiver et leur minimum en été

(Beltran et al., 2004).
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Figure 111.2 : Variation des proportions relatives moyennes des acides gras insaturés (AGI) et

saturés (AGS) au cours du développement des feuilles de Pistacia atlantica.

Les principaux acides gras polyinsaturés, tels que I’acide linol¢ique et I’acide a-
linolénique, ont présenté la méme allure d'accumulation au cours de développement des feuilles
de P. atlantica. lls diminuent du premier stade de développement des feuilles (mois de mai) au
dernier stade de développement (mois novembre) Figure 111.3. Il faut noter aussi que les acides

gras insatures sont essentiels au développement humain et a la
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santé. lls jouent également un réle trés important dans la réduction du risque de cancer, et ils sont
également nécessaires pour améliorer le traitement des maladies cardiovasculaires (Chen et al.,
2013). En effet, leur rdle dans la prévention de I'inflammation et des maladies cérébro-vasculaires,
leurs permettent d’étre également étudiés en tant qu'agents thérapeutiques potentiels pour des
effets neuroprotecteurs (Walters et al., 2017). L’acide a-linolénique est I’AGI le plus dominant
au debut de la formation des feuilles au mois de mai, ou il présentait un maximum de 35,49%,
puis, ses proportions baissent et soient proches de celles de I'acide linoléique pour le reste des mois
de développement. Il est a noter que I'acide a-linolénique est un acide gras essentiel qui présente
de nombreux effets protecteurs (effets cardiovasculaires protecteurs, anticancéreux,
neuroprotecteurs, antiostéoporotiques, anti-inflammatoires et antioxydants) contre une multitude
de maladies (Kim et al., 2014).

L'acide oléique est le principal acide gras mono insaturé dans tous les échantillons. Il
présente un rythme d'accumulation contrasté par rapport aux acides a-linolénique et linoléique
(figure 111.3). Ses proportions augmentent au cours de développement des feuilles allant de 8,75 a
43,41%. Il atteint son maximum au mois de septembre. Rappelons que la stabilité a 1’oxydation de
I’huile de fruit de P. atlantica était associée a une teneur élevée en acide oléique (Benhassaini et
al., 2017). L’acide palmitoléiques est détecté avec des pourcentages allant de 1,26 a 20,39%.

L’acide gondoique est présent avec des proportions faibles qui varient de 0,52 & 7,6%.
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Figure 111.3 : Variation des proportions relatives moyennes des AGI : L'acide oléique, 1’acide

linoléique et 1’acide a-linolénique au cours du développement des feuilles de P. atlantica.

Nous avons jugé important de noter que la proportion importante d'acide a-linolénique
détectée dans les feuilles de P. Atlantica au mois de mai c'est-a-dire au premier stade de

développement est trés supérieure a celles rapportées dans des études antérieures. Benhassaini et
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al., 2007 ; Yousfi et al., 2003 ont enregistré 0,8% et 0,42% respectivement pour les fruits P.
atlantica d'Algérie. Samani et al., 2016 ont rapporté 1,09% pour les graines de Pistachier Atlas
d'Iran. Trabelsi et al., 2012 ont enregistré 13,18% et 0,68%, respectivement, au premier et dernier
stade de maturation des fruits de P. lentiscus de Tunisie. Belyagoubi-Benhammou et al., 2018
ont obtenu 0,44% pour le P. lentiscus d'Algérie. Une valeur plus élevée que la notre a été enregistré
par Harrat et al., 2018 (48,92%) pour les feuilles de P. lentiscus d'Algérie.

Concernant les acides gras saturés AGS, 1’acide palmitique étant le composé majoritaire
parmi les acides gras saturés, il semble augmenter a partir de mai et ceci jusqu’au mois de
novembre ou il atteint sa valeur maximale, ses proportions varient de 11,88 a 32,27%. L’acide
myristique est détecté & un pourcentage allant de 2,94 a 18,55%. La proportion de I’acide
margarique varie de 0,89-10,43%, suivi de I’acide stéarique qui représente un pourcentage de 2,45

a 8,49% pour les feuilles de P. atlantica,

Les extraits lipidiques des feuilles de P. atlantica issus des sites : Laghouat, Kheneg et
Daya montrent une richesse en acides gras insaturés qui étaient dans I'ordre AGMI> AGPI pour

les sites de Kheneg et Daya et pour le site de Laghouat I'ordre est inversé.

Le rapport acides gras insaturés/acides gras saturés semble étre non stable au cours de la
période étudiée ; sa valeur moyenne obtenue en mai diminue de 2,19% pour atteindre 1,04% au
dernier stade de développement au mois de novembre. Ces valeurs fournissent a I'huile des

propriétés bénéfiques au cours du premier stade de développement (résistance a 1’oxydation).

3. Teneur en tocophérols totaux

Ces dernieres années, il est devenu évident que les différentes formes de tocophérols
(isomeres de la vitamine E) ont des propriétés antioxydantes et des effets anticancéreux (L.i et al.,
2011), antidiabétique et cardioprotecteur des tocotriénols qui sont maintenant clairement
démontrés (Wang et al., 2012). Par conséquent, 1’étude des tocophérols dans les feuilles de P.
atlantica présente un intérét majeur. Les teneurs en tocophérols totaux (TT) dans les échantillons
d’huiles ont été déterminée a partir de I’équation de la courbe d’étalonnage de la vitamine E (figure

111.4), et exprimés en milligramme équivalents de Vit. E par gramme de lipide.
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Figure 111.4 : Courbe d'étalonnage de la vitamine E

Nous avons effectué le dosage des tocophérols totaux a partir des extraits huileux issus

des feuilles de P. atlantica au cours des différents stades de croissance. Les résultats sont présentés

dans le tableau 111.4 et interprétés par la figure 111.5.

Tableau I11.4 : Teneur en Tocophérols totaux dans les extraits huileux des feuilles de P. atlantica

cueillies a différents stades de croissance.

Tocophérols totaux (mg EE/g lipide)

Mois de L1 L2 D1 D2 K1l K2 Moyenne
récolte + sd
Mai 1,55 221 234 243 1,76 341 | 228044
Aout 3.79 235 240 277 2,66 328 | 2.88+044
Septembre | 305 3,54 2,89 2,39 4,26 341 | 3,26+048
Novembre | g4 2,39 3,04 3,67 3,04 289 | 3,00£0,26
Moyennexsd | 2 83+0,64 | 2,62+0,46 | 2,67+0,3 | 2,82+0,43 | 2,930,72 | 3,25+0,18 i

Les valeurs obtenues montrent que la teneur en tocophérols totaux varie entre 1,55 et 4,26

mg/g de lipide. La teneur la plus importante a été obtenue par 1’échantillon K1 récolté au mois de

septembre, d’autre part 1’échantillon L1 récolté a la premiére phase de croissance des feuilles (au

mois de mai) a présenté la teneur la plus faible. En comparant les valeurs moyennes de chaque

extrait selon la saison d’étude, il apparait que la teneur moyenne la plus importante a été obtenue
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par I’échantillon K2, d’autre part 1’échantillon L2 a montré la moyenne la plus faible. En effet,
Les valeurs moyennes au cours de développement foliaire restent assez proches pour tous les

échantillons étudiés.

Tocophérols totaux
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Figure I11.5: Variation de la teneur en tocophérols totaux dans les extraits huileux des feuilles de
P. atlantica au cours de la croissance
L'huile des feuilles de P. atlantica semble plus riche en tocophérols que d'autres huiles
végétales alimentaires telles que I'huile de tournesol (0,67 mg/ g) et I'huile d'olive (0,20 mg/g)
(Karlenskind., 1992) ce qui lui apportera des propriétés bénéfiques. En effet, plus des bien effets
présentés au-dessus, l'a-tocophérol contribue a la conservation naturelle de I'huile contre la
détérioration oxydative (Kamal-eldin et al., 1996 ; Cardeno et al., 2014).

Les résultats obtenus sont assez similaires a ceux récemment déterminés par Harrat et
al., 2018 a partir des feuilles de Pistacia. lentiscus (3,2-4,6 mg/g de lipides). La comparaison de
nos résultats a ceux rapportés par la littérature pour d'autres huiles montre que les huiles des
feuilles de Pistacia atlantica particulierement aux stades intermédiaires de développement des
feuilles sont extrémement riches en tocophérols. Les données publiées concernent I’huile de
graines de citrouille Cucurbita pepo L (0,10-0,22 mg / g de lipides. Benalia et al., 2015), I’huile
de fruits matures et immatures de P. atlantica (0,51 & 1,70 mg / g d'huile. Guenane et al., 2017)
et ’huile des feuilles de P. atlantica (0,21-1,53 mg EaT / g de lipides. Chelghoum et al., 2020).
La teneur en tocophérols totaux est supérieure a celle déterminer pour autre plante de la méme
famille des anacardiacées, telle que P. terebinthus var. Chia poussant a I'état sauvage en Turquie

qui contient que 0,39 a 0,51 mg / g d’huile (Matthaaus et al., 2006).
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D’autre part, la variation saisonnicre de la teneur moyenne en TT montre que la moyenne
selon les différents mois de cueillette semble augmenter a partir du premier stade de croissance
des feuilles (valeur moyenne de 2,28+0,44 mg/g d’huile) et ceci jusqu’au stade intermédiaire de
développement ou elle achéve son maximum au mois de septembre (3,26+0,48 mg/g d’huile), puis
elle diminue Iégerement vers a la fin de croissance foliaire au mois de novembre (3+0,26 mg/g).
Nos résultats sont en accord avec ceux de Gourine et al., 2010 qui ont rapporté par 1’étude de la
variation saisonniere de la composition chimique des huiles essentielles des feuilles du Pistachier
de I’atlas que la plupart des composants principaux de ces derniers avaient atteint leur maximum

au mois de septembre.

En examinant la variation de la teneur en TT selon des trois sites de cueillette, on
remarque que pratiquement les deux sites, Laghouat et Daya, présentent des teneurs similaires en
tocophérols totaux avec respectivement des valeurs moyennes de 2,73 £ 0,60 mg / g et de 2,74 +
0,35 mg / g, tandis que la teneur pour le site de Kheneg est légerement plus élevée que les deux

premiéres avec une valeur moyenne de 3,09 £ 0,50 mg / g (figure 111.6).

Tocophérols totaux

M Laghouat
Kheneg

i Daya

Mai Aout Septembre  Novembre

Teneur moyennes en mg EE/g lipide

Mois de récolte

Figure 111.6: Variation de la teneur en tocophérols totaux selon les trois sites de récolte au cours

de la période étudiée
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4. Teneur en caroténoides

Il a été reconnu qu'un régime alimentaire riche en caroténoides, associé a la
consommation réguliere de fruits et de légumes, suggére un effet protecteur contre le cancer et les
maladies cardiovasculaires (Machlin., 1995 ; Wright et al., 2003). Les caroténoides jouent un
role important dans la vision humaine en raison de leurs propriétés antioxydantes, ils peuvent aussi
filtrer la lumiére bleue de la macula oculaire (Benstien et al., 2016 ; Demming-Adams et al.,
2013). Les tocophérols et les caroténoides améliorent la stabilité de I'huile, de sorte que les huiles
naturellement riches en ces constituants sont préférées (Frankel., 1992 ; Warner., 1987)

Les teneurs en caroténoides dans les fractions lipidiques des feuilles de P. atlantica ont été
déterminées a partir de la courbe d’étalonnage du B-caroténe (figure Ill. 7) et exprimée en mg
équivalents de B-caroténe par gramme de lipide. Les résultats de ce dosage sont consignés ci-

dessous (tableau I11.5).

1,2 -

y =100,9x
R?=0,9988

04 -

Absorbance a 460 nm

0,2 - L 2

0 T T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014

Concentration du B-caroténe (g/l)

Figure 111.7 : Courbe d'étalonnage du B-carotene

La teneur en caroténoides varie de 0,1 a 0,6 mg/g de lipide pour toute la série d’étude. La
teneur maximale enregistré au début de la croissance des feuilles au mois de mai par les feuilles
précoces de I’échantillon L1, tandis que le contenu le plus faible a été obtenu au dernier stade de

développement au mois de novembre par 1’échantillon L2.
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Tableau I11.5 : Teneur en caroténoides dans les extraits huileux des feuilles de Pistacia atlantica

cueillies a différents stades de croissance.

Caroténoides (mg EBC/g lipide)

Mois de L1 L2 D1 D2 K1l K2 Moyenne
récolte +sd
Mal 0,60 0,26 0,32 0,2 0,23 041 | 03420,11
Aout 0,39 0,22 0,19 0,22 0,28 0,23 0,26+0,05
Septembre | 37 0,38 0,18 0,16 0,23 025 | 0.26+0,08
Novembre 0,25 0.1 0,12 0,16 0,13 0,19 | 016x0,04
Moyennetsd | 040+0,10 | 0,24+0,08 | 0,20+0,06 | 0,19+0,03 | 0,22+0,04 | 0,27+0,07 -

La figure I11. 8 représente la variation saisonniere de la teneur en caroténoides pour les

différents extraits lipidiques, on remargue un écart important entre la valeur inférieure et la valeur

supérieure des teneurs en caroténoides le long de la saison de développement des feuilles. La

comparaison des teneurs moyennes de chaque extrait montre que la teneur moyenne la plus

importante a été exhibée par I’échantillon L1, cet extrait est deux fois plus riche en caroténoides

que les autres échantillons. D’autre part 1’échantillon D2 a montré la moyenne la plus faible.

D’autre part, nous constatons que le taux d’accumulation pour 1’ensemble des échantillons varie

le long de la période de croissance des feuilles.

Teneur en mg EBC/g lipide
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Figure 111.8: Variation de la teneur en caroténoides dans les extraits huileux des feuilles de P.

atlantica au cours de la croissance.
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Au cours de développement des feuilles, la teneur en caroténoides n’est pas constante dans
les extraits huileux. La teneur moyenne est maximale pour les extraits des feuilles précoces du
mois de mai, ensuite, elle semble diminuer vers le stade intermédiaire avec des valeurs similaires
en aolt et en septembre, puis, elle atteint sa valeur la plus basse a la fin de développement des
feuilles. D’apres ces constatations, il en ressort une nette variabilité de la teneur en caroténoides
selon notamment la période de croissance des feuilles du pistachier de 1’atlas. Ce résultat est
constaté par Chelghoum et al., 2020 ou ils ont rapporté que les stades de développement ont eu

un effet prononcé sur la concentration des tocophérols totaux et de caroténoides.

En observant La figure 111.9 qui montre la variation saisonniére des teneurs en caroténoides
totaux selon les trois sites de récolte. Nous constatons pour toute la saison que les extraits issus du
site de Laghouat sont les plus riches en caroténoides, suivi de ceux issus du site Kheneg, enfin les
extraits du site Daya contiennent moins de caroténoides pour toute la saison d’étude. Les valeurs
moyennes sont dans 1’ordre : 0.32+ 0,11 mg/g > 0.24+0.05 mg/g >0.18+£0.02 mg/g, pour

respectivement Laghouat, Kheneg et Daya.
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Figure 111.9: Variation de la teneur en caroténoides selon les trois sites de récolte au cours de la

saison d’étude.

5. Teneur en stérols totaux

Les phytostérols sont reconnus pour avoir plusieurs activités biologiques et propriétés
physiques (Abidi., 2001). IIs ont démontré leur efficacité et leur sécurité pour I’abaissement du
cholestérol du sang (Kritchevsky et al., 2005).

Les résultats de quantification des stérols totaux (ST) dans les fractions lipidiques des
feuilles de P. atlantica ont été calculés a partir de la courbe d’étalonnage du cholestérol (Figure II1. 10).

