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Résumé

Le Pistachier de 1’ Atlas (Pistacia atlantica Desf.) occupe de plus en plus un espace important
dans la recherche scientifique. Connu comme étant une espéce tres répandue dans le sud
algérien (régions arides et semi arides), cet arbre peut supporter les stress environnementaux

divers (vents, sécheresse, UV, ...etc).

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence I’impact des conditions climatiques et
environnementales sur 1’activité métabolique de la plante, et de Ia, leurs influences sur les
teneurs en ses différents métabolites. Nous allons réaliser une étude comparative entre les
résultats obtenus dans notre étude, a savoir la détermination des teneurs en composés
phénoliques et en extraits lipidiques en cette année de secheresse (2019), et entre ceux obtenus
précédemment par nos collégues en 2018 dans des conditions climatiques caractérisees par une

pluviométrie plus importante.

Les résultats obtenus avec les feuilles de Pistacia atlantica collectées a partir des deux mémes
régions de Laghouat, étudiées en 2018 a savoir Aflou (El Ghaicha) et Hassi R’Mel (Tilghimt),
montrent des rendements plus faibles en composés phénoliques (32,90 % ; 29,85 %)

respectivement, et en extraits lipidiques (4,94 % ; 5,75 %) respectivement.

L’activité antioxydante des polyphénols qui est directement proportionnelle a la teneur en ces
derniers était logiquement plus faible que celle obtenue en 2018, teneur moyenne en phénols
totaux, (79,97 mg EAG/ g MS, 65,65 mg EAG/ g MS) respectivement. Nous notons malgré les
teneurs faibles en polyphénols des proportions relatives plus importantes en flavonoides et en
tannins condenseés (6,20 % ; 16,20 % pour El Ghaicha, et 6,24 % ; 15,04 % pour Tilghimt). Ceci
serait en réponse au stress hydrique et thermique montrant par-la I’impact des conditions

climatiques sur le métabolisme de ces métabolites.

Mots clés : Pistacia atlantica, lipides, composés phénoliques, facteurs environnementaux,

activité antioxydante.
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Abstract

The Atlas Pistachio tree (Pistacia atlantica Desf.) occupies more and more an important space
in scientific research. Known as a widespread species in southern Algeria (arid and semi-arid

regions), this tree can withstand various environmental stresses (wind, drought, UV, ...etc).

The objective of this work is to highlight the impact of climatic and environmental conditions
on the metabolic activity of the plant, and hence their influence on the levels of its various
metabolites. We will carry out a comparative study between the results obtained in our study,
namely the determination of the contents of phenolic compounds and lipidic extracts in this
year of drought (2019), and between those previously obtained by our colleagues in 2018 under

climatic conditions characterized by a higher rainfall.

The results obtained with Pistacia atlantica leaves collected from the same two regions of
Laghouat, studied in 2018, namely Aflou (El Ghaicha) and Hassi R'Mel (Tilghimt), show lower
yields of phenolic compounds (32,90%; 29,85%) and lipid extracts (4,94%; 5,75%)

respectively.

The antioxidant activity of polyphenols, which is directly proportional to their content, was
logically lower than that obtained in 2018, average grade of total phenol content, (79.97 mg
EAG/ g DM, 65.65 mg EAG/ g DM) respectively. Despite the low polyphenol contents, we
note higher relative proportions of flavonoids and condensed tannins (6.20%; 16.20% for El
Ghaicha, and 6.24%; 15.04% for Tilghimt). This would be in response to hydric and thermal

stress, thus showing the impact of climatic conditions on the metabolism of these metabolites.

Keywords: Pistacia atlantica, lipids, phenolic compounds, environmental factors, antioxidant

activity.
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Introduction

Les écosystémes sont des entités complexes caractérisées par des flux de matieres et d’énergie
et de multiples interactions entre composantes vivantes et non-vivantes. Au cceur des
¢cosystemes, les sols et les plantes sont a la fois sous I’influence de paramétres abiotiques, tel
le climat, la roche mere et la topographie, et de celle des organismes vivants (parametres
biotiques) (Chapin et al., 2011).

L’ensemble de ces influences biotiques et abiotiques ont de multiples implications en termes
de genése, d’organisation spatiale et de fonctionnement des sols, ainsi que de structuration des

communautés de plantes. Enfin, les sols et les plantes sont intiment liés et interdépendants.