Les teneurs sont exprimées en mg équivalents de cholestérol par gramme de lipide.
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Figure 111.10 : Courbe d'étalonnage du cholestérol.

Les résultats illustrés ci-dessous (Tableau 111.6) montrent que les teneurs des stérols totaux
sont largement plus élevées que celles des tocophérols totaux et des caroténoides. Les huiles
étudiées contiennent des quantités importantes en stérols, dont la teneur obtenue s’échelonne entre
115,94 a 363,76 mg/g de lipide. La teneur maximale est présentée par les feuilles précoces de
I’échantillon D1, cet extrait est trois fois plus riche en stérols totaux que 1’extrait D2 a la fin de
croissance des feuilles qui a présenté la teneur la plus inferieure. Les résultats de ce dosage
indiquent que la teneur en stérols totaux est trés variable et a un étendu de 248 mg/g pour
I’ensemble des échantillons. La comparaison des teneurs obtenues pour chaque extrait montre que
I’extrait L2 a un étendu maximal de 231 mg/g, tandis que L’extrait K1 présente un étendu minimal
de 121 mg/g. D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure que la teneur en stérols totaux est

spécifique pour chague extrait et par conséquent pour chague arbre.

Nos résultats sont comparables a ceux rapportés par Harrat et al., 2018 qui ont obtenu
des teneurs en stérols totaux allant de 143,37 a 176,61 mg/g d’huile pour les huiles des feuilles de
P.lentiscus, et ceux de Bentireche et al.,2019 avec une intervalle allant de 130,24-369,18 mg/g
pour les fruits de P.atlantica. D’autre part, Nos extraits lipidiques des feuilles de P.atlantica
semblent étre tres riches en stérols totaux en comparant a ceux relatifs a ’huile des fruits de
Pistacia terebinthus (1,34-1,80 mg/g d'huile. Matth&us et al., 2006) et a I’huile des galles de P.
atlantica (42,14-112,75 pg RS/g. Hefied et al., 2020)
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Tableau I11.6 : Teneur en stérols totaux dans les extraits huileux des feuilles de Pistacia atlantica

cueillies a différents stades de croissance.

Stérols totaux (mg EC/qg lipide)

Mois de L1 L2 D1 D2 K1 K2 Moyenne
récolte +sd
Mal 265,83 358,11 363,76 280,46 264,75 269,35 | 300,38+40,3
Aout 183,55 159,42 146,47 142,36 202,41 212,40 174,43%25
Septembre | 10369 | 136,37 178,66 196,53 208,65 332,46 | 197,63:48,6
Novembre | 19184 | 12771 135,36 115,94 143,69 118,05 | 12877482
Moyennetsd 178 58+46,1 | 195,40+81,3 | 206,07+78,8 | 183,82+54,6 | 204,88+31,8 | 233,06+67,8 -

La variation saisonniere de la teneur en stérols totaux pour les différents extraits huileux
est montrée par la figure 111.11. Nous observons que I’extrait K2 contient la quantité la plus élevée,
suivi par les extraits K1 et D1 qui contiennent pratiquement les mémes quantités. La teneur de
I’extrait L2 est légérement inférieure a ces deux derniers, enfin, les échantillons L1 et D2 possédent
les quantités les plus faibles en stérols totaux. En géneéral, la teneur en stérols totaux tende a
diminuer et ce pour tous les extraits aux cours de développement des feuilles de P. atlantica.

La teneur moyenne en stérols totaux selon les différents mois de cueillette semble
diminuer a partir de sa valeur maximale atteinte au premier stade de croissance des feuilles (valeur
moyenne de 300,38 + 40,3 mg/g) jusqu’au stade intermédiaire de développement ou elle atteint
une moyenne de 174,43 + 25 mg/g au mois de aout, cette derniére est ensuite légerement
augmentée au mois de septembre pour atteindre 197,63 + 48,6 mg/g, puis le minimum est observé
au mois de novembre au dernier stade de développement des feuilles (valeur moyenne de 128,77
+ 8,2 mg/g). De méme que pour les caroténoides, nous remarquons avec intérét que la teneur en
stérols est d'autant moins élevée que les feuilles sont en dernier stade de croissance. Cette
constatation est en accord avec 1’étude présentée par Trabelsi et al., 2012, qui ont révélé que
I'accumulation maximale est caractéristique des fruits immatures, puis elle diminue vers la derniere

période de maturation des fruits lentisques.
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Figure 111.11: Variation de la teneur en stérols totaux dans les extraits huileux des feuilles de P.

atlantica au cours de la croissance.

La figure Ill. 12 ci-dessous montre la variation en ST au cours de développement des

feuilles selon les trois sites de cueillette. Nous remarguons que la teneur moyenne en stérols totaux

des extraits huileux du site Kheneg (218,97 £ 52,41 mg/qg) est la plus importante, suivi de celle des

extraits du site de Daya (194,94 + 63,98 mg/g), en dernier, les échantillons de Laghouat qui ont

présenté la moyenne la plus inferieure (186,99 + 62,49 mg / g). Pour les sites de Daya et de

Laghouat, la charge en ST est maximale au mois de mai, alors que pour le site de Kheneg, la teneur

est maximale au mois de septembre. La teneur minimale est observée & la fin de développement

des feuilles pour les trois sites de cueillette.
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Figure 111.12: Variation de la teneur en stérols totaux selon les trois sites de récolte au cours de

la saison d’étude.

6. Variation saisonniére de ’activité antioxydante des extraits lipidiques des

feuilles de Pistacia atlantica

Comme pour I’étude de la composition chimique en acides gras, 1’évolution de 1’activité
antioxydante des extraits lipidiques des feuilles de P. atlantica a été suivie le long des quatre mois
de récolte afin de déterminer le meilleur moment de cueillette des feuilles. Nous avons utilisé deux
méthodes différentes et complémentaires en méme temps : le test DPPH et le test d’inhibition par
blanchiment du B-caroténe. Le test DPPH mesure la capacité réductrice d’un antioxydant (extrait
lipidique dans notre cas). Par contre, dans le systéme d’acide linoléique-B-caroténe, le B-caroténe
subit une décoloration rapide en absence d’un antioxydant. La présence d’un antioxydant tel qu’un
extrait lipidique peut géner 1’étendue de la destruction du B-carotene en neutralisant les radicaux

libres du linoléate et tous les autres radicaux libres formés dans le systéme.

91



Chapitre 1 : Valorisation des lipides des feuilles Partie III : Résultats et discussion
de Pistacia atlantica

a. Pouvoir anti-radicalaire des extraits lipidiques par le test DPPH" (2,2-diphenyle-1-
picrylhydrazyle)

Afin de déterminer quantitativement I’activité antioxydante des extraits lipidiques des
feuilles de Pistacia atlantica au cours de croissance, nous avons tracé les graphes illustrant la
variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des différents extraits
lipidiques dans la solution de DPPH. Les régressions linéaires ont été obtenues avec des
coefficients de détermination R? supérieur & 0,98. A partir de 1’équation du graphe, nous avons
calculé la concentration de 1’extrait donnant 50% d’inhibition du radical libre DPPH (ECsp) et qui
est inversement proportionnelle au pouvoir antioxydant (plus 1’extrait est actif plus la valeur de

ECso est petite). Les résultats de ce test sont présentés dans le tableau I11.7.

Tableau I11. 7 Valeurs d’ECso des extraits lipidiques des feuilles de Pistacia atlantica au cours de

croissance en utilisant le test DPPH.

ECso (mg/mL)
Mois de L1 L2 D1 D2 K1 K2 Moyenne + sd
récolte
Mai 7,77 nd nd 11,48 13,17 8,87 10,32+2
Aout 3,91 7,73 7,63 5,16 5,72 5,15 5,88+£1,2
Septembre 6,35 7,33 6,87 6,02 5,05 5,89 6,25£0,6
Novembre 3,49 7,66 5,70 5,03 7,25 6,94 6,01+1,27
Moyennetsd | 538+168 | 7,57+0,16 | 6,73+0,69 | 6,92+2,28 | 7,80+2,69 | 6,71+1,19 -

Antioxydant de référence

Vitamine E

BHA

ECso (ug/mL) £ sd

4,22 +0,02

6,91 + 0,07

Les valeurs d’ECso des extraits lipidiques varient entre 3,48 et 13,17 mg/mL tout le long de

la saison d’étude. Pour I’ensemble des échantillons, la plus grande valeur enregistrée pour ECso
est quatre fois plus grande que celle de la valeur minimale correspondante. L’échantillon L1 a
révélé ’activité la plus importante au dernier Stade de développement des feuilles au mois de
novembre, au premier stade de croissance, I’extrait K1 a recélé la valeur ECsg la plus élevée ce qui

lui a attribué la plus faible activité antioxydante.
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En comparant les valeurs moyennes d’ECso des différents extraits, nous remarquons que
I’extrait L1 récolté du site de Laghouat montre la meilleure activité antiradicalaire avec la valeur
moyenne d’ECsp la plus inferieure, par la suite les extraits D1et K2 montrent la méme capacité
vis-a-vis des radicaux libres, ensuite I’échantillon D2 suivi de 1’échantillon L2, enfin 1’extrait K1
présente la valeur ECsg la plus élevée et donc ¢’est le moins actif de tous les extraits. En effet, les
différences mineures ressorties de la comparaison des valeurs moyennes d’ECsg nous menent a
dire que le pouvoir antiradicalaire est équivalent pour les différents échantillons. Tous nos extraits
lipidiques se montrent moins actifs par rapport aux antioxydants synthétiques choisis, la vitamine
E et le BHA dont les valeurs d’ECsp valent 4,22 et 6,91 pg/mL, respectivement.

La variation saisonniere de la valeur ECso de I’activité antioxydante pour les extraits huileux
des feuilles de P.A est représentée par la figure I11. 13. L’évaluation des valeurs d’ECsg obtenues
pour chaque échantillon notamment selon les quatre mois de cueillette, montre que les extraits L2,
D1 et K2 présentent un étendu assez étroit (inférieur a 4 mg/mL) entre la valeur minimale et
maximale d’ECso dont les valeurs varient entre 0,5 et 3 mg/mL. Par conséquent, on peut dire que
ces extraits présentent une légeére augmentation en termes d’activité antioxydante aux cours de
croissance des feuilles. Les extraits L1, D2 et K1 exhibent un étendu important (supérieur a 4
mg/ml) dont les valeurs valent: 4,28 et 6,45 et 8,12 mg/mL, respectivement. D’aprés cette
interprétation, nous y distinguons une variation claire du pouvoir antiradicalaire aux cours de la
période de croissance des feuilles de ces derniers. D’autre part cette illustration montre qu’au
premier stade de croissance des feuilles, I’extrait L1 qui a révélé le meilleur pouvoir antioxydant,
tandis que 1’extrait K1 a décelé le plus faible pouvoir a ce stade. Au stade intermédiaire c.a.d. aux
mois d’aout et septembre les extraits L1 et K1 sont les plus actifs, respectivement. Alors que le
moins actif est le L2 pour cette phase de développement des feuilles. A la fin de la croissance des
feuilles (au mois de novembre) I’extrait L1 montre le pouvoir le plus élevé, et I’activité inferieure

est enregistrée encore une fois par L2.
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Figure 111.13 : Valeurs saisonnicres d’ECso des extraits huileux des feuilles de P.A a différents

stades de croissance en utilisant le test DPPH.

La variation de I’activité antioxydante selon les sites de cueillette montre que la valeur
moyenne la plus inferieure d’ECsp est enregistrée par les échantillons cueillis de Laghouat (6,50
mg/mL), et donc, ce sont les plus actifs. Les feuilles récoltées des sites Kheneg et Daya présentent
pratiquement les mémes valeurs moyennes d’ECso: 7,25 et 7,42 mg/mL, respectivement. Ces
légéres différences montrent que le pouvoir antioxydant selon les trois sites de cueillette est assez
stable.

On peut aussi interpréter les résultats obtenus par ce test en utilisant I’inverse d’ECso. Le
parametre 1/ECso est connu sous le nom de I’efficacité antiradicalaire EA, ou de fois sous le nom du
pouvoir antiradicalaire PAR. La figure Ill. 14 ci-dessous montre la variation saisonniére du PAR
des extraits lipidiques des feuilles de Pistacia atlantica. Il semble que le pouvoir antiradicalaire
croit & partir des feuilles précoces du mois de mai en allant vers le mois d’aout, I'augmentation est
estimée a presque deux fois sa valeur initiale ; par la suite, les valeurs de PAR sont trés proches et

stables pour la phase intermédiaire et la fin de croissance.
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Figure 111.14 : Variation saisonniere du pouvoir antiradicalaire (PAR) des fractions lipidiques

des feuilles de Pistacia atlantica en utilisant le test DPPH.

La comparaison de nos résultats avec les travaux antérieurs montre que 1’intervalle obtenu
des valeurs ECso est en accord avec les résultats obtenus par Gourine et al., 2010 qui ont rapporté
des valeurs de ECsp des huiles essentielles des feuilles de P. atlantica comprises entre 8,80 et 27,48
mg / mL et qui ont aussi enregistré la meilleure activité antiradicalaire aux mois de septembre et
octobre ce qui s’accorde avec nos résultats. Les résultats obtenus ne sont pas trés différents a ceux
déterminés par Harrat et al., 2018 a partir des feuilles de Pistacia. lentiscus (3,28-4,51 mg/mL),
les différences des valeurs d’ECsg est probablement due a I'étude saisonniére réalisée dans notre
travail. D’autre part, Le pouvoir antioxydant est plus élevé que celui présenté par Guenane et al.,
2017 ayant obtenu les valeurs de ECso pour I'huile de fruit de P. atlantica, allant de 17,1 4 51,3 mg
/ mL. Belyagoubi-Benhammou et al., 2018 ont enregistré une valeur ECs0=20,61mg/mL pour
I'huile de fruit mature de P. lentiscus de la région de Tlemcen (Algérie).
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b. Inhibition par blanchiment du p-carotene

La méthode de blanchiment du 3 -caroténe est basée sur la perte de la couleur jaune de ce
dernier en raison de sa réaction avec les radicaux formés par I'oxydation de I'acide linoléique dans
une émulsion. Le taux de blanchiment du -carotene peut étre ralenti en présence d'antioxydants
(Kulisic et al., 2004). Rappelons que c’est la premiére fois que ce test a été entrepris pour les
extraits lipidiques des feuilles de Pistachier de 1’ Atlas. Les graphes représentants la variation du
pouvoir antioxydant en fonction de la concentration de chaque extrait lipidique dans le systeme
acide linoléique-p-carotene ont été tracés. D’une fagon identique a celle du test DPPH, on a
calculé a partir de 1’équation du graphe les valeurs ECso pour chaque échantillon (concentration
fournissant 50% d'inhibition du blanchiment du B-carotene). Les régressions linéaires ont été
obtenues avec des coefficients de détermination R? supérieur & 0,98. Les résultats de ce test sont
indiqués dans le tableau 111.8.

Les valeurs trouvées d’ECso pour ce test varient le long de la saison entre 3,99 et 12,92
mg/mL. C’est pratiquement le méme intervalle obtenu pour le test DPPH. La plus importante
activité antioxydante obtenue est trois fois meilleure que celle la plus faible correspondante. La
valeur ECsp minimale a ¢été enregistrée par I’extrait L1 du mois d’aout ce qui lui attribuera le
meilleur pouvoir antioxydant. Les feuilles précoces de ce dernier ont présenté le pouvoir

antioxydant le plus inferieur qui correspond ainsi a la valeur maximale d’ECsp.

En se référant aux valeurs moyennes d’EC50 des différents extraits, nous constatons que
I’activité antiradicalaire est trés similaire pour les extraits : D2, L1 et D1 dont les valeurs moyennes
d’ECsg sont assez proches et dans ’ordre précédant (tableau 111.8). Le pouvoir antioxydant de
I’extrait K2 est légerement inférieur a ces derniers. Ensuite, comme pour le test DPPH les extraits
L2 et K1 sont les moins actifs. De méme que pour le test DPPH, la comparaison des valeurs
moyennes d’ECso montre que le pouvoir antiradicalaire est équivalent pour les différents
¢échantillons. Tous les extraits huileux testés se montrent moins actifs par rapport a 1’antioxydant

de référence, vitamine E dont la valeur ECso vaut 7,68 pg/mL.
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Tableau I11. 8 Valeurs d’ECso des extraits lipidiques des feuilles de Pistacia atlantica au cours de

croissance en utilisant le test 3-carotene.

ECso(mg/mL)
Mois de L1 L2 D1 D2 K1l K2 Moyenne + sd
récolte
Mal 12,92 11,67 8,30 8,20 11,22 10,99 10,55%1,53
Aout 3,99 7,86 6,41 8,56 7,63 7,44 6,98+1,19
Septembre | 705 6,21 8,34 5,64 8,68 7,78 7,28+0,98
Novembre | 563 8,55 8,82 6,24 9,71 7,51 7,74+1,28
Moyennetsd | 7404276 | 8,57+155 | 7,97+0,78 | 7,16£1,22 | 9,31%1,16 | 8,43+1,28 -
Antioxydant de réf. ECso (ug/mL) * sd
Vitamine E 7.68 £0.61

Les histogrammes de la figure 111. 15 montrent la variation saisonniere de la valeur ECso
de Pactivité antioxydante des extraits huileux testés. Les extraits D1, D2, K1 et K2 présentent un
écart limité (inférieur a 4 mg/mL) entre la valeur minimale et maximale d’ECsg selon les quatre
mois de la saison d’étude, dont les valeurs varient entre 2,41 et 3,59 mg/mL ce qui montre que le
pouvoir antiradicalaire de ces extraits a augment¢ trés doucement le long de la saison d’étude. Par
conséquent, on peut dire que les extraits précédents montrent une activité antioxydante stable selon
la saison d’étude. Les extraits L1, L2 montrent un étendu considérable dont les valeurs valent :
8,92 et 5,46 mg/mL, respectivement, donc, ils montrent une variation claire du pouvoir
antiradicalaire aux cours de la croissance des feuilles. En examinant les valeurs moyennes d’ECso
pour chaque mois de cueillette, nous observons que les feuilles cueillies du site Daya sont les plus
actifs au premier stade de développement foliaire, tandis que les moins actifs sont ceux de
Laghouat. Au stade intermédiaire I’extrait L1 est le plus actif, alors que les moins actifs sont D2
et K1. A la fin de la croissance des feuilles (au mois de novembre) I’extrait L1 montre le pouvoir

le plus élevé, et ’activité inferieure est enregistrée par K1.
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Figure 111.15 : Valeurs saisonnicres d’ECso des extraits huileux des feuilles de P.A a différents

stades de croissance en utilisant le test 3-carotene.

La figure I11. 16 schematise la variation saisonniére du pouvoir antiradicalaire PAR des
extraits lipidiques des feuilles de Pistacia atlantica. Il apparait que le PAR croit de maniere
significative a partir des feuilles précoces du mois de mai vers le mois d’aout, I’efficacité
antiradicalaire est presque doublée ; par la suite, les valeurs de PAR sont assez stables pour le reste
de la période de croissance des feuilles. L’évaluation de la variation saisonniére de 1’activité
antioxydante montre clairement que le pouvoir antiradicalaire du test -caroténe varie dans le

méme sens que pour le test DPPH.

La variation de la capacité antioxydante selon les sites de cueillette montre que les
échantillons cueillis du site Daya et Laghouat sont les plus actifs avec les valeurs moyennes d’ECsg
qui valent : 7,56+0,34 et 7,98+2,15 mg/mL. Les feuilles récoltées des sites Kheneg sont Iégérement
moins actifs (ECso= 8.87+1,12 mg/mL). Dans I’ensemble, les trois sites de cueillette montrent un

pouvoir antioxydant tres stable.
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Figure 111.16 : Variation saisonniére du pouvoir antiradicalaire (PAR) des fractions lipidiques

des feuilles de Pistacia atlantica en utilisant le test f-caroténe.

Il est plus approprié de comparer les resultats de notre étude avec autres travaux
antérieurs. Les valeurs trouvées d’ECsp pour ce test sont trés proches a ceux trouvés pour I'huile
essentielle des feuilles de P. lentiscus (Anacardiaceae) de la Tunisie, rapportée par Aissi et al.,
2016 ayant obtenu un intervalle allant de 5,57 a 11,20 mg / mL, de méme la valeur moyenne d’ECsgo
enregistrée notamment au mois de mai est trés cohérente avec la notre au méme mois (11,11 +
1,07 mg/mL). Bachrouch et al., 2015 ont obtenus un intervalle variant de 10 a 11 mg/mL pour
les huiles essentielles des feuilles de P. lentiscus de la Tunisie cueillies au stade de la floraison (au
mois de mai), ce qui est en accord avec nos résultats. Les résultats obtenus sont tres différents a
ceux déterminés par Harrat et al., 2018 a partir des feuilles de Pistacia. lentiscus (1,43-2,59
mg/mL), ce qui peut étre due au nombre élargie des échantillons dans notre étude. Comme il a été
évoqué pour le test DPPH, et vu le manque d’études sur ’activité antioxydante des extraits
lipidiques des feuilles de P. atlantica, ne nous a pas permis de discuter nos résultats avec autres
études précédentes. Les travaux antérieurs se sont intéressés a d’autres especes de Pistacia et aux

huiles issues des fruits de Pistacia atlantica.
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7. Recherche des Corrélations

7.1. Corrélation entre les deux tests d’activité antioxydante DPPH et p-carotene

Afin d’établir d’éventuels corrélations entre les résultats des deux tests utilisés pour
évaluer I’activité antioxydante : le test DPPH et le test de blanchiment du B-carotene (exprimées
en pouvoir antiradicalaire PAR = 1 / ECso pour les deux tests), et en prenant par considération
toute la période de développement des feuilles de P. atlantica, nous avons déterminé a I’aide de la
fonction statistique interne Excel «COEFFICIENT.CORRELATION» une bonne corrélation
positive de 97% , ce qui indique que les capacités antioxydantes variaient de la méme maniére
pour les deux, on peut dire alors que les échantillons présentant des activités élevées dans le test

DPPH présentent également des activités élevées pour le dosage du -caroténe

7.2. Corrélation entre la teneur en tocophérol totaux et le test DPPH

Il pourrait également étre possible de déterminer la relation entre la teneur en tocophérols
totaux et l'activité antioxydante des extraits huileux des feuilles de P. atlantica étudiés, et ce afin
de confirmer l'activité antioxydante des extraits lipidiques. Une corrélation entre les valeurs de
ECso obtenues pour le test DPPH et la teneur en tocophérols totaux a également été explorée a
I'aide de la méme fonction précédente. Relativement, pour I’ensemble des échantillons, nous
notons avec intérét un facteur de corrélation de -57% (Tableau II1.9). Ainsi, I’ECso est d’autant

moins élevé que la teneur en tocophérols augmente.

Nous avons également évalué individuellement (pour chaque extraits huileux) les
corrélations entre l'activité antioxydante par le test DPPH (exprimées en pouvoir antiradicalaire
PAR) et la teneur en tocophérols totaux selon la période de croissance des feuilles. Les meilleures
corrélations trouvées valent : 62, 68, 86, 88, et 99%, pour les extraits D2, L1, K1, Dlet L2,
respectivement, a I’exception de 1’échantillon K2 cueilli de la région de Kheneg, qui a exhibé un
coefficient de corrélation trés faible de 3%. Donc, la majorité des échantillons ont indiqué une
relation directe entre le pouvoir antiradicalaire des radicaux libres DPPH et les teneurs en

tocophérols totaux.

100



Chapitre 1 : Valorisation des lipides des feuilles Partie III : Résultats et discussion
de Pistacia atlantica

En se référant des valeurs moyennes d’ECso et des tocophérols totaux pour chaque mois
de récolte, il apparait que la meilleure corrélation est obtenue pour le mois d’aout (-90%), ce qui
nous mene a dire qu’au stade intermédiaire de développement des feuilles 1’activité antioxydante
de leurs extraits huileux dépend principalement de ces composés antioxydants et de leurs
concentrations. D’autre part, la plus faible corrélation est enregistrée pour le mois de mai (-17%)
(Tableau 111.10). Ces résultats montrent clairement I’implication des tocophérols dans I'activité
antioxydante des extraits lipidiques des feuilles de P. atlantica. Cependant, d’autres composés

seraient également impliqués.
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Tableau 111.9 Matrice de Correélations entre : l'activité antioxydante (tests DPPH et B-caroténe), C18: AGI, teneur en tocophérols totaux (TTT) et teneur
en caroténoides (TC).

ECso ECso
. C18:1 C18:2 C18:3 TTT TCT Somme C:18 AGI
p-carotene DPPH
ECso
. 1 0.5726 -0.3373 0.3508 0.3149 -0.4845 0.2498 -0.1971
p-carotene
ECso DPPH 1 -0.3989 0.4910 0.5746 -0.5738 0.0181 0.2801
C18:1 1 -0.4854 | -0.5437 0.3386 -0.0797 0.3530
C18:2 1 0.6333 -0.2430 0.0910 0.4663
C18:3 1 -0.3812 0.3814 0.5410
TTT 1 -0.0641 0.1942
TCT 1 0.2683
Somme .
C:18 AGI
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Tableau I11.10 : Matrice de corrélation entre la teneur en tocophérols totaux et le test DPPH au
cours de développement des feuilles de P. atlantica.

Moyenne de la teneur en tocophérols
(mg EE /g lipide)
Mai Aout Septembre | Novembre
Mai -0,1741
Moyenne d’ECso | Aout -0,9000
(mg/mL) Septembre -0,3934
Novembre -0,4832

7.3. Corrélations entre la teneur en tocophérols totaux, C18 : AGI et les activités
antioxydantes
Afin de déterminer les relations possibles entre : I’activité antioxydante, les principaux

composants chimiques des acides gras (C18 : 1, 2, 3) et les tocophérols totaux, des corrélations
entre ces trois groupes de variables ont également été déterminées (tableau 111.9). Les résultats
montrent une corrélation négative entre les valeurs d’ECsp et ’acide oléique C18 : 1, alors qu'une
corrélation positive est déterminée entre les valeurs d’ECso et les proportions d’acides gras
polyinsaturés tel que I’acide linoléique et linolénique C18 : 2,3. Il en ressort que la capacité
antioxydante est d’autant plus €levée que le taux de 1’acide ol¢ique C18: 1 augmente. En méme

temps, cette activité est corrélée aux faibles proportions d’acide linoléique et linolénique.

Les corrélations entre la teneur en tocophérols totaux et les pourcentages des trois acides
gras C18 : 1, 2, 3 sont également déterminées. La teneur en tocophérols totaux est corrélée
positivement avec I’acide oléique C18: 1, et en méme temps négativement corrélée avec les
acides : linoléique et linolénique C18: 2,3. En effet, cela signifie que les teneurs en tocophérols les
plus élevés sont liés aux pourcentages les plus élevés d’acide oléique, et également aux
pourcentages les plus faibles d’acide linoléique et linolénique C18: 2,3. Les acide gras insaturés
(C18: 1,2, 3) présentent des corrélations significatives les unes aux autres. L’acide linolénique est
corrélé positivement a I’acide linoléique (plus de 63%), ce qui indique que les pourcentages élevés
de I’acide linolénique sont associés aux pourcentages ¢levés de I’acide linoléique. De plus, I’acide
linolénique représente la meilleure corrélation avec la somme des acides insaturés C18 : AGI
(54%). Par ailleurs, I’acide oléique est négativement corrélé avec I’acide linoléique et I’acide

linolénique, ce qui signifie que les proportions les plus élevées de C18 : 1 étaient liés aux
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proportions les plus faibles des deux acides C18: 2,3, ce qui confirme les résultats présentés

auparavant.

8. Analyse statistique des données relatives a la composition en acide gras
Afin de bien approfondir I’interprétation des similitudes et / ou des différences dans la
composition en acides gras des différentes fractions lipidiques ainsi que leurs variations au cours
des différents mois et sites de récolte (présence possible d'effet de région et / ou de mois de collecte
sur la composition des acides gras), nous avons procéde a une analyse de données par le logiciel
XLSTAT en utilisant la méthode de classification ascendante hiérarchique (CAH). Les résultats
d’CAH schématisés dans le dendrogramme de la figure IT1.17 montre deux groupes d'échantillons
clairement distingueés : groupe I: groupe de gauche composé de 11 individus et groupe II: groupe
de droite de 11 individus composeé de deux sous-groupes (SG 1 et 11). La présence de ces groupes
et sous-groupes consolide I’hypothese initiale de la dissimilarité existante des échantillons étudiés
sur la variabilité de la composition chimique en acides gras. Un examen attentif du premier groupe
(I) révéle qu'il a inclus tous les échantillons collectés pour les mois consécutifs d'aolt et de
septembre. Le second groupe (I1) a aggloméré principalement les échantillons de mai (au début de
la formation des feuilles) avec ceux de novembre (dernier stade de développement des feuilles:
feuilles jaunes). Le premier sous-groupe SG-1 sépare les échantillons de novembre de ceux de mai
qui appartiennent cette fois au SG-2. Pour SG-1, une exception a été faite pour un échantillon
appartenant au mois de septembre. En effet, pour cet échantillon, il peut s’agir de la présence d’un
processus supplémentaire pour son stade phonologique dans ce cas particulier. Afin de mieux
clarifier et quantifier les différences entre les groupes déterminées, nous avons déterminé les
intervalles de variation, les valeurs moyennes et leurs écarts types pour tous les groupes et sous-

groupes. Les résultats sont résumés dans le tableau 111.11.

Commengons par les principales similitudes entre tous les groupes. Tous les groupes
présentent pratiquement des valeurs moyennes similaires dans la composition des acides gras
saturés suivants: acide laurique C12:0; Acide margarique C17:0; acide stéarique C18:0 et acide
arachidique C20:0. Par la suite, les différences ou les dissimilarités entre ces groupes sont discutées
comme suit: Le premier groupe est principalement différencié par son pourcentage élevé de
I’acide gras insaturé acide oléique C18: 109, présentant une variation moyenne et sd de 29,07 +
7,14% avec une comparaison de SG-1 (15,97 = 2,98%) et de SG-2 (12,36 + 4,47%). Le SG-2 est
caractérisé par des pourcentages relativement plus élevés de I’acide gras insaturé : acide
linolénique C18: 3w3 (27,25 +5,92% Vs «15,98 £ 4,50% et 11,22 + 4,18% ») et I’acide linoléique
C18: 2w6 (17,68 = 3,80% Vs «12,38 + 3,44% et 9,83 + 2,30%») par rapport au reste du sous-
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groupe 1 et du groupe (1), respectivement. Le SG-2 se caractérise également par un pourcentage
moyen inférieur de 1’acide gras saturé : acide myristique C14 : 0 (3,82% contre 13,21% et 8,10%).
Enfin, le SG-1 est caractérisé par un pourcentage moyen relativement élevé de I’acide myristique
(13,21%) et de I’acide palmitique (24,91%). Mais, la valeur moyenne la plus basse est obtenue
pour I’acide gondoique (AGI) C20 : 109 (0,75%).