A Téchelle de la planéte, le climat est le principal déterminant de la distribution des
communautés végétales. Ainsi, la combinaison d’un petit nombre de variables bioclimatiques
permet de prédire la distribution de types de végétation dans les différents continents de fagon
tres réaliste (Prentice et al., 1992). C’est notamment le cas des indices de température (sommes
de température, basses températures hivernales et hautes températures estivales) et de
disponibilité en eau (capacité au champ des différents types de sol estimée a partir de leur

texture).

D’autres part, ’ensemble des plantes partagent de nombreuses fonctions, parmi lesquelles la
synthése de composés carbonés organiques et le relargage d’oxygene dans 1’atmosphere. Pour
caractériser et comparer de maniére standardisée les interactions de I’ensemble de ces plantes
avec leur environnement et le sol en particulier, il est possible de recourir a des mesures
quantitatives ou qualitatives communes a une majorité de plantes, tels que les traits fonctionnels

d’une espéce ou d’un genre donné (Garnier et al., 2013).

Ainsi, les végétaux produisent des métabolites primaires qui entrent dans le fonctionnement vital
de la cellule, comme des acides gras, des lipides et, des acides aminés constituants des protéines
vegetales. Les plantes synthétisent également de nombreux composés qualifiés de
« Secondaires » dont toutes les fonctions n’ont pas encore été identifiées mais qui sont
fondamentaux, notamment pour 1’adaptation des plantes a leur environnement, et qui peuvent
constituer les traits fonctionnels, dont la mesure quantitative et qualitative, signalera I’impact

de I’environnement, en particulier le climat et la nature du sol, sur leur diversité et leur teneur.
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Plusieurs familles de composes font partie de ce métabolisme secondaire, dont les composés

phenoliques ou polyphénols et quelques extraits lipidiques.

Chez les végétaux, ces polyphénols sont, entre autres, impliqués dans les mécanismes de
résistance aux stress biotiques et abiotiques. Par ailleurs, des études récentes sur 1’effet
bénéfique de la consommation de fruits et Iéegumes chez I’homme, ont suggéré I’implication de
ces composés dans la prévention et la lutte contre certaines maladies. Il est donc important de
comprendre les conditions de synthése et d’accumulation de ces composés, pour améliorer la
composition des végétaux aussi bien pour des raisons agronomiques qu’alimentaires ou méme

médicales.

Dans I’étude qui suit, nous poursuivons une ¢tude déja faite auparavant, sur la composition et
I’activité antioxydante des extraits phénoliques du Pistachier de 1’Atlas (Pistacia atlantica)
ainsi que leur teneur en composés lipidiques, poussant dans deux sites, assez lointain 1’un de
I’autre, un échantillon provenant de la région de Tilghimt / Hassi R’Mel (altitude basse) et
I’autre de la région d’El Ghaicha /Aflou (haute altitude), dans des conditions climatiques
différentes de celle du présent travail. L’objectif, étant cette fois-ci d’étudier I’impact des
nouvelles conditions climatiques et leur effet sur la composition, la teneur et, in fine, sur

I’activité antioxydante des deux échantillons prélevés a partir des deux mémes sites.

En effet, il existe tres peu de données pour expliquer I’effet de I’environnement sur la synthése
et le stockage des métabolites secondaires végétaux (Dumas et al., 2003). Or ¢’est une approche
envisageable pour moduler de facon raisonnable les teneurs en polyphénols ou autres
composants de la plante comme les extraits lipidiques. En effet les variations de conditions
environnementales comme I’intensité de la lumiére ou les apports en minéraux conduisent a des
augmentations plus modérées, comme par exemple le doublement des teneurs en flavonoides
(Carpenacetal., 1982 ; Lopez Andreu et al., 1988 ; Awad et De Jager, 2002 ; Dumas et al.,
2003). II s’agit d’un ordre de variation qui peut étre rencontré au sein d’un méme génotype
(Martinez-Valverde et al., 2002), ce qui permettrait d’éviter des teneurs anormalement élevées

pouvant conduire a la toxicité éventuelle de ces molécules.

Ce manque de connaissances sur l’effet des facteurs environnementaux, s’applique en
particulier a notre plante. Il n’existe pratiquement pas de travaux qui permettent de relier la

teneur en polyphénols aux conditions environnementales imposeées a la plante.
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nthése bibliographique - Chapitre | :  Généralités sur le Pistachier de I’ Atlas

1.1 Présentation de Pistacia atlantica Desf.

Le genre Pistacia fut décrit par Linné en 1830. Originaire de 1’ Asie Occidentale et de la petite
Asie, ce genre pousse genéeralement a 1’état sauvage dans plusieurs régions chaudes et arides au
Liban, Palestine, Syrie, Iran, Irag, Europe du sud et dans les pays arides de 1’ Asie et de I’ Afrique.
Il a été introduit en Europe des le début de 1’¢ére chrétienne. La premiére fois qu’il fit introduit
aux U.S.A. c’était en 1890 et son essai fiit dans la station pilote en Californie en 1904
(Debbache, 1998).