Alternativement, si on considére la difference entre les groupes obtenues sur la
composition en acide gras (AGS, AGMI, AGPI et AGI/AGS), on peut noter que le SG-2 est
principalement caractérisé par la valeur moyenne la plus élevée d'AGPI (44,93% Vs «28,36% et
21,04% »). Pour ce SG, les acides gras insaturés sont a nouveau légerement plus éleves que ceux
du reste des groupes (68,16% contre «51,07% et 58,91% »). En fait, SG-2 se caractérise egalement
par un pourcentage moyen inférieur d'acides gras saturés (31,82% contre 48,93% et 41,09%). De
plus, le rapport moyen AGI/AGS pour ce SG étaient le plus élevé (2,19 + 0,44). Pour le premier
groupe (1), il se distingue principalement par sa teneur la plus élevée en AGMI (37,87%) et par sa
teneur la plus basse en AGPI (21,04%) par rapport au reste des groupes. Le SG-1 présente la valeur
moyenne la plus élevée d'AGS (48,93%) et la valeur moyenne minimale du rapport AGI/AGS
(1,08 £ 0,31). Certaines similitudes ont été détectées pour les deux sous-groupes : SG-1 et SG-2
en se reférant a leur teneur moyenne pratiquement similaire en AGMI (22,71% et 23,25%),

respectivement.
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Figure 111.17: Dendrogramme de la classification ascendante hiérarchique (CAH) de 22

individus et 11 variables (acides gras obtenus a partir des feuilles de Pistacia atlantica). Les

échantillons sont regroupés en utilisant la méthode de Ward avec une mesure de distance

euclidienne.
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Tableau I11.11 Variation des différents groupes d'individus étudiés obtenues par la classification CAH pour la composition des principaux acides gras

obtenus a partir des feuilles de P. atlantica.

Acide gras Group () Group (I1)
Sous-groupe SG-1 Sous-groupe SG-2
Min. Max. Moy sd Min. Max. Moy sd Min. Max. Moy sd

C12:0 0.00 3.38 2.11 1.21 0.00 4.85 2.05 1.52 1.23 2.82 2.16 0.78
C14:0 4.3 15.42 8.10 3.27 9.61 18.55 13.21 3.30 2.94 4.79 3.82 0.76
C16:0 11.88 29.14  21.02 4.73 20.06  32.27 24.91 4.77 16.43 20.25 18.18 1.76
Cl6:107 1.26 13.22 6.02 4.28 2.68 10.16 5.99 2.74 1.68 20.39 8.16 8.36
C17:0 0.00 10.43 2.52 2.71 0.00 4.23 2.15 1.43 1.03 2.68 1.66 0.75
C18:0 2.45 8.49 4.45 1.73 3.14 7.00 4.66 1.43 2.98 5.61 4.08 1.12
C18:109 19.28 43.41 29.07 7.14 12.38 19.9 15.97 2.98 8.75 18.49 12.36 4.47
C18:2m6 6.38 14.61 9.83 2.30 7.48 16.92 12.38 3.44 13.11 21.88 17.68 3.80
C18:3m3 5.07 19.13  11.22 4.18 8.00 23.18 15.98 4.50 22.83 35.49 27.25 5.92
C20:0 0.00 7.42 2.89 1.87 0.00 5.25 1.95 1.69 1.05 2.64 1.93 0.71
C20:109 0.00 7.6 2.77 2.16 0.00 1.93 0.75 0.82 1.37 6.33 2.73 2.40
AGS 3272  47.18  41.09 5.10 41.70  62.09  48.93 7.73 26.44 36.53 31.82 4.19
AGMI 29.59  47.23  37.87 5.49 17.34  31.38 22.71 4.79 16.19 31.09 23.25 6.68
AGPI 1597  27.23  21.04 3.93 1548 3480  28.36 6.26 35.94 57.37 44.93 8.99
AGI 5282 67.28 58.91 5.10 3791 5830  51.07 7.73 63.47 73.56 68.18  4.19
AGI/AGS 1.12 2.06 1.47 0.32 0.61 1.40 1.08 0.31 1.74 2.78 2.19 0.44
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Le suivi de la variation saisonniére sur les extraits lipidiques des feuilles de Pistacia
atlantica (P.A) récoltées a différents stades de croissance a montré que le contenu en lipides et
I’activité antioxydante de ces extraits dépendent de la date de récolte des feuilles. Les résultats
obtenus nous ont incités a étudier aussi I’influence de la date de récolte sur le contenu en composés
phénoliques et I’activité antioxydante de leurs extraits. L’étude de la variation saisonniére des
composés phénoliques et leurs activités biologiques pourraient aider a déterminer le temps optimal
de la récolte de feuilles de Pistachier de I’atlas.

1. Rendements en extraits bruts

Les pourcentages massiques (m/m%) en extraits bruts obtenus par le systeme de solvant
acetone/eau (70/30 : V/V), sont consignés dans le tableau 111.12. En totalité, les résultats obtenus
pour les différents échantillons des feuilles de P.atlantica au cours de leurs développement
montrent que les teneurs varient de 7,8 a 26% (m/m). Le pourcentage moyen des extraits bruts
atteint sa valeur maximale au stade intermédiaire de croissance (au mois d’aout : 19,46+3,4%),
tandis que le pourcentage moyen le plus faible est atteint au mois de novembre ¢’est -a-dire a la
fin de la croissance des feuilles (13,5+3,26%).

La variation saisonniere du pourcentage massique en extraits bruts pour les trois sites est
représentée dans le tableau I11.13. D’apres ce tableau, on remarque que la meilleure valeur du
pourcentage moyen est enregistrée dans les échantillons issus du site Kheneg (18,2+5,7%), suivi
de celui du site de Daya (16,67+2,77%), puis le site de Laghouat qui a enregistré un pourcentage
moyen le plus faible (12,97+1,57%). La valeur maximale est observée au mois d’aout pour les
trois sites, par contre la valeur minimale est enregistrée au mois de novembre pour les deux sites

Laghouat et Kheneg et au mois de septembre pour le site de Daya.
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Tableau 111.12 : Pourcentage massique de I’extrait brut, teneurs en : phénols totaux, flavonoides et tanins.

Mois de Paramétres étudiés
récolte L1 L2 D1 D2 K1 K2
Masse de I’extrait brut (mg/g de MV) 136 122 114 172 162 260
Phénols totaux (mg EAG/g MV) 60,42 58,68 55,00 79,42 81,27 101,77
Flavonoides (mg EQ/g MV) 1,77 1,49 1,14 1,97 1,73 1,71
Mai Tanins (mg EC/g MV) 1,66 0,60 2,19 3,80 3,69 6,71
Taux de flavonoides par rapport aux
2,93 2,54 2,07 2,48 2,13 1,68
phénols totaux (%)
Taux de tanins par rapport aux phénols
2,75 1,02 3,98 4,78 4,54 6,59
totaux (%)
Masse de I’extrait brut (mg/g de MV) 140 158 226 184 232 228
Phénols totaux (mg EAG/g MV) 83,34 75,73 130,13 53,53 98,56 96,53
Flavonoides (mg EQ/g MV) 1,91 1,92 2,20 1,87 2,70 1,75
Aout Tanins (mg EC/g MV) 4,17 1,57 10,96 9,18 3,60 4,21
Taux de flavonoides par rapport aux
2,29 2,54 1,69 3,49 2,74 1,81
phénols totaux (%)
Taux de tanins par rapport aux phénols
5,00 2,07 8,42 17,15 3,65 4,36
totaux (%)
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Suite du tableau 111.12

phénols totaux (%)

L1 L2 D1 D2 K1 K2
Masse de I’extrait brut (mg/g de MV) | 130 154 146 124 144 186
Phénols totaux (mg EAG/g MV) 63,54 74,44 66,44 68,03 86,15 92,06
Flavonoides (mg EQ/g MV) 2,37 1,58 1,51 1,60 1,90 1,46
Septembre Tanins (mg EC/g MV) 3,09 1,11 9,89 5,10 2,79 3,86
Taux de flavonoides par rapport aux
) 3,73 2,12 2,27 2,35 2,21 1,59
phénols totaux (%)
Taux de tanins par rapport aux
4,86 1,49 14,89 7,50 3,24 4,19
phénols totaux (%)
Masse de I’extrait brut (mg/g de MV) 78 120 200 168 124 120
Phénols totaux (mg EAG/g MV) 31,77 57,94 83,35 76,63 57,73 93,26
Flavonoides (mg EQ/g MV) 1,15 1,09 2,11 1,89 1,73 1,79
Novembre Tanins (mg EC/g MV) 1,52 0,86 5,69 4,54 2,29 1,93
Taux de flavonoides par rapport aux
3,62 1,88 2,53 2,47 3,00 1,92
phénols totaux (%)
Taux de tanins par rapport aux
4,78 1,48 6,83 5,92 3,97 2,07
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Tableau I11.13 : Pourcentages moyens des extraits bruts pour les trois sites de récolte au cours
de la période étudiée.

Pourcentage massique (%)

Site de récolte Mai Aout | Septembre |Novembre Moyenne +sd
Laghouat 12,9 14,9 14,2 9,9 12,97+1,57
Daya 14,3 20,5 13,5 18,4 16,67+2,77
Kheneg 21,1 23 16,5 12,2 18,20+3,85

2. Dosage des phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux (PT) des différents extraits ont été calculées a partir de
I’équation de la courbe d’étalonnage représentée dans la figure I11.18 et exprimées en milligramme
équivalent d’acide gallique par gramme de poudre végétale. Les résultats sont indiqués dans le
tableau I11.12.
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Figure 111.18: Courbe d'étalonnage de I’acide gallique.

La variation de la teneur en composés phénoliques au cours de développement foliaire et
pour tous les échantillons est représentée dans la figure 111.19, elle est comprise entre 31,77 et
130,12 mg/g. L’échantillon D1 récolté au mois d’aout présente la teneur maximale, cependant la
teneur minimale est enregistrée pour I’échantillon L1 récolté a la fin de développement des feuilles.
A partir des résultats, il est clair qu’il y a une large variabilité en teneurs des composés phénoliques
et que les teneurs varient d’un arbre a un autre ainsi d’une saison a une autre. Ces résultats nous
permis de conclure que les quantités des différentes classes en composés phénoliques est un

caractére spécifique pour chaque arbre et qui dépendent aux différents facteurs physiques,
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chimiques et biologiques, externes ou endogénes jouent un réle important dans la modulation de
I’expression du métabolisme phénolique ; lumiere, température, potentiel osmotique nutrition de

I’arbre, régulation de croissance éliciteurs biotique.

La variation saisonniére de la teneur en phénols totaux pour les différents échantillons
n’est pas constante au cours de la période de croissance des feuilles. La teneur moyenne des
composés phénoliques augmente pour feuilles précoces (au mois de mai : 72,76+£14,72 mg/g)
jusqu’a sa valeur maximale au mois d’aout (89,64+18,77 mg/g), puis elle semble diminuer vers la
fin de la période d’étude au mois de septembre et novembre (75,11+£9,32mg/g et 66,78+17,63
mg/g, respectivement). En examinant les résultats obtenus, il en ressort une nette différence entre
les échantillons selon notamment la période de croissance des feuilles et les sites de récolte. Ainsi,
le contenu phénolique élevé enregistré au début de la croissance peut étre attribué au
développement de jeunes feuilles, tandis que les résultats pour la fin de la période de développent
indiquent des feuilles plus vieilles et plus matures avec une activité biosynthétique plus faible.
Cela peut s'expliquer par le fait que les feuilles de P. atlantica augmentent leurs besoins en
repousse de glucides et donc provoquer un compromis avec la synthése des métabolites

secondaires conduisant a une diminution des composés phénoliques.
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Figure 111.19: Variation de la teneur en phénols totaux des différents échantillons au cours de la

période étudiée.

La figure 111.20 montre la variation de la teneur en PT pour les trois sites de récolte tout au long
de la période de croissance des feuilles. La tenecur moyenne est dans ’ordre de: Kheneg
(88,41+6,46mg/g)> Daya (76,56+9,34mg/g)> Laghouat (63,23+£11,03mg/g). La valeur maximale
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est observée au mois d’aout a la phase intermédiaire pour les trois sites, par contre la valeur
minimale est enregistrée au mois de novembre pour les sites de Laghouat et Kheneg et au mois de

mai pour le site de Daya.
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Figure 111.20: Variation de la teneur en phénols totaux pour les trois sites de récolte au cours de

la période de croissance des feuilles.

3. Dosage des flavonoides totaux

Les teneurs en flavonoides totaux (FT) dans les tourteaux étudiés ont été calculées a partir
de la courbe d’étalonnage de la quercétine (Figure I11.21) et exprimées en milligramme équivalents
de la quercétine (EQ) par gramme de poudre végétale.
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Figure 111.21: Courbe d'étalonnage de la quercétine

Les résultats du dosage des flavonoides présentés dans le tableau 111.12 et interprétés par

la figure 111.22 montrent que les teneurs en flavonoides varient entre 1,09 et 2,7 mg/g. La teneur
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la plus importante a été obtenue par 1’échantillon K1 récolté au mois d’aout, d’autre part
I’échantillon L2 récolté a la phase finale de croissance des feuilles (au mois de novembre) a
présenté la teneur la plus faible.

Sur la base de ces résultats, nous ne notons pas de différences significatives selon la
variation saisonniére des teneurs en FT ou les valeurs moyennes varient pour toute la période de
1,62+0.34 a 2,06+0.26 mg/g. La teneur moyenne en flavonoides totaux semble croitre légerement
du stade précoce (mois de mai) jusqu'au stade intermédiaire de croissance foliaire (aout et
septembre) ou elle atteint sa meilleure valeur en aout, puis elle diminue vers la fin de croissance
au mois de novembre. Malgré ces légéres différences, les valeurs moyennes au cours de

développement foliaire restent assez proches pour tous les mois étudies.
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Figure 111.22: Variation de la teneur en flavonoides totaux des différents échantillons au cours

de la période étudiée

En examinant La figure I11.23 qui montre la variation saisonniére des teneurs en
flavonoides totaux selon les trois sites de récolte. Nous pouvons constater que les teneurs sont
proches les unes aux autres ou les valeurs variant pour toute la série d’étude de 1,12+0,03 mg/g a
2,22+0,48 mg/g avec des moyennes de : 1,85+£0,19 mg/g pour les extraits issus du site de Kheneg
1,79+0,23 mg/g pour ceux du site de Daya et 1,66+0,28 mg/g pour les échantillons du site de
Laghouat. Egalement, Il apparait que la teneur maximale est enregistrée au mois d’aout pour le
site de Kheneg et Daya. Pour le site de Laghouat la valeur maximale est pratiqguement stable au

stade intermédiaire qui est représentée par les mois d’aout et septembre. Par contre la valeur
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minimale est enregistrée au début de croissance pour le site de Daya et a la fin de développement
des feuilles pour les sites de Laghouat et Kheneg.
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Figure 111.23: Variation de la teneur en flavonoides totaux pour les trois sites de récolte au cours
de la période étudiée

4. Dosage des tanins condenses

Les teneurs en tanins condensés (TC), des différents extraits ont été calculées a partir de
1’équation de la courbe d’étalonnage de la catéchine (Figure I11.24) et exprimées en milligramme
équivalents de la catéchine (EC) par gramme de poudre végétale. Les résultats obtenus sont

indiqués dans le tableau 111.12.
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Figure 111.24: Courbe d'étalonnage de la catéchine.
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La variation de la teneur en tanins condensés est de 0,6 & 10,96 mg/g pour toute la série
d’étude. La teneur maximale est présentée par I’échantillon D1 récolté en aout, par contre teneur
minimale est dévoilé par les feuilles précoces de 1’échantillon L2. En effet, nous constatons que la
variation de la teneur en tanins entre les différents extraits est importante, dont les échantillons D1
et D2 qui sont les plus riches en tanins, suivi des extrait K1 et K2, et puis L1 et L2 qui présentent
les quantités les plus basses (figure 111.25).

D’autre part, la teneur moyenne en TC selon les différents mois de cueillette semble
augmenter a partir du premier stade de croissance des feuilles (valeur moyenne de 3,11+1,63 mg/g)
et ceci jusqu’au stade intermédiaire de développement ot elle achéve son maximum au mois d’aout
(5,62+2,97 mg/qg), puis elle diminue légérement vers septembre (4,31+2,12 mg/g) pour atteindre

sa valeur minimale a la fin de croissance foliaire au mois de novembre (2,80+1,54 mg/g).
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Figure 111.25: Variation de la teneur en tanins condensés des différents échantillons au cours de

la période étudiée

La figure I11. 26 montre la variation en TC au cours de développement des feuilles selon les trois
sites de cueillette. Pour le site de Daya et de Laghouat, la charge en tanins condenseés atteint son
maximum au mois d’aout avec respectivement, les valeurs moyennes de 10,07+0,89 mg/g et
2,89+1,3 mg/g, alors que la valeur minimale est observée au mois de mai pour ces deux derniers
avec respectivement : 2,99+0,8 et 1,13+0,53 mg/g. Pour le site de Kheneg, la teneur est maximale
au début de croissance (5,20+1,51 mg/g), puis elle chute pour le reste des mois jusqu’a atteindre

une valeur minimale de 2,11+0,17 mg/g a la fin de croissance des feuilles.
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Figure 111.26: Variation de la teneur en TC pour les trois sites de récolte au cours de la période
étudiée

Par ailleurs, la comparaison du pourcentage des flavonoides et des tanins par rapport aux
phénols totaux pour chaque extrait montre que pour 1’ensemble des échantillons, le pourcentage
des flavonoides par rapport aux phénols totaux varie 1,59 a 3,73%, le taux moyen est presque
constant pour le long de la période de croissance des feuilles de Pistacia atlantica. Le taux des
tanins par rapport aux phénols totaux varie de 1,02 a 17,15% pour toute la série d’étude. Sa
moyenne croit environ deux fois a la phase intermédiaire de développement foliaire (mois d’aout
et septembre). D’apres ces résultats, nous pouvons conclure que nos extraits sont peu riches en
flavonoides et en tannins condensés ; et que d’autres composés phénoliques pourraient étre
majoritaires dans les extraits de Pistacia atlantica tel que les acides phénoliques. Ces résultats
seront a confirmer par la suite par une analyse qualitative des différents extraits phénoliques par
CLHP.

En examinant de plus pres les masses des fractions phénoliques extraites par I’acétate
d’éthyle pour tous les échantillons, on remarque qu’elles sont toujours supérieures a la somme des
PT, FT et TC. Par exemple pour I’échantillon D2 du mois de mai, la masse de la fraction
phénolique est de 172 mg/g de MS, la somme des quantités des PT, FT et TC est de 85,19 mg/g
de MS qui est inférieure a la masse de la fraction phénolique, ce qui montre que cette derniére
contient d’autres composés que les composés de structures phénoliques. Ce résultat est vérifié pour

toutes les fractions de tous les échantillons.
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D’avantage, Il est extrémement important de comparer nos résultats avec ceux de la
littérature. Une étude réalisée sur les feuilles de Pistacia atlantica (P.A) et lentiscus (P.L), de la
région de Tlemcen, récoltés au mois de novembre (Benhammou et al. 2007), avait indiqué des
teneurs en phénols totaux ne dépassant pas 1,96+0,7 mg EAG/g MS pour les feuilles de P.A et
0,90£0,05 mg EAG/g MS pour celles de P.L. sans tenir compte de I’influence potentielle des
principaux facteurs de site, et le mois de récolte. Cette comparaison montre que nos fractions
contiennent plus de phénols totaux que de ce qu’il en a été rapporté par cette précédente.

Nos données semblent étre en accord avec celles rapportées par Mamri (2008) pour les
feuilles de Pistacia atlantica des deux régions de Laghouat et Ain oussara qui ont présentes un
intervalle de teneur en phénols totaux allant de 44,12 a 104,46 mg/g

En effet, si on compare nos résultats avec autres travaux antérieurs plus récents procédés
particulierement par Benahmed et al. (2017), on remarque que les teneurs en phénols totaux qui
varient entre 79 et 228 mg EAG/g MS), et en flavonoides qui s’échelonnent entre 0,65 et 2,81 mg
EQ/g MS), notamment dans le cas des extraits bruts des feuilles de Pistacia atlantica de la région
de Laghouat récolté a plusieurs mois, sont dans le méme intervalle que les notres. La différence
est notée pour le taux des tanins qui varient entre 0,39 et 3,51 mg EC/g MS), et plus précisément
nos extraits sont plus riches en tanins condenses. Zitouni et al. (2016) ont rapporté une valeur
considérable en phénols totaux (216,28+20,62 mg EAG/g MS) au niveau des feuilles de Pistacia
lentiscus, de la région de Tlemcen, récoltés au mois de décembre, ce résultat est nettement éleve
par rapport a nos valeurs. Celles des tanins et des flavonoides étaient largement supérieures
(121,515 et 19,16+0.43 mg EC/g MS, respectivement). Cependant, aucune information n'a été
rapportée sur la variation du contenu en fonction du développement des feuilles et des sites de
récolte.

La comparaison de nos résultats avec une autre étude réalisée sur les fruits matures et
immatures de Pistacia atlantica (Guenane et al 2017) a rapporté des teneurs moyennes en phénols
totaux entre 17,89 et 61,96 mg EAG/g MS, montre que nos extraits soient en faveur d’une charge
plus importante en phénols totaux. Par contre, la méme étude a montré des teneurs en flavonoides

largement plus importante que celles obtenu pour nos extraits avec des valeurs moyennes entre
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4,82 et 12,32 mg ER/g de MS ce montre que les feuilles de Pistacia atlantica sont pauvres en
flavonoides comparativement aux fruits. D’autre part, Asghar-Hatamnia et al. (2014) ont
rapporté des teneurs ne dépassant pas 45mg EAG/g MS pour les phénols totaux et 15 mg EQ/g
MS pour les fruits de Pistacia atlantica subsp kurdica de 1’Iran, ce qui confirme encore une fois

la richesse de nos extraits des feuilles de P.A en phénols totaux.

5. Analyse qualitative des composes phénoliques par UHPLC-DAD-ESI/MS"

L’identification des composés phénoliques a été faite en utilisant les différents
chromatogrammes obtenus a 280 nm et 1’aide des spectres d’absorption UV, et les spectres de
masse des différentes fragmentations et les temps de rétention de certains composés standards. Au
moyen de I’analyse LC-ESI-MS/MS, nous avons dénombré au total 29 pics marqués des extraits

phénoliques de Pistacia atlantica (Figure 111.27).

Toutes les fractions (24 échantillons) ont été analysées par UHPLC-UV-MS/MS dans le
but d’identifier la majorit¢ des molécules phénoliques. Toutes les molécules détectées ont été
caractérisées par étude de leur fragmentation obtenue par ESI-MS/MS en mode négatif, en
comparant les données obtenues avec la littérature et le cas échéant par 1’injection des standards
disponibles a notre niveau dans les mémes conditions chromatographiques. La Figure 111.27
montre le profile chromatographique obtenus a 280 nm des extraits de différents mois (a : mois de
novembre, b : mois de septembre, ¢ : mois de mai et d : mois d’aout) analysés par HPLC-DAD
avec assignation des pics majoritaires. L’analyse détaillée des extraits en HPLC-MS/MS avec une
ionisation en mode négatif, mode le plus sensible et le plus informatif, a permis de caractériser des
acides galloylquiniques, gallate de méthyle et d’autres composés organiques chimiques.

Le tableau 111.14 résume les données spectrales obtenues par UV et par MS/MS a partir
des quels nous avons pu identifier plusieurs composés phénoliques.

Apres I’analyse des spectres de masse correspondants aux pics majoritaires, il a pu étre
déterminé que les différents extraits sont principalement constitués de I’acide quinique, 1’acide
galloylquinique et dérivés de I’acide gallique. Par ailleurs, parmi les molécules identifiées on
retrouve des acides galloylquiniques, acides digalloylquiniques, acides trigalloylquiniques, un
acide tétragalloylquinique et le gallate de méthyle majoritaires de Pistacia atlantica, ainsi que des

dérivés minoritaires qui sont peu décrits dans la littérature

123



Chapitre 2 : Etude des composés phénoliques
des feuilles de Pistacia atlantica

Partie 111 : Résultats et discussion

RT: 0,38-17,51

280000
2600007
2400007
2200007
2000007
180000-
160000-
140000-
120000-
100000-

80000-

60000-

400007

20000-
07
1200003

UAU

Figure 111.27-a : Profil typique du chromatogramme de 1’extrait phénolique des feuilles de Pistacia atlantica a 280 nm : échantillon D2 (11).
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Figure 111.27-c : Profil typique du chromatogramme de 1’extrait phénolique des feuilles de Pistacia atlantica a 280 nm : échantillon D1(05).
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Figure 111.27-d : Profil typique du chromatogramme de 1’extrait phénolique de la Pistacia atlantica a 280 nm : échantillon K1(08)
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Tableau I111.14 : Caractérisation de composes phénoliques par UHPLC-ESI-MS/MS dans les extraites de la Pistacia atlantica.

N°de RT(min) Tentative identification Amax [M-H] HPLC—ESI-MS" m/z (% d’aire de surface des pics) Références

pic (nm) (m/z)

1 1.42 Acide quinique 272 191 MS2[191]: 173(100),MS3[173]:111(100) Benamar et al.,
2018

2 1.45 Acide galloylquinique 273 343 MS?[343]: 191(100),MS3[191]:85(100) Benamar et al.,
2018, Ariana et
al., 2014

3 1.70 Acide gentisique 283 153 MS?[153]: 125(100) Ben Ahmed et
al., 2016

4 2.25 Acide gallique 232,273 169 MS?[169]: 125(100),MS3[125]:81(100) Khallouki et al.,
2017

5 6.21 3,4-digalloylquinique 215,275 495 MS?[495]: 343(100),MS3[343]:169(100),191(75) Santos et al.,
2013,

6 6.47 3,5-digalloylquinique 215,275 495 MS?[495]: 343(100),MS3[343]:191(100) Wyrepkowski et
al., 2014.

7 7.34 4,5-digalloylquinique 215,275 495 MS?[495]:343(100),MS3[343]:169(100),173(15),191(10) Clifford et al.,
2007

8 7.70 Acide di-gallique 215,275 321 MS2[321]:169(100),MS3[169]:125(100) Clifford et al.,
2007

9 9.33 Acide 3,4,5-trigalloylquinique 216,276 647 MS?[647]:495(100),MS3[495]:343(100) Clifford et al.,
2007

10 9.63 Tri-galloyl glucose 216,276 635 MS?[635]: 465(100),MS3[465]:313(100) Abu-Reidah et
al., 2015

11 9.63 Acide 3-O-galloyl,4-O-(digalloyl) quinique 216,276 647 MS2[647]:495 (100),MS3[495]:343(100) Ersanetal., 2016

12 9.78 Acide 4-O-galloyl,3-O-(digalloyl) quinique 216,276 647 MS2[647]:495 (100),MS3[495]:343(100) Grace et al., 2016

13 10.85 Acide Tri-gallique 217,273 473 MS?[473]:321(100),MS3[321]:169(100) Clifford et al.,
2007

14 11.28 Quercetin-3-0-(2"-0-galloyl)-hexoside 219 615 MS?[615]: 463(100),MS3[463]:301(100) Grace et al., 2016
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15 11.28  Acide 3,4-digalloyl-5- (digalloyl) quinique 268 799 MS2[799]:647(100),MS3[647]:495(100) Santos et al.,
2013

16 11.51  Acide 3,5-digalloyl-4- (digalloyl) quinique 272 799 MS2[799]:647(100),MS3[647]:495(100) Clifford et al.,
2007

17 12.89 di-gallate de Methyl 217 335 MS?[335]:183(100) Abu-Reidah et
al., 2015

18 14.04  Secoisolariciresinolhexoside 218,274 523 MS?[523]:313(100),MS3[313]:169(100) Grace et al., 2016

quinicacidderivative

19 14.86  Tri-gallate de methyl 219,273 487 MS2[487]:335(100),MS3[335]:183(100) Barros et al.,

2011
Autres composés

20 9.63 Inconnue 216 323 MS?[323]:247(100), MS3[247]:160(100)

21 10.32 Inconnue 217 509 MS?2[509]:357(100), MS3[357]:169(100)

22 10.32 Inconnue 277 554 MS?[554]:536(100),

23 11.51 Inconnue 218 661 MS?[661]:509(100),

24 11.7 Inconnue 217 661 MS?[661]:509(100),

25 11.91 Inconnue 217 661 MS?[661]:509(100),

26 12.3 Inconnue 217,279 469 MS2[469]:393(100),

27 12.6 Inconnue 216,273 421 MS2[421]:313(100),

28 12.89 Inconnue 217,274 813 MS?[813]:661(100),

29 13.07 Inconnue 217,274 813 MS?[813]:661(100),

30 13.63 Inconnue 217,273 573 MS?[573]:421(100),
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Les extraits de Pistacia atlantica sont constituées principalement des dérivés de 1’acide
gallique, des acides galloylquiniques, acide gentisique et de gallate de méthyle qui ont été
identifiés par leurs ions parents. Les identifications de ces pics sont détaillées par famille de

molécule dans les points suivants :

> Les dérivés de ’acides galliques

Trois composés ont été provisoirement identifiés comme des dérivés de I'acide gallique.
Il s'agissait d'esters d'acide gallique et de polyol, généralement du glucose, et des acide di- et tri-
gallique. lls ont produit des ions fragments correspondant a la perte d'un groupement acide
gallique.

Le composé 4 a été élué dans les premiéres minutes du programme HPLC (Rt= 2,25min), Il est
caractérisé par un spectre UV avec un maximum d‘absorbance a 232 et 273 nm. Le composé 4a
présenté un ion moléculaire [M-H] - a m/z 169, et a donné un pic de base a m/z 125 dans la
fragmentation MS? et un autre pic de base & m/z 81 dans la fragmentation MS?® due & la perte
successive de deux groupements CO> (figure 111.28). Selon les fragmentations MS/MS et la forme
spectrale UV, ce composé correspondent exactement a I’acide gallique. Ce composé a été
précédemment identifié dans le Pistacia atlantica (Khallouki et al., 2017, Benahmed et al., 2016,
Benahmed et al., 2018).

Le composé (8) présente un ion parent [M-H]" & m/z 321. Leurs fragmentations MS/MS
ont entrainé des ions produits a m/z 169 et 125 caracteéristiques de I'acide gallique (figure 111.28).

Ainsi, ce composé a été provisoirement identifié comme de I’acide digallique.

PI1_ms2_27feb #761 RT: 7,00 AV: 1 NL: 3,00E3 O. OH
T: ITMS - ¢ ESI Full ms2 321,00@cid25,00 [75,00-335,00]
168,90
100
0] 0
] H
60: O OH
] OH
40
] H
& OH
] 124,94 195,00
+T——7T 7T+ 7T T T 7T T T T 7T T Tt T T T T T T T T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240
m/z
Figure 111.28 : Spectre MS? de I’acide digallique
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Le composé (13) présente des ions [M-H] ~a m/z 473, (Figure 111.29) et a donné des pics
de base & m/z 321 et m/z 169 respectivement dans la fragmentation MS? et MS2 par la perte de
deux groupes gallate. Cependant, ce composé a présenté des profils de fragmentation MS2 avec un
pic a m/z 169 qui correspond au fragment typique de I’acide gallique, qui suggere que ce composé
dérivé de I'acide gallique (Figure 111.29). Le compose (13) a montré respectivement des spectres
UV-vis avec Amax de 217 nm et 273 nm, similaires a I'absorption caractéristique de 1’acide gallique.
Selon les fragmentations MS/MS et les formes spectrales UV, ce composé correspondent
exactement a I’acide trigallique.