Le Pistachier de I’Atlas (Pistacia atlantica Desf.), elbetoum, botma, betouma ou btouma en
arabe local et Igth en berbére. Le nom commun de cette espece se rapporte aux montagnes
d’Atlas ou cette espéce se développe.

Comprenant 11 espéces, le genre Pistacia de la famille des Anacardiaceae est largement
répandu de I'Asie du Sud-Ouest a I'Afrique du Nord-Ouest.

P. atlantica est I'une des especes sauvages les plus répandues en Algérie, et qui est la plante la
plus caractéristique entre les espéces des régions arides et semi-arides du pays (Yousfi et al.,
2010).

C’est un bel arbre qui existe a I’état disséminé dans la région de Djelfa (Senlba, Ain ouessara,
Mesaad), Laghouat (partie sud : Hassi R’Mel), et Ghardaia (dans I’oued M’Zab) (Monjauze,
1980).
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1.2 Description botanique

C’est une espece ligneuse et spontanée pouvant atteindre 10 m de haut. L’arbre posséde un
tronc individualisé et a frondaison hémisphérique (Figure 1) (Quézel et Santa, 1963).

Figure 2: Photographie illustrant I’arbre de Pistachier de I'Atlas. (Pistacia atlantica (Photo prise
par Guenane H le 17 octobre 2009).

Figure 3: les feuilles de Pistacia atlantica (Mifsud, 2010)
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1.3 Systématique de I’espéce

Systématiquement, Pistacia atlantica Desf. est classée dans le regne végétal de la
maniére suivante dans le tableau 1 (Al-Saghir et Porter, 2012) :

Tableau 1 : Systématique de Pistacia atlantica Desf.

Regne Végétale

Sous-régne Viridiplantae
Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement | Angiospermes

Classe Dicotylédones

Ordre Sapindales

Famille Anacardiacées

Genre Pistacia

Espéce Pistacia atlantica Desf.

La fiche descriptive de la plante peut étre donnée de la maniére suivante :

Nom en arabe : byl s,
Catégorie : arbre dioique.
Port : arrondie a ramification étalée, jeune, le rameau est rougeatre.

Feuillage : caduc, composé, imparipenné ; 3 a 5 folioles ovales-acuminées, tomenteux puis
coriace a I’age adulte.

Floraison : en €té, en panicule de petites fleurs apétales (1 a 3) et 1 a 5 sépales ; pollinisation
effectuée par le vent. Fruits récoltés en septembre-octobre.

Couleur : vert brunatre.

Croissance : lente et ne commence a produire les fruits qu’a partir de 5-7ans.
Hauteur :10 a 12 m.

Plantation : a I’automne ou au printemps.

Multiplication : par bouture.

Sol : tous terrain mais bien drainé.

Emplacement : au soleil.

Pays d’origine : Méditerranée orientale (Crimée, Grece et Turquie).

Entretien : arroser pour augmenter la production, tailler pour faciliter la récolte.
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1.4 Importance et utilisations de Pistacia atlantica Desf.
1.4.1 Importance économique

Le pistachier de ’atlas est assez important sur le plan écologique, géographique aussi bien
¢conomique. Cet arbre a un rdle de protection et de production au méme temps, ainsi qu’un
intérét medicinale et pharmaceutique établi (Faouzi et al., 2015).

Le bétoum est largement utilisé comme :

e Essence de reboisement et aussi une source de fourrage pour le bétail. (Faouzi et al.,
2015).

e [l présente une aptitude a constituer une barriere contre 1’avancée du désert et a une
résistance a la sécheresse (Faouzi et al., 2015).

e Et comme un support contre les vents (un brise-vent) (Belhadj, 2001).

1.4.2 Utilisation locale

- Dans la région de Djelfa, Laghouat et Ghardaia, 1’huile de ces fruits comestibles a un
gout proche de celui du beurre, elle est souvent mélangée aux dattes écrasées et peut-

étre consommé a toute heure de la journée avec du petit lait.

- Les graines sont séchées, écrasées ou moulues et ramassées avec de I'eau sucrée et
consommeées en boulettes ou bien séchées et croquées telles quelles comme des

cacahuétes.

- Aussi utilisée comme porte-greffe pour le Pistacia verra, pour le fourrage, artisanat et
du feu, et son bois donne du bon charbon (Belhadj, 2001).

1.4.3 Utilisation en médecine traditionnelle

Les especes du genre Pistacia sont tres appréciées dans la médecine traditionnelle et

pharmaceutique depuis l'antiquité.

Gréce a leurs activités biologiques multiples :
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e Elles sont employées dans le traitement de lI'eczéma, des infections de la gorge, la
lithiase rénale, l'asthme, les maux d’estomac et comme un stimulant digestif et
énergétique.

e A cOté de leurs capacité thérapeutique, le pistachier a un usage antiseptique,
antifongique et dans les maladies abdominales.

e Un des ¢léments de 1’arbre, la résine, est utilisée comme antiseptique du systéme
respiratoire, et aussi comme un chewing-gum pour la secheresse des lévres (Duru et al.,
2003).

e Les feuilles, chez les marocains, sont employées pour traiter les infections de 1’ceil (par

décoction), dans la maladie (Evil eye) (El-Hilaly et al., 2003).

1.5 Qualité et valeur santé du fruit (valeur alimentaire)

- Les graines de Pistacia présentent une teneur considérable de protéines et de glucides, en
plus, elles fournissent une excellente huile alimentaire de I’ordre de 40% (Benhassainni,
1998).

- Sa composition riche en métabolites divers (primaires et secondaire) est particulierement
intéressante pour la valorisation de cette espéce dans la lutte contre la malnutrition

protéino-enérgétique et les carences nutritionnelles en général (Benhassainni, 2004).

- Lafraction d’acides gras insaturés est elle aussi majoritaire et confere a I’huile de fruits de
bétoum une valeur nutritionnelle élevée. En effet, plus une huile est riche en acides gras
insaturés (polyinsaturés), moins elle est stable du point de vue oxydatif, mais bien meilleur

sur le plan nutritionnel (Benhassainni et al., 2007).
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1.1 Lipides
11.1.1 Définition des lipides

Les lipides forment un groupe de composés de nature chimique trés variés. Ils ont la propriété
d’étre insoluble dans I’eau, mais soluble dans les solvants organiques : benzéne, éther,
chloroforme et mélange de chloroforme et méthanol. Cette propriété est commune entre tous
les lipides (Brisson, 1982).

La variabilité de leurs natures chimiques revient a la diversité de structure des acides gras qui

rentrent dans la majorité des corps lipidiques.

11.1.2 Acides gras
e llIs sont les principaux composés des huiles et des graisses alimentaires.
e Exclusivement formés de carbone, d’hydrogéne et d’oxygéne, la longueur d’une chaine
d’acide gras varie entre 4 et 26 atomes de carbones ou le nombre est toujours paire en

général, autant d’origine végétal qu’animal (Brisson, 1982).

0 | Fonction carboxyligue

/\/\/V\<

R OH R= Chaine carbonée aliphatique

Figure 4: Structure d’un acide gras ( El Atyqy, 2007).

6@0@'}11&{%@(}10‘497’ 11



nthése bibliographique - Chapitre 11 : Généralités Biochimiques

11.1.3 Classification des lipides

Lipides
F
Lipides a base d’acides gras Lipides polyisopreniques

(Lipides saponifiables) (Lipides insaponifiables) )

' _ 1 { Terpénoides

Acides gras , Lipides simples Lipides complexes | o
1 AG satures - Glyeerides Lipides ' Quinones a chaine
Phosphorés  isoprénique

-~ AG Insatures ' Cérides )
T 1Lipides soufrés Stéroides
Stérides
1 Lipides azotés

Figure 5 : Classification des lipides (EI Atyqy, 2007).

11.1.4 Localisation et role biologique des lipides dans les plantes
11.1.4.1 Localisation

On trouve les lipides principalement dans les membranes cellulaires (lipides constitutifs) et les
tissus végétaux. Notre étude concerne les plantes, donc nous allons désigner les lipides des
membranes végeétales, qui sont présents chez les plantes oléagineuses : plantes productrices

d’huiles (riches en matiéere lipidique), plus précisément stockés dans les graines et les fruits.