L’acide trigallique a été auparavant identifié dans Pistacia atlantica (Khallouki et al., 2017, Ben
Ahmed et al., 2016, Ben Ahmed et al., 2018).

PI1_ms2_27feb #1350 RT: 10,24 AV:1 NL: 1,30E3 PI12_MS3 #1303 RT: 10,68 AV: 1 NL: 2,85E4
T: ITMS - ¢ ESI Full ms2 473,00@cid25,00 [120,00-485,00] T: ITMS - ¢ ESI Full ms3 473,00@cid45,00 321,00@cid35,00 [85,00-2000,00]
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Figure 111.29 : Spectre UV, MS? et MS3de 1’ Acide trigallique (13)

L’analyse MS en mode négatif révele la présence d’un ester d'acide gallique glucosé
caractéristiques de I’extrait de la Pistacia atlantica. En effet, I’ion m/z 635 est associé aux
composés (10). Le spectre MS/MS (Figure 111.30) des ions fragments produits par le composé (10)
enregistre des pics de base a m/z 465 et a m/z 313 di a la perte du groupement gallate et galloyl

respectivement. De plus, le spectre MS® de composé (10) a donné un pic distinct & m/z 169,
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correspond a la présence de I'acide gallique (m/z 170). Le composé 10 est identifié en tant que le

Trigalloyl glucose.

Le trigalloyl glucose a déja été rapporté dans 1’espéce de Pistacia (Khallouki et al., 2017, Ben
Ahmed et al., 2016, Ben Ahmed et al., 2018).

Pl1_ms2_27feb #1269 RT: 9,80 AV: 1 NL: 1,32E4 PI12_MS3 #1301 RT: 10,66 AV: 1 NL: 1,64E2

T: ITMS - ¢ ESI Full ms2 635,00@cid25,00 [160,00-645,00] T: ITMS - c ESI Full ms3 635,00@cid35,00 465,00@cid35,00 [125,00-2000,00]
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Figure 111.30 : Spectre MS? et MS®de Trigalloyl glucose (10)

» L’acide gentisique
Le composé 3 a produit [M—H] a m/z 153 qui donne un ion fragment a m/z 125 [M-COJ
Selon la caractérisation de la masse moléculaire et de la fragmentation de masse, I'ion m/z 153 a
été identifié comme étant I'acide gentisique. Ce composé a déja été rapporté dans les extraits de
Pistacia atlantica (Ben Ahmed et al., 2016).

> Les acides galloylquiniques

Le compose 1 a produit [M—H]" a m/z 191 qui donne des ions fragments a m/z 173 [M—
H20], m/z 155 [M-2H:0], m/z 127 [M-CH4O3] et m/z 111 [M-CO.-2H.QO]. Selon la
caractérisation de la masse moléculaire et de la fragmentation de masse, I'ion m/z 191 a été identifié
comme eétant I'acide quinique. Ce compose a déja été rapporté dans les extraits de Pistacia

atlantica (Benamar et al., 2018).
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L'extrait de Pistacia atlantica contient un pic qui a donné un ion parent a m/z 343 (tableau
[11.14). Le composé 2 a produit un pic de base MS? a m/z 191 et un pic de base MS® a m/z 85,
cohérent avec le comportement de fragmentation de I'acide galloylquinique. L'acide
galloylquinique a déja éte signalée dans le Pistacia atlantica.

Les composés 5-7 ont été confirmé en tant que des acides digalloylquiniquespar
comparaison avec ses ions de fragmentation qui sont décrites dans le tableau 111.14 et ont démontré
que la position de liaison des groupes galloylsur I'acide monoacyle quinique pouvaient étre
déterminées en fonction du comportement de fragmentation MS/MS des ions [M-H]™ (Han et al.,
2008, March et al., 2004, Schutz et et al., 2005). Brievement, lorsque le groupe galloyl est lié a
5-OH, l'ion [acide quinique-H] - a m/z 191 sera le pic de base, et quand il donne un pic de base a
m/z 169 et un ion secondaire fort (plus de 50% du pic de base) a m/z 191, il est plus significatif
pour l'acide 3-galloylquinique. Alors qu’un pic de base a m/z 169 accompagné d'ions fragments a

m/z 173 (10%) et 191 (10%), suggérant que le groupe acyle est connecté a 4-OH.

Les composeés 5, 6 et 7 ont tous donné les ions [M-H] - a m/z 495 et les ions [M-H-152] -
am/z 343. Cependant, leurs spectres MS? sont significativement différents (figure 111.31).

Le composé 6 comme indiqué plus haut est identifié comme étant l'acide 3,5-
digalloylquinique, ce qui est cohérent avec ce qui montré précédent. Les deux autres composés ont
produit un pic de base a m/z 169, d'ou ils ont été identifiés comme des acides quiniques substitués
en position 4. Selon la littérature (Loffleret al., 1995), I'acide 3,5-digalloylquinique est plus
facilement élué de la colonne en phase inverse que de l'acide 4,5-digalloylquinique. Ainsi, le
composé 7 a été identifié comme étant I'acide 4,5-digalloylquinique, et le composé 5 a été identifié
comme étant I'acide 3,4-digalloylquinique (figure 111.31).

Ces trois isomeres ont déja été identifiés chez plusieurs espéces de Pistacia, dans P.
lentiscus, P. chinensis et P. khinjuk par El Bishbishy et al., 2020, mais il a été aussi identifié dans
le P. atlantica par (Khallouki et al., 2017 ; Ben Ahmed et al., 2016 ; Ben Ahmed et al., 2018).
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Figure 111.31 : Spectre MS? et MS? des acides Di-O-galloylquiniques(5-7)
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L'acide trigalloylquinique dominant a donné un ion parent & m/z 647 et un pic de base
MS? a m/z 495 accompagné d'un ion déshydraté secondaire a m/z 477 (10% du pic de base) (figure
111.32). La fragmentation ultérieure a produit un pic de base MS® & m/z 343 avec un ion déshydraté
secondaire a m/z 325 (35% du pic de base. Ces fragmentations indiquent une perte successive de
trois résidus galloyle. Il reste deux possibilités, soit I'acide 1,4,5-trigalloylquinique ou 1’acide
3,4,5-trigalloylquinique, tous les deux possédent un seul hydroxyle axial libre, mais I'absence de
signaux forts a m/z 477 et 449 justifier que la substitution en 1,4 n’est pas le cas, Par conséquent,

ce composé est attribué a I'acide 3,4,5-trigalloylquinique (9)
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Figure 111.32 : Spectre MS? et MS® des acides Tri-O-galloylquiniques (9, 11 et 12)

Les deux isomeres de I'acide trigalloylquinique de la deuxieme élution ont produit un pic
de base MS? a m/z 495 sans aucun ion de fragment secondaire et un pic de base MS? a m/z 343

accompagné d'un ion fragment déshydraté fort (40% du pic de base) a m/z 325, aussi un autre ion
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m/z 169 dans la zone des faibles masses qui est identique a celui observée pour l'acide 4-
galloylquinique. Ce comportement est cohérent avec les deux acides diacyltrigalloylquiniques
possibles avec des substituants en C3 et C4. Par conséquent, ces composes sont attribués a I'acide
3-O-galloyl,4-O-(digalloyl) quinique (11) et a I'acide 4-O-galloyl,3-O-(digalloyl) quinique
(12).

Deux acides tétragalloylquinique ont été détectés. Ils ont chacun perdu des résidus
galloyle, produisant séquentiellement un pic de base m/z 647 en MS? (sans aucun ion de fragment
déshydraté), un m/z 495 en MS? pic de base accompagnée de m/z 477 (10%) et 343 (5%), suivi
des pics m/z 343 et m/z 193 dans la zone des faibles masses. Ce comportement apres élimination
du premier résidu galloyle est identique a celui de I'acide 3,4,5-trigalloylquinique (9), impliquant
ainsi que ces isomeéres ne sont pas 1-substitués. Comme la déshydratation ne se produit pas & MS?,
on peut déduire, comme pour les acides digalloylquiniques, que c'est le résidu galloyl qui est
éliminé en premier car I'élimination d'un galloyl ou d'un résidu digalloyl directement du C5 (ou
méme C3), par analogie avec la fragmentation de l'acide 3,4-digalloylquinique (5), 4,5-
digalloylquinique (7) et de I'acide 3,4,5-trigalloylquinique (9), aurait conduit a un m/z 629 ou 477
sur MS2, Par le méme argument, nous pouvons exclure I'acide 3,4-di (digalloyl) quinique et I'acide
4,5-di (digalloyl) quinique. L'acide 3,5-di (digalloyl) quinique peut étre exclu car cela produirait
finalement [acide 3-galloylquinique - H*]" et non [acide 4-galloylquinique - H*] - a MS®. Acide
3,4-digalloyl-5- (digalloyl) quinique, acide 3,5-digalloyl-4- (digalloyl) quinique. Parce que les
fragmentations observées sont compatibles avec ces structures et parce que d'autres possibilités
ont été exclues, il est suggéré que les deux acides tétragalloylquiniques contenant du soient 1’acide
3,4-digalloyl-5- (digalloyl) quinique (15) et racide 3,5-digalloyl-4- (digalloyl) quinique (16),

mais la confirmation doit attendre I'isolement et la caractérisation RMN.
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Figure 111.33 : Spectre MS? et MS2 des acides Tetra-O-galloylquiniques(15 et 16)

Les acides trigalloylquiniques et tétragalloylquiniques ont été signalés précédemment
dans Pistaciaatlentica par Ben Ahmed et al., 2016 et 2018

Le composé 14 a présenté un ion [M-H]~am/z 615, le spectre MS? (figure 111.34) a donné

un ion fragment [M—H-152] - @ m/z 463 indiquant la perte de groupement galloyl. La dissociation

induite par collision du m/z 463 a donné un fragment [M-H-152-162] -~ m/z 301, suggérant

I’existence d'un résidu de glucose et le spectre MS® de m/z 301 est trés similaire & celui de la

quercétine. Ce composé est identifié comme étant la Quercetin-3-O-(2"-O-galloyl)-hexoside. Ce

composé a été déja rapportée dans le Pistacia atlantica par Khallouki et al., 2017.
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Figure 111.34 : Spectre MS? et MS2 de la Quercétine 3- (6-O-galloylgalactoside) (14)

> Les dérivés de gallate de méthyle

Les composés 17 et 19 ont présentés des ions [M-H] - a m/z 335 et 487 respectivement

qui sont attribués a des dérivés de gallate de méthyle déprotonées. Ces hypotheses sont confirmées

par MS2 et MS2 (figure 111.35).

Le composé 19 présente un ion [M-H] -~ a m/z 487 et le spectre MS/MS de celui-ci donne

un ion [M-H-152]"a m/z 335 et un ion [M-H-304] - a m/z 183, indiquant les pertes successives de

deux groupes gallates. Le composé 17 a montré un pic de base MS? & m/z 183 résultant de la perte

du groupement gallate. Sur la base de ces fragmentations MS", les composés 17 et 19 ont été

identifiés respectivement comme le digallate de méthyle et le trigallate de méthyle.

Le gallate de méthyle a été identifiés chez le Pictacia atlantica, mais le digallate de

méthyle et le trigallate de méthyle ont été identifié pour la premiére fois dans la présente étude.
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Figure 111.35: Spectre MS des dérivés de gallate de méthyle
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6. Variation saisonniére de I’activité antioxydante des extraits phénoliques des

feuilles de Pistaciaatlantica

Afin d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits phénoliques des feuille de P.A, nous
avons utilisé quatre méthodes différentes en méme temps a savoir : le test DPPH, le test Frap, le
test du radical cation ABTS *et le test CUPRAC. Comme pour I’étude du contenu phytochimique
des extraits phénoliques des feuilles de Pistacia Atlantica, la variation saisonnié¢re de ’activité
antioxydante a été suivie afin de déterminer la meilleure période de cueillette des feuilles
correspondant a la meilleure capacité des extraits phénoliques.

6.1. Mesure du pouvoir anti-radicalaire par le test au DPPH

Les résultats du test DPPH ont été exprimes par le facteur ECso (ug/mL) (tableau 111. 15).
Ces valeurs, nous permettent de déterminer quantitativement 1’activité antioxydante des extraits
phénoliques des feuilles de Pistacia atlantica au cours de développement et de comparer
I’efficacité de nos extraits. Nous rappelons que plus la valeur de la ECsg est faible plus I’extrait est
puissant vis-a-vis des radicaux libres. Les résultats de ce test indiquent que les valeurs d’ECso
(ug/mL) varient entre 27,34 ug/mL et 44,42 ng/mL tout le long de la saison d’étude. L’échantillon
K2 recele I’activité la plus importante a la fin de croissance des feuilles au mois de Novembre
(exprimé par la valeur minimale de ECso: 27.34 pg/mL), cet extrait présente une capacité
antioxydante trés intéressante, dans l'ordre de 3 a 4 fois (environ) moins importantes que les
antioxydants de références tel que : BHA, BHT et la vitamine C, respectivement. Par contre la
capacité antioxydante la plus faible a été enregistrée au mois d’ Aout pour I’échantillon K1 pour le
méme site de récolte (exprimé par la valeur maximale de ECso :44,42 pug/mL). Cet extrait est 6 &
8 fois moins actif que les antioxydants de références dans 1’ordre précédent. Les autres fractions
phénoliques peuvent étres donc considérés comme des antioxydants intermédiaires. En comparant
la valeur moyenne d’ECsp pour chaque extrait, nous observons que I’extrait L1 montre la meilleure
activité antiradicalaire (méme constatation pour I’extrait lipidique L1), suivi par I’extrait L2 du
méme site. Les extraits K1, K2 et D1 montrent la méme capacité vis-a-vis des radicaux libres.
L’extrait D2 présente une activité légerement inférieure a celle des extraits précédents. Ainsi, les
valeurs moyennes d’ECso pour chaque extrait sont assez proches, et donc, le pouvoir antiradicalaire

est stable pour les différents échantillons
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Tableau I11. 15 Valeurs d’ECsodes extraits phénoliques des feuilles de Pistacia atlantica au cours

de croissance en utilisant le test DPPH

ECso (ng/mL)
Mois de L1 L2 D1 D2 K1 K2 Moyenne + sd
récolte
Mai 33,16 29,38 31,35 31,23 32,98 42,10 33,37+2,91
Aout 35,92 39,48 37,82 38,50 44,42 35,29 38,57+2,25
Septembre 31,54 35,55 34,26 36,00 31,82 35,98 34,19+1,67
Novembre 27,91 30,51 37,53 39,62 31,24 27,34 32,36+4,14
Moyennezsd 32,13+2,41 | 33,73x3,78 | 35,24+2,43 | 36,34+2,72 | 35,12+4,65 | 35,18+3,92 -
Antioxydant de référence
BHA BHT Vit. C
ECso (ug/mL) + sd 6,91+0,07 6.1+0.04 5.8+0.08
Dans la figure 11l. 36, I’histogramme construit, montre la variation saisonniére de la

valeur ECsp de I’activité antioxydante pour les fractions phénoliques des feuilles de P.A. Il est &
noter qu’on n’a pas pu enregistrer une reégle claire pour I’interprétation de la variation saisonniere
des valeurs d’ECsp, et que ces différences dans les résultats du dosage des antioxydants pourraient
étre dues a la présence de composés ayant des affinités différentes pour réagir avec le DPPH.
Chague échantillon révéle un écart peu limité entre les bornes inférieures et supérieures des valeurs
d’ECxo le long de la saison de développement des feuilles. A titre d’exemple 1’échantillon D1
présente un écart d’environ 6 pg/mL entre la valeur maximale et minimale d’ECso durant toute la
période de croissance des feuilles. L échantillon K2 révéle un écart de 14 pg/mL qui représente
I’écart maximal pour tous les extraits. Donc, les valeurs d’ECsg sont assez stables. Cette illustration
montre aussi qu’au premier stade de croissance des feuilles I’extrait L2 qui a dévoilé le meilleur
pouvoir antioxydant, tandis que 1’extrait K2 a révélé la plus faible capacité a ce stade. Au mois
d’aout, les extraits L1 et K2 sont les plus actifs, Alors que le moins actif est le K1. La meilleure
activité au mois de septembre a été présenté par les extraits L1 et K1. Les autres extraits présentent
pratiquement la méme activité antioxydante. A la fin de la croissance des feuilles (au mois de
novembre) les extraits L1 et K2 montrent le pouvoir le plus élevé, et la faible activité est

enregistrée par 1’extrait D2.
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Figure 111.36 : Valeurs saisonni¢res d’ECso des extraits phénoliques des feuilles de P.A a

différents stades de croissance en utilisant le test DPPH.

Il est plus convenable de présenter les résultats de I’activité antioxydante de ce test en
employant le paramétre 1/ECso qui est défini dans le chapitre précédent comme étant le pouvoir
antiradicalaire PAR ou parfois 1’efficacité antiradicalaire EA. En se référent a la valeur moyenne
PAR pour chaque mois de cueillette c.a.d a différents stades de développement foliaire (figure
111.37), il apparait que le pouvoir antiradicalaire PAR décroit de maniére significative du debut de
croissance des feuilles du mois de mai vers le stade intermédiaire (mois d’aout), puis il croit vers

septembre pour atteindre son maximum vers la fin de croissance (au mois de novembre).

La variation du pouvoir antioxydant selon les sites de cueillette montre que les échantillons
cueillis de Laghouat sont légérement plus actifs (valeur moyenne ECso la plus faible:
32,93+2,69ug/ml) que ceux de Kheneg et Daya qui présentent pratiqguement les mémes valeurs
moyennes d’ECso: 35,15+3,55 et 35,79+2,58 pg/ml, respectivement. Malgré ces légeres
différences, ces valeurs restent assez proches pour tous les sites de cueillette.
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Figure 111.37 : Variation saisonniére du pouvoir antiradicalaire (PAR) des fractions phénoliques

des feuilles de Pistacia atlantica en utilisant le test DPPH.

De ce qui précéde, nous avons tenté de chercher une corrélation linéaire entre les valeurs
d’ECxo et les teneurs en PT, FT et TC ; il en ressort qu’aucune corrélation est trouvée. L'absence
de corrélation dans cette étude peut étre supposée avec des valeurs de R? comprises entre 0,23 et
0,28. D’apres ces valeurs, on peut constater qu’une activité antioxydante €élevée ne corresponde
pas obligatoirement a une teneur ¢levée en PT. A titre d’exemple 1’échantillon D1 récolté au mois
d’aout posséde la quantité la plus élevée en PT (130,13 mg/g Mv) et qui n’est pas le plus actif, on
peut dire que son activité est 1,6 fois moins que le plus actif des échantillons (K2) (figure 111. 38),
il est aussi 5 & 6 fois moins actif que les antioxydants standards. L’indépendance de ’activité
antioxydante des extraits de feuilles peut étre interprétée par I’existence de certaines molécules
individuelles responsables de cette activité. Donc, un extrait qui contient une teneur importante en
PT peut posséder des composés phénoliques peu actifs ou parfois pratiquement inactifs, au
contraire d’un extrait de faible teneur en PT qui renferme un composé phénolique minoritaire
possédant une structure chimique active, et par conséquent un pouvoir antioxydant meilleur.

Le manque de corrélation entre les teneurs en FT et les valeurs d’ECso, peut étre lié a I'hypothése
selon laquelle la plupart des flavonoides contenus dans les feuilles de P. atlantica étaient sous leur
forme glycosidique (Mosharrafa et al., 1999), et donc moins efficace que leurs formes aglycones
(Anwar et al., 2013). D’autre part, le manque de corrélation entre les teneurs en TC et les valeurs
d’ECso est en accord avec Xu et al., (2012) et Chew et al., (2011), qui ont indiqué que les
antioxydants de faible poids moléculaire étaient plus efficaces en tant que piégeurs de DPPH. Les
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tanins condensés sont des polymeéres de haut poids moléculaire et, par conséquent, peuvent étre
inefficaces en tant que piégeurs de DPPH.
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Figure 111.38 : Classement des échantillons en fonction des valeurs d’ECsp et teneurs en PT des

extraits des feuilles de Pistaciaatlantoca

En parallele, dans les travaux antérieurs de Benhammou et al. (2007) sur l'activité
antioxydante des extraits phénoliques des feuilles de Pistacia atlantica (P.A) et lentiscus (P.L)
(récoltés au mois de novembre)par le test DPPH, on remarque que les valeurs d’ECso des deux
extraits phénoliques obtenu par macération dans 1’éthanol (ECso= 27,76 mg/mL pour P.A et ECso=
90,87 mg/mL pour P.L) sont largement trés différentes de nos résultats (ECsomoyenne= 34,62 pg/ml),
ce qui montre que nos extraits présentent la capacité de piégeage des radicaux libres la plus
importante. De méme, une différence est notée pour les valeurs d’ECso des extraits des feuilles de
P.A dans I’étude de Maamri (2008) (ECso= 2,48~10,8 mg/mL). Il a été aussi rapporté par Zitouni
et al. (2016) un pouvoir antioxydant inférieur a nos résultats pour les extraits méthanoliques des
feuilles de Pistacialentiscus récoltés au mois de décembre (ECs0=0,166 mg/mL). La méme
observation pour les travaux de Asghar-Hatamnia et al. (2014) qui recélent ainsi, une activité
antioxydante moins importante (ECso= 0,068~2,39 mg/mL), pour les extraits méthanoliques de
différentes parties des fruits de Pistacia atlantica. En effet, cette incompatibilité des résultats sur
la méme partie de la plante peut étre liée aux conditions opératoires non similaires lors
de I’extraction des composés phénoliques, et la réalisation du test DPPH. La variation de la
composition phénolique des extraits peut a son tour influencer le pouvoir antioxydant. Par ailleurs,

notre étude sur I’activité antioxydante des extraits phénoliques des feuilles de P.A, montre des
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valeurs en ECso comparables a ceux des fruits immatures de P.A (ECso= 21,45~40.51 pg/mL)
présenté par Guenane et al. 2017.

6.2. Pouvoir réducteur FRAP (FerricReducing Antioxydant Power)

Le test FRAP est entrepris pour révéler le pouvoir réducteur des antioxydants présents
dans les extraits phénoliques. L’activité antioxydante est exprimée par rapport a 1’acide ascorbique
en valeur AEAC (ug/mL) (Ascorbic acid Equivalent Antioxidant Capacity). Les résultats sont
mentionnés dans le tableau I11. 16. Les valeurs trouvées de ’AEAC varient entre 54,77 et 140,22
pug/mL. 11 en ressort que toutes les fractions testées possédent d’importantes capacités a réduire les
ions Fe**. La valeur maximale de ’activité des extraits est atteinte par 1’extrait K1 cueilli au stade
intermédiaire de croissance des feuilles, cet extrait présente aussi la valeur moyenne d’AEAC la
plus considérable (95,01+22,61 ug/mL). Tandis que, les feuilles précoces de 1’extrait K2 récolté
au mois de mai présentent la capacité la plus faible, de méme, pour tous les échantillons la valeur
moyenne d’AEAC la plus faible a été enregistrée pour ce dernier (71,96+9,18 pg/mL). Nous
remarquons globalement que les valeurs moyennes d’AEAC (par échantillon) sont pratiquement
constantes pour les échantillons L1, L2 et D2. D1 présente une valeur légérement plus élevée, dont
elle est toujours inferieure a la valeur maximale atteinte par 1’échantillon K1.

La comparaison du pouvoir antioxydant de 1’échantillon le plus puissant (K1) avec les deux
antioxydants de références BHA et la vitamine E, montre que ce dernier semble étre environ 2 fois
plus puissant que la vitamine E qui est connu par son importante activité antioxydante, et presque
3 fois moins puissant que la BHA. Cet effet est probablement attribué a leur richesse en composés
phénoliques. Comme les valeurs d’AEAC de tous les extraits sont inférieures a 1mg/mL, on peut

conclure que nos extraits phénoliques sont moins actifs que 1’acide ascorbique.
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Tableau I1l. 16 : Valeurs de I’AEAC (Ascorbic acid Equivalent Antioxidant Capacity) des

extraits phénoliques des feuilles de P.A le long de la saison de croissances des feuilles en utilisant

le test FRAP.
AEAC(ug/mL)
Mois de L1 L2 D1 D2 K1 K2 Moyenne + sd
récolte
Mai 81,49 91,60 95,79 72,16 79,77 54,78 79,26+10,53
Aout 100,18 99,40 82,96 79,18 140,22 71,59 95,59+17,68
Septembre 83,26 74,83 78,40 78,83 65,35 90,32 78,50+5,64
Novembre 73,87 73,01 89,09 103,21 94,70 71,17 84,18+11,49
Moyenne +
sd 84,70+7,74 | 84,71+10,79 | 86,56+5,88 | 83,34+9,93 | 95,01+22,61 | 71,9649,18 -
Antioxydant de référence
BHA Vit. E
AEAC(ug/mL) + sd 401+2,01 91,03+4

La variation saisonniére du pouvoir réducteur (AEAC) des fractions phénoliques des

feuilles de Pistaciaatlanticaprésentée dans la figure 111.39 montre qu’au début de développement

des feuilles (mois de mai), I’échantillon D1 présente le pouvoir le plus élevé. L’ extrait phénolique

de I’échantillon K1 est le plus actif a la phase intermédiaire (au mois d’aout). Au mois de

septembre les différents extraits présentent des valeurs d’AEAC proches les unes aux autres, dont

K2 qui a enregistré la plus grande valeur. Enfin, I’extrait D2 révele la plus importante capacité

antioxydante a la fin de développement foliaire (mois de novembre). L’échantillon K2 présente

pour les mois de : mai, aout et novembre, la valeur d’AEAC la plus faible. Pour le mois de

septembre la capacité la plus faible est enregistrée par I’extrait K1.
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Figure 111.39 : Valeurs saisonniéres de I’AEAC des extraits phénoliques des feuilles de Pistacia

atlantica a différents stade de développement foliaire en utilisant le test FRAP.

La valeur moyenne maximale de ’activité est atteinte a la phase intérimaire de la
croissance des feuilles (au mois d’aout). On peut observer que les valeurs moyennes sont
pratiquement constantes aux mois de mai et septembre, au mois de novembre la moyenne d’AEAC
est légerement plus élevée que ces deux derniers, mais toujours inferieurs a la valeur maximale
atteinte au mois d’aout (Tableau III. 16). La variation saisonniére des valeurs moyennes de
d’AEAC indique que le pouvoir antioxydant augmente des feuilles précoces a la phase
intermédiaire de croissance des feuilles ou on apercoit sa valeur meilleure, puis il décroit vers la
fin de la saison.

Selon les trois sites de cueillettes, les résultats du test Frap indiquent que les trois sites : Laghouat,
Kheneg et Daya, possédent pratiquement les mémes valeurs moyennes d’AEAC, respectivement :

84,710,043, 84,95+1.6 et 83,49+11.52 pg/ml.

L’examen des résultats obtenus selon les différents mois de la saison, indique de fortes
corrélations entre les valeurs moyennes d’AEAC et les teneurs moyennes en phénols totaux (PT),
flavonoides totaux (FT) et tanins condensés (TC). Ainsi, toutes ces grandeurs varient dans le méme
sens. Nous remarquons pour la saison d’étude une forte association entre 1’activité antioxydante et
la teneur moyenne en FT avec un coefficient de corrélation positive 0,87. Les teneurs moyennes
en PT et TC sont toutes les deux biens corrélés a 1’activité antioxydante a la méme valeur de
coefficient de corrélation 0,77. Ainsi,L’activité antioxydante des extraits phénoliques dépend

principalement de ces composés antioxydants et de leurs concentrations.
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Malgreé que les deux tests employés in vitro DPPH et Frap sont des tests complémentaires
d’activité antioxydante, les résultats obtenus pour ces deux tests montrent clairement que 1’activité
antioxydante ne varie pas dans le méme sens pour ces deux tests, certains extraits sont plus actifs
avec le test DPPH et moins avec le test FRAP et le contraire avec autres extraits. Ce qui peut étre
justifié pour le test DPPH a un transfert de protons renforcé par rapport au transfert d’électrons
contrairement au test FRAP qui est due principalement au transfert d’électrons seulement. Donc,
il nous a paru compliquer de comparer entre les activités obtenues par les deux méthodes et par
conséquent aucune corrélation claire n’a été obtenue, ce qui peut étre due principalement aux
antioxydants qui réagissent difféeremment avec les substrats ainsi que sur le plan de leurs principes

d'analyse et les conditions expérimentales adoptées (solvants, substrat, milieu réactionnel, pH).

6.3. Pouvoir antioxydant par le test ABTS

Les résultats de 1’activité antiradicalaire déterminée a 1’aide du test de I’ABTS sont
résumes dans le tableau I111.17. Le paramétre « ECso » en ug/mL (concentration en antioxydant
nécessaire pour réduire 50 % la concentration initiale en ABTS-+) a été calculé pour chaque
extrait. Pour ’ensemble des extraits, les valeurs d’ECso déterminées varient entre 4,9 et 11,82
pg/mL tout le long de développement des feuilles. Les valeurs d’ECso déterminées pour les
différents extraits sont beaucoup plus faibles en comparaison avec celles obtenues lors du test au
DPPH . L’extrait qui posséde le meilleur pouvoir piégeur vis-a-vis du radicale libre ABTS est K1,
cueilli au mois de septembre, d’autre part, I’extrait D1 récolté a la fin de la croissance des feuilles,
présente la capacité la plus faible. De maniére globale, nous remarquons que les valeurs moyennes
d’ECsg pour les extraits L1, L2, K1, K2, D2 sont pratiquement constantes. D1 présente une valeur
1égérement plus élevée. Les valeurs d’ECso des extraits phénoliques ont été comparés avec
I’antioxydant de référence a savoir, la vitamine C, il en ressort que tous les extraits testés sont 49
a 110 fois moins actifs que ce dernier.

La variation saisonniere de la valeur ECso de I’activité antioxydante des extraits
phénoliques des feuilles de Pistaciaatlanticaen relative au test de I’ABTS est présenté dans la
figure I11. 40. En effet, nous remarquons que les différents extraits présentent des écarts tres
restreint entre la valeur inferieur et supérieur pour les mois de mai, aout et septembre, il n’existe

pas un saut brusque de la valeur de ECsp. A titre d’exemple au mois de mai 1’écart entre la valeur
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maximale et minimale d’ECso est d’environ 2 pg/mL. Donc, les valeurs d’ECso pour tous les

extraits restent assez proches pour ces mois. D’autre part, il semble qu’au mois de novembre I’écart

entre les bornes inféricurs et supérieurs d’ECso et plus important et il vaut 6 pg/mL.