On peut distinguer les graines oléagineuses produite par des plantes, comme les graines de lin,
de tournesol ou de colza.
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Exemple:
e Lesgraines de lin : tres riches en C18:3 (45-70 % d’acide linoléique ALA), leprincipal
omeéga-3, conférant a son huile des propriétés siccatives.

e L’huile de tournesol : forte teneur en acide gras de type oméga-6.

e Colza: oméga-9.
Les fruits oléagineux plutdt produit par les arbres (la palme ou I’olive).

e L’huile de palme : est constituée majoritairement d’acides gras saturés (acide palmitique
a 43,5 %).

« Selon I’organisme producteur, chaque huile posséde un profil spécifique en acide gras ».

(Vijay et al., 2016 ; Afriyanti et al., 2016).

11.1.4.2 Role
Les lipides remplissent trois fonctions générales :

v’ Stockage d'énergie

Les lipides sont utilisés pour le stockage d’énergie, principalement sous forme d'esters de
triacylglycérol et d'esters de stéroide, en gouttelettes lipidiques, grace a leur état relativement
réduit (Pierre et al., 2007).

v" Fonction de barriére

- La matrice des membranes cellulaires est formée par des lipides polaires, qui se
composent d'une portion hydrophobe et d’une portion hydrophile.

- Toute cellule vivante dispose d’une membrane plasmique, permettant de séparer le
cytoplasme et ses éventuels organites du milieu extracellulaire (Lombard, 2014).

- Les lipides fournissent des membranes ayant un potentiel de bourgeonnement, de
tubulure, de fission et de fusion, les caractéristiques qui sont essentielles pour la division
cellulaire, la reproduction biologique et le trafic membranaire intracellulaire (Van

Meer, Voelker et Feigenson, 2008).
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v' Signalisation cellulaire

En raison de leur localisation dans les membranes biologiques et leur capacité a franchir
aisément les membranes, les lipides peuvent transmettre des signaux entre différentes
cellules. lls peuvent aussi étre liés a des protéines, porteuses du signal (Pierre et al.,
2007).

11.2 Composes phénoliques
11.2.1 Définition

Les composés phénoliques représentent une large gamme de structures chimiques identifiés
comme métabolites secondaires. Ils sont présents chez tous les végétaux supérieurs et sont
caractérisés par une répartition qualitative et quantitative trés inégale selon les especes, les
organes, et les stades physiologiques (Macheix, 2013).

Le terme « phénols » réunit prés de 10.000 composés naturels identifiés (Martin et
Andriantsitohaina, 2002), et leurs structures est caractérisée fondamentalement par un noyau
phénolique a 6 carbones, ou est liés directement a un groupe hydroxyle OH, ou engagé dans

une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Bruneton, 1999).

Cette variation des groupes engagés est a I’origine de la diversité structurale des phénols ce qui
a donné naissance aux classes des composés phénoliques différentes, ou on distingue les
phénols simple et complexes ou bien polyphénols.

11.2.2 Classification des composés phénoliques

Le tableau 2 présente les principales classes des composés phénoliques sur la base de données
rapportées par la littérature (Marcheix et al., 2005 ; Bruneton ; 1999).
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Tableau 2 : Principales classes des composés phénoliques.
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Composes phénoliques
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C6-C1 hyroxybenzoiques | hydroxybenzoiques fraises
Acides ' _ Acides p Tomates, ail
hyroxycinnamiques | coumarique
C6-C3
Coumarines Ombelliférone Carottes,
coriandre
C6-C4 Naphtoquinones Juglone T 1R Noix
C6-C2-C6 | Stilbénoides Trans-resvératrol _ =" | Raisin
. , HO. O. O .
Flavonoides Kaempférol I Fraises
C6-C3-C6
N 1“ ]
Isoflavonoides Daidzéine e Graines de
soja
N oM Raisin
Anthocyanes Delphinidol Py e | Cabernet-
™ Sauvignon
. B S Bactéries
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11.2.2.1 Flavonoides

Les composés les plus abondants chez les polyphénols sont les flavonoides. Ils participent dans
la pigmentation des fleurs, et dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les

herbivores et les attaques microbiennes pathogénes (Crozier, 2003).
11.2.2.2 Tannins

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés dans les vacuoles
(Aguilera-Carbo et al., 2008). Historiqguement, le terme « tanin » revient aux composés
polyphénoliques qui ont la capacité a se lier aux protéines a ’origine de leur capacité a tanner

le cuir (Paris et Hurabeillen, 1981).

Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins

condensés (Linden et Lorient, 1994).

11.2.3 Localisation et role biologique des composés phénoliques dans les plantes
11.2.3.1 Localisation

A I'échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi.

Les composes phénoliques sont synthétises 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 métabolites (Winkel, 2002 ; Macheix et al., 2005).

D'autres organites du cytoplasme, comme des vésicules golgiennes ou des chloroplastes,
peuvent participer a la biosynthése des composés phénoliques mais ce ne sont pas des lieux

d'accumulation (Macheix et al., 2005).

Au sein méme des feuilles la répartition des composés est variable, par exemple les anthocyanes
et les flavonoides sont majoritairement présents dans I'épiderme (Tomas- Barberan et Espin,
2001 ; Cheynier et Sarni-Manchado, 2006).

Les composés phénoliques interviennent dans un grand nombre de processus physiologiques
chez la plante et dans les interactions avec leur environnement, leur structure leur conférant des

fonctions trés specifiques (Desjardin, 2008).
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11.2.3.2 Role

Depuis longtemps, les composeés phénoliques sont connus pour leur participation a des
structures essentielles, comme la lignine, responsable de la coloration bleue, rougeou jaune de
certains tissus végétaux, ou aussi pour leur participation a la protection de la plante vis-a-vis de
son environnement biologique (agents pathogénes) ou physique (rayonnement U.V.) (Li etal.,
1993 ; Lois et Buchanan, 1994).

Par ailleurs les composés phénoliques peuvent avoir un réle de signal (Treutter et al., 2006),
des flavonoides permettent par exemple la mise en place de la symbiose entre des Fabacées et

des bactéries, ce qui permet a ces plantes de fixer directement I'azote atmosphérique.

IIs participent aux phénomenes de pollinisation puisqu'ils sont responsables de la coloration des
fleurs (Macheix et al., 2005).

En plus les flavonoides jouent un réle de filtration contre le rayonnement UV, ce qui explique
leur localisation dans les tissus externes (Gould et Lister, 2006).

Enfin les flavonoides comme les dérivées hydroxycinnamiques jouent un rdle important dans

la résistance des plantes aux stress environnementaux (Walton et Brown, 1999).

La syntheése des composés phénolique est provoquée lors d’une attaque de pathogenes

fongiques ou bactériens, ou en conséquence de blessures (Sawa, 1999).

Les composes phénoliques sont impliqués a divers titres dans la défense des plantes. En tant
gue composés pré-infectionnels dont les teneurs peuvent augmenter pendant l'infection, ils

participent & des mécanismes de défense de type constitutif.
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11.3 Composition des fruits et des feuilles de Pistacia atlantica

D’apres les études précédentes de nos collégues en 2019 sur les différentes parties de Pistacia,
ou nous citons les feuilles pour notre étude, nous pouvons constater, qu’aussi bien pour les

feuilles que le fruit, les principaux constituants chimiques sont :

o En lipides : (a partir des résultats de la CPG), on constate I’abondance des acides
palmitiques, oléiques, linoléique et 1’acide linolénique et, a des proportions plus
faibles, les acides laurique, myristique, palmitoléique, margarique, stéarique,

arachidique, gadoléique, béhénique, érucique (Lagoun et Khenifer, 2019).

o En composés phénoliques : nous avons remarqué d’aprés I’interprétations des
travaux antérieurs de nos collegues (Marfoua et Rahmani, 2019), que les feuilles
du Pistacia comme ses fruits contiennent principalement des taux élevés en
phénols totaux, flavonoides, et des proportions moins élevées en tannins

condensés.
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Synthese bibliographique - Chapitre III : Influence de I’environnement sur la synthése

des composés phénoliques et lipidiques

Le stress abiotique est défini comme une réponse de la plante a des changements
environnementaux (lumiére, eau, carbone, azote, minéraux) induisant une réduction du
développement et de la croissance (Boyko et Kovalchuk, 2011). Il y a différents niveaux
moléculaires de réponses (ADN, chromatine, transcrits, protéines) a différentes échelles de la
plante (de la cellule a la plante entiére). Les réponses des plantes a ces stress sont soit plastiques

et réversibles, soit irréversibles (Cramer et al., 2011).

Ce paragraphe n’est pas exhaustif, on citera seulement quelques facteurs de I’environnement

qui ont un impact direct sur le comportement d’une plante pour s’adapter a son environnement.