Tableau I11. 17 Valeurs d’ECsg des extraits phénoliques des feuilles de Pistacia atlantica le long

de la saison d’étude en utilisant le test ABTS.

ECso (ng/mL)
Mois de L1 L2 D1 D2 K1l K2 Moyenne + sd
récolte
Mai 6,10 6,14 6,45 6,01 6,40 8,02 6,52+0,50
Aout 6,83 5,67 6,54 6,28 6,27 5,86 6,24+0,32
Septembre 6,37 5,77 5,60 6,22 4,90 6,23 5,85+0,43
Novembre 543 5,56 11,82 8,12 6,52 5,02 7,08+1,93
Moyennetsd | 6,18+0,42 | 5,79+0,18 | 7,60+2,1 | 6,66+0,73 | 6,02+0,56 | 6,28+0,87 -
Antioxydant de réf. ECso (ug/mL) + sd
Vit. C 0,10+ 0,04

En examinant la valeur moyenne d’ECso pour chaque mois de cueillette (tableau 111.17), il
apparait une homogénéité claire qui a été observée entre les valeurs moyennes d’ECso, le pouvoir
antiradicalaire croit trés doucement du début de développement des feuilles vers la phase moyenne
de croissance, il atteint sa valeur la plus importante au mois de septembre, apres, il décroit vers la
fin de la saison. Malgré cette interprétation, on peut dire que les valeurs moyennes d’ECsp n’ont
pas changé de maniére significative le long de la saison d’étude. Donc, la capacité antiradicalaire
est stable pour toute la saison de développement foliaire.

La variation des valeurs moyennes d’ECsp selon les sites de cueillette montre que 1’écart
entre ces trois sites est tres limité. Le site de Laghouat présente une valeur d’ECso légérement
inférieure que les deux autres est vaut 5,98+0,24 ug/ml, suivi par le site de Kheneg avec ECsg
égale a 6,15+0,52 pg/ml et en fin une valeur de 7,13 +1,41 pg/ml qui a été enregistrée pour le site
de Daya. Il est a noter qu il n’y a pas une grosse différence en générale, et Donc, les valeurs

moyennes d’ECso sont assez proches pour tous les sites de cueillette.
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Figure 111.40 : Valeurs saisonnicres d’ECso des extraits phénoliques des feuilles de Pistacia

atlantica au cours de croissance en utilisant le test ABTS.

Nous avons essayé d’étudier les différentes corrélations possibles entre les valeurs
moyennes d’ECsg et les teneurs moyennes en PT, FT et TC au cours des différents mois de la
saison. Notant ainsi, un coefficient de corrélation négative -0,55 dans le cas des PT et TC, et -0,45
dans le cas des FT. De ce fait, ’ECsp est d’autant moins élevé que les teneurs en PT et TC
augmentent. D’autre part, nous constatons une corrélation positive modérée (R=0.5) entre les deux
tests DPPH et ABTS. Cela indique vraisemblablement que dans un extrait phénolique les

molécules bioactives assurent le pouvoir piégeur des radicaux libres (DPPH et ABTS),

6.4. Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Le test de la Capacité de Réduction du Cuivre Antioxydant (CUPRAC) est une méthode
de mesure du potentiel antioxydant utilisé pour une grande variété de polyphénols, incluant les
acides phénoliques, hydroxyl cinnamiques, flavonoides, caroténoides, anthocyanes, ainsi que les
thiols et antioxydants synthétiques, les vitamines C et E (Ozyiirek et al., 2011).

Les résultats de ce test sont résumés dans le tableau 111.18. La capacité CUPRAC de nos
extraits a été déterminée par la réduction directe de Cu?* en Cu* (Badarinath et al., 2010). Les
valeurs obtenues au cours des différents stades de développement des feuilles de P. atlantica

varient entre 150,75 et 215,89 ng/mL. La meilleure capacité a été enregistrée en ao(it pour 1’extrait
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K2 qui se reflete par la valeur ECso la plus inferieur. L’extrait D2 récolté au a la fin de
développement des feuilles présente la capacité la plus faible. En comparant la valeur moyenne
d’ECso pour chaque extrait, nous constatons que 1’extrait L2 montre la meilleure activité, suivi par
les extraits suivants : D2, K1, D1, K2, L1, en ordre décroissant de capacitt CUPRAC. En
comparant les valeurs d’ECsp des différents extraits avec 1’antioxydant de référence, on remarque
que I’ensemble des extraits phénoliques ont un pouvoir antioxydant supérieur a la vitamine C,
estimé a 3 a 5 fois meilleur que ce dernier. Ainsi nous pouvons dire que nos extraits sont dotés de

capacité antioxydante par réduction de cuivre tres intéressante.

Tableau I11. 18 Valeurs d’ECsodes extraits phénoliques des feuilles de Pistacia atlantica le long

de la saison d’étude en utilisant le test CUPRAC.

ECso (ng/mL)
Mois de L1 L2 D1 D2 K1 K2 Moyenne + sd
récolte
Mai 197,24 | 164,11 | 193,68 | 157,95 | 184,73 | 213,07 | 185,60+16,67
Aout 188,79 | 180,53 | 171,02 | 159,87 | 188,94 | 150,75 | 173,32+12,77

Septembre | 206,06 | 168,55 | 166,41 | 168,32 | 159,47 199,09 177,98+16,39
Novembre 188,05 | 176,47 | 204,17 | 215,89 | 188,55 172,55 190,48+12,10
Moyennetsd | 195,04 | 172,41 | 183,82 | 174,81 | 180,42 | 184,57+
16,6 6 +15,1 +19,1 +10,4 22,9 -
Antioxydant de réf. ECso (ug/mL) + sd
Vit. C 770+ 0,03

Nous présentant dans la figure 1ll. 41 la variation saisonniére de la valeur ECso de la
capacité antioxydante par réduction de cuivre CUPRAC des extraits phénoliques des feuilles de
Pistacia atlantica au cours de croissance. D’aprés cette représentation, on remarque qu’au premier
stade de croissance des feuilles I’extrait D2 qui a révélé le pouvoir le plus élevé, tandis que I’extrait
K2 qui a exhibé la plus faible capacité. Au stade intermédiaire du développement foliaire (aodt et
septembre), les extraits K2 et K1 sont les plus actifs, respectivement. Alors que les moins actifs
sont K1 et L1, respectivement. A la fin de la croissance des feuilles (au mois de novembre) |’ extrait
K2 révele le pouvoir antioxydant le plus élevé, et ’activité minimale est enregistrée par 1’ extrait

D2.
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Figure 111.41 : Valeurs saisonni¢res d’ECso des extraits phénoliques des feuilles de Pistacia
atlantica en utilisant le test CUPRAC.

En examinant les valeurs moyennes d’ECso au fur et a mesure que la croissance des feuilles

progresse, il semble que la capacité antioxydante par réduction de cuivre croit du stade précoce
(mois de mai) jusqu'au stade intermédiaire du développement foliaire (aout et septembre) ou elle
est meilleure, puis elle diminue vers la fin de croissance au mois de novembre.
L’activité globale moyenne de tous les sites de cueillette est pratiquement assez stable, et c'est ce
qui a été dérivé des valeurs moyennes d’ECso pour chaque site. Le site de Daya présente une valeur
d’EC50 légeérement inférieure que les deux autres est vaut 179,31+14,6 ng/ml, suivi par le site de
Kheneg avec ECs égale a 182,5+0,58,92 pg/ml en fin une valeur de 183,72 +2,2 pg/ml qui a été
enregistrée pour le site de Laghouat.

Afin de déceler une éventuelle relation entre les valeurs moyennes d’ECsg obtenues par le
test CUPRAC et les teneurs moyennes en PT, FV et TC selon les mois de la saison d’étude, nous
avons essay¢ d’établir les différentes corrélations possibles. Les teneurs moyennes en PT et TC
sont bien corrélées avec les moyennes d’ECso & un coefficient de corrélation négative -0,92. De
méme, une bonne association établie avec les teneurs en FT (coefficient de corrélation négative -
0,86). Par consequent, les activités antioxydantes sont cohérentes avec 1’évolution des teneurs en
composés phénoliques étudiés. Ces résultats nous menent a dire que plus I’extrait phénolique est
riche en ces composés plus ECsg diminue et donc, 1’extrait est antioxydant. D’autre part, nous
avons essayé¢ d’établir une relation reliant les valeurs ECso des deux tests DPPH et CUPRAC. Nous
notons une corrélation significative (R=0.53) entre ces deux tests. Ce résultat suggere que 53%

des agents antiradicaux de ces extraits phénoliques sont également de bons agents réducteurs.
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En raison de ses propriétés bénéfiques pour la santé humaine, Pistacia.atlantica est

considéré comme un aliment, car il est riche en nutriments et molécules bioactives. Le travail

présenté dans cette thése nous a permis d’approfondir la connaissance de 1’effet de la période de

récolte des feuilles sur les teneurs en lipides, en composés phénoliques ainsi que le pouvoir

antioxydant des extraits lipidiques et phénoliques.

Dans la partie consacrée a 1’étude des lipides des feuilles de P. atlantica, I'évolution de

la composition des métabolites lipidiques a été étudiée pendant plusieurs mois de stades

phénologiques du développement des feuilles. Par la suite, il était plus judicieux de s’intéresser a

la variation de la composition (notamment en acide gras, en tocophérols totaux, en caroténoides,

en stérols totaux) et de 1’activité antioxydante. Il ressort des résultats obtenus dans cette partie, les

conclusions suivantes :

>

Les teneurs en lipides, en tocophérols, en caroténoides, en stérols et en acides gras
saturés et insaturés et 1’activité antioxydante semblent étre directement influencées
par le mois de la récolte des feuilles de P.atlantica et I’accumulation maximales des
lipides a été enregistrée a la fin du stade phénologiques des feuilles.

Les faibles teneurs en lipides ne leur permettent pas de les utiliser en nutrition, une
utilisation cosmétique et pharmaceutique sera plus adéquate.

Les extraits lipidiques issus des feuilles de P. atlantica étaient riches en différents
et importants acides gras insaturés tels que : I’acide oléique (C18:1 = 8.75-43.41%),
I’acide linoléique (C18:2 = 6.38-21.48%), 1’acide a-linolénique (C18:3: = 5.07-
35.49%) et I’acide palmitoléique (C16:1=1.26-20.39%).

La teneur en acides gras saturés (myristique et palmitique) augmentait pendant le
développement des feuilles tandis que les acides gras polyinsaturés (acides
linoléigque et linolénique) diminuaient rapidement des le premier mois pour
atteindre un état d'équilibre (plateau).

Les pourcentages les plus élevés de C18: 3 et C18: 2 ont été obtenus pour le mois
de mai au premier stade du développement des feuilles (jeunes feuilles).

Les pourcentages les plus élevés de C18: 1 ont été enregistrés pour les deux mois
consécutifs d'aolt et de septembre au stade de développement intermédiaire.
L’activité antioxydante la plus élevée en utilisant les deux tests DPPH et B-caroténe

a été enregistrée au stade de développement intermédiaire (aout).
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» L’analyse des données a l'aide de la méthode CAH a montré la variation de la
composition en acide gras (deux groupes différents) en fonction clairement de la
période de récolte.

En ce qui concerne la partie consacrée a I’étude des composés phénoliques des feuilles
de P. atlantica. Les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés et I’activité
antioxydante des extraits phénoliques ont été déterminés durant des stades phenologiques de
développement des feuilles. Par la suite, différentes familles de métabolites ont été identifiés par
I’UHPLC-DAD-ESI-MS" en mode négatif. Les conclusions tirées des résultats de ces expériences

sont les suivantes :

> Le contenu en phénols totaux, en flavonoides, en tanins condensés et le pouvoir
antioxydant dépendent de la date de récolte des feuilles.
> Les feuilles de P. atlantica sont une source importante en composés phénoliques,
les teneurs maximales des trois classes phénoliques pendant la période d'étude ont
été enregistrées en ao(t.
> Les résultats des différents tests d’activité antioxydante (FRAP, ABTS et
CUPRAC) ont montré que l'activité antioxydante la plus élevée a été observée en
aoQt, puis elle a diminué vers la fin de la période d'étude.
> Les résultats du test DPPH montrent que le pouvoir antiradicalaire décroit de
maniere significative du début de croissance des feuilles vers le stade intermédiaire,
puis il croit vers septembre pour atteindre son maximum vers la fin de croissance.
» Lacomposition chimique a permis la détection des composés phénoliques suivants
. acide quinique, acide galloylquinique, acide gallique, acide digallique, acide
trigallique, acides digalloylquiniques, acides trigalloylquiniques, gallate de
méthyle.
La présente étude a mis en évidence l'effet clair du temps de récolte sur le contenu
phytochimique ainsi que les activités antioxydantes des extraits lipidiques et phénoliques des
feuilles de P. atlantica, dont la date de collecte des feuilles est un indicateur du stade de

développement a prendre en considération.

Les résultats de cette étude illustrent le potentiel bénéfique des lipides et des phénols des feuilles
qui peut offrir des opportunites d'exploitation rationnelle dans les industries alimentaires ou a des
fins medicinales. Nos résultats peuvent également fournir une base pour déterminer le temps

optimal de récolte des feuilles de P. atlantica pour d’éventuelles exploitations.
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L’ensemble des résultats obtenus est trés intéressant et a mis en valeur les propriétés
bénéfiques des feuilles de P. atlantica durant la majorité des mois de développement des feuilles.

Par conséquent, nous insisterons sur certains points qui nous paraissent importants a poursuivre :

» Une étude saisonniére plus approfondie sur un nombre d’échantillons plus large et
une peériode plus longue s’avére nécessaire.

> Isolement et caractérisation des différents constituants des lipides et des extraits
phénoliques afin de connaitre la ou les molécules qui sont a I’origine d’activités
biologiques.

> Evaluation et approfondissement des activités biologiques (antioxydante,
antimicrobienne, anti-inflammatoire et antidiabétique, ..) des différents

constituants des feuilles de P. atlantica par des tests in vitro et in vivo.

Cette thése est une contribution a une meilleure connaissance de la composition des
feuilles de P. atlantica en substances d’intérét biologique (lipides et phénols), dans ce sens 1’esprit
reste fondamental on ne peut cependant nier les retombés économiques de nos résultats dans la
mesure ou les composés renfermes dans les feuilles se rencontrent rarement en telles quantités
dans un arbre qui a peu d’intérét et qui peut fournir des quantités énormes de feuilles. A notre
considération au lieu de voir cette biomasse partir en fumée, il sera intéressant d’envisager une
valorisation industrielle des produits nobles comme : 1’acide linolénique, les tocophérols, les

caroténoides et les composés phénoliques notamment les tanins que renferme ses feuilles.
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Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des
extraits lipidiques dans le test du DPPH
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Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des

extraits lipidiques dans le test du -caroténe
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Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des
extraits phénoliques dans le test DPPH
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Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des

extraits phénoliques dans le test FRAP
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Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des

extraits phénoliques dans le test ABTS
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Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration des
extraits phénoliques dans le test CUPRAC
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Structures des composés utilisés comme étalons :
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CompName:Linoleic acid ethyl ester
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Chromatogram Lipide C:\Users\Hp\Desktop'Les prestation\LSF EMAG\Data\Lipide qed

TIC
1.454.052
T &
=
-
— &
“ = &
L) n E
—_— #J l
.T bl r'::i m A -, i, r'e
T J T T T T ¥ | L] T ¥ T T T T L) T L] T T T J T I T J T J T T ¥ T L] | ¥ T
10.0 . 30.0 40.0 5000 52.0
min

169



Annexes

170