1.1 Lumiére
Qualitativement et quantitativement, les teneurs dans les tissus des plantes et les fruits, en
composes phénoliques et surtout en flavonoides ont été corrélées a I’intensité de la lumiere
et sa durée (Macheix et al, 2005). En effet, certains enzymes impliqués dans la biosynthese
des polyphénols comme la Phenylalanine Ammonia Liase (PAL) (Flores et al, 2005), la
Cinnamate 4-Hydroxylase (C4H) (Bell-Lelong et al, 1997) et de la Chalcone Synthase
(CHS) (Feinbaum et Ausubel, 1988) voient leur activité fortement stimulée par la lumiére.
Ainsi, par exemple, Wilkens et al. (1996) ont quantifié environ deux fois plus de rutine et
d'acide chlorogénique chez des tomates cultivées sous une forte intensité lumineuse, que
dans les plantes cultivées sous une faible intensité lumineuse. Ceci étant probablement dd

au réle de photoprotection des flavonoides.
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Figure 6: Représentation simplifiée de la voie de biosynthése des polyphénols végétaux.

Phénylalanine Ammonia Liase (PAL), Cinnamate 4hydroxylase (C4H), 4 CoA Ligase (4CL), Hydroxycinnamoyl-CoA
quinate hydroxycinnamoyl tranférase (HQT), O-méthytransférase (OMT), Férulate 5-hydroxylase (F5H), Chalcone Synthase
(CHS), Chalcone Isomérase (CHI), Flavanone-3 hydroxylase (F30H), Dihydroflavonol réductase (DFR), Flavone synthase
(FS), Flavonol synthase (FLS), anthocyane synthase (ANS), Flavonoide glucosyl transférase (FGT). (*) indique les composés
impliqués dans la synthése des monolignols, Les fleches en pointillés indiquent que plusieurs étapes enzymatiques, non

représentées, sont nécessaires pour arriver au produit indiqué.

I111.2 Température
Un stress thermique provoqué par des températures basses (4 °C) ou élevées (35 °C ou plus)
entraine également une augmentation des activités PAL et CHS et par conséquent une
augmentation des teneurs en composés phénoliques (Leyva et al, 1995). En outre, et aux
températures basses, 1’oxydation des composés phénoliques par les polyphénols Oxydases
(PPO) et peroxydases (POD) est inhibée, ce qui maximise I'accumulation des polyphénols
(Rivero et al, 2001).

6@01@‘/11&7—@(/1&2&7’ 21



Synthese bibliographique - Chapitre III : Influence de I’environnement sur la synthése

des composés phénoliques et lipidiques

111.3 Période de ’année

Les variations saisonniéeres sont attribuables entres autres aux conditions de lumiere et de
température, qui varient en fonction des saisons. Slimestad et Verheuil (2005) ont observé
sur une saison de culture des tomates que les teneurs en acide chlorogénigue, en rutine ou en
naringénine chalcone, pouvaient étre multipliées par trois en fonction de la date de récolte
(Slimestad et Verheuil, 2005).

I11.4 Nutrition minérale
Logiquement, les apports en minéraux modifieront d’autant les teneurs de certaines
substances si ce sont des constituants directs de ce composé ou s’ils jouent un rdle central
dans la synthese ou le stockage de ce composé (Grusak et Della Penna, 1999 ; Crosby,
2008).

Les micro- comme les macroéléments peuvent modifier la composition en polyphénols,
comme ceux des lipides. Ainsi, une carence en bore induirait une augmentation des teneurs
en flavonoides d’environ 40 a 50 %, dans les feuilles et les fruits de tomate (Carpena et al,
1982; Lopez-Andreu et al, 1988; Ruiz et al, 1998). Les effets du phosphore et du
manganese sont par contre plus variables. En effet, une déficience (0,2 et 0,5 mmol/L) ou un
exces (4 mmol/L) en phosphore dans la solution nutritive entraine une diminution des teneurs

en flavonoides dans les feuilles (Penalosa et al, 1989).

La nutrition azotée modifie également les teneurs en composés phénoliques. Stout et al
(1998) ont obtenu des concentrations plus de deux fois plus importantes dans les feuilles de
tomates ayant poussé avec de faibles apports en N (2 mM) en comparaison des teneurs
obtenues dans les feuilles du fort traitement en N (8 mM). L’équipe de Stitt, notamment
dans les travaux de Fritz (2006) a mis en évidence que les apports d’azote inhibaient
fortement le métabolisme des phénylpropanoides dans les feuilles de tabac (Fritz et al,
2006). Des études relatent également une augmentation des teneurs en polyphénols lors de
faibles apports en azote, dans les tubercules de pomme de terre, ou dans les fruits comme le

raisin ou les pommes (Awad et De Jager, 2002; Delgado et al, 2004; Treutter et al., 2006).
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Figure 7 : Schéma de I'assimilation de I'azote chez les plantes.

NR : Nitrate Réductase ; AS : Asparagine Synthétase ; NiR : Nitrite Réductase ; GS : Glutamine Synthase ; GOGAT :
glutamine 2-oxoglutarate aminotransférase; GDH : Glutamate Déshydrogénase ; CPSase : Carbamoylphosphate Synthétase.
D'aprés Miura (2013).

Exces d’azote

GS-AMP

Gin-—-> | ATase

v~ - KG
Gs el
GInB
Gin--- CUTase>-(-— Gln
GINB-UMP

-
i

GS-AMP .-

Gln---= 4
oK - o | A Tase

GSsS

IDéficience en azote

Figure 8 : Régulation de la Glutamine Synthétase.

En bleu est indiquée la voie empruntée lors d'un apport suffisant en azote dans le milieu et a I'inverse, en rouge, la voie
empruntée lorsque le milieu est pauvre en azote. Les lignes entiéres indiquent des modifications de GS et les lignes hachurées
indiquent des roles d'effecteurs ou de protéines régulatrices. Les fleches indiquent un effet positif et un effet négatif. D'apres

Leigh et Dodswor.
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111.5 Pluviométrie et stress hydrique:
La capacité des plantes a s’acclimater au déficit hydrique est associée a leur aptitude a
s’adapter a la diminution de la photosynthése qui entraine des perturbations dans de
multiples processus biochimiques et physiologiques (taux de transpiration, conductance
stomatique, efficacité d’utilisation de 1’eau, absorption de CO2) et un impact négatif sur

la croissance (Anjum, 2011).

Une perte trop importante de la turgescence suite a une diminution du potentiel hydrique
du sol en conditions de sécheresse, entraine une déstructuration des membranes et
systemes enzymatiques (Mahajan et Tuteja, 2005). Une accumulation de différents

osmorégulateurs permet la diminution du potentiel osmotique (Chaves et al., 2003) :

e Lesionsinorganiques, tels que le potassium contribue a 40 % environ de I'osmolarité
(Gaudillere et Barcelo, 1990).

e Lescyclitols et les polyols, en particulier le mannitol et le sorbitol ont un réle majeur
dans l'ajustement osmotique. Leur concentration augmente chez des plantes en
déficit hydrique (Lo Bianco et al., 2000).

e Lateneur en acides aminés libres augmente significativement en situation de déficit
hydrique, en particulier la proline, I’acide aspartique et 1’acide glutamique.
L accumulation de proline est la 1+ réponse des plantes exposées a un déficit hydrique,
et est corrélée avec la tolérance au stress. Elle a également un réle dans la
préservation de la structure des protéines, la réduction de la peroxydation des lipides

et le maintien de I’intégrité des membranes (Verslues et Sharma, 2010).

La production de Reactive Oxygen Species (ROS), sous-produits du métabolisme de
’oxygéne (ions oxygéne O?, radicaux libres. OH, péroxides H202), dans le chloroplaste
fait partie des premiéres réponses biochimiques des cellules en réponse a un stress
hydrique. Dans ce contexte, la photosynthése est réduite, la plante ne peut plus utiliser
I’exceés d’énergie apportée par la lumicre et un stress oxydatif va se produire (Chaves et
al., 2003). Lors d’un stress modéré, ils jouent un role important dans la signalisation
cellulaire. Mais en cas de stress sévere, la concentration en ROS augmente causant un
dommage oxydatif pouvant conduire a la dégradation des protéines, la fragmentation de

I’ADN, la peroxydation des lipides et la mort cellulaire (Chaves et al., 2003).
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En réponse aux attaques des ROS, la plante a un systeme protecteur interne qui vacapter
les radicaux libres. Il est composé d’antioxydants enzymatiques (Superoxyde Dismutase
SOD, Peroxydase POD, Catalase CAT) et non-enzymatiques (glutathion, ascorbate,
caroténoides). La capacité de ce systeme a combattre les radicaux libres peut étre corrélée

a la résistance de la plante a lutter contre le déficit hydrique (Cruz de Carvalho, 2008).

Parmi les molécules antioxydantes produites par les plantes, il y a les composés
phénoliques. Plusieurs genes impliqués dans la synthése de composes phénoliques sont
induits par le stress hydrique (Winkel-Shirley, 2002). Mais il n’est pas encore clairement
démontré que les propriétés antioxydantes de ces métabolites secondaires sont impliquées
dans les mécanismes de résistance au stress. En revanche ce sont des marqueurs
intéressants du stress chez plusieurs espéces puisque leur concentration augmente en été,
quand les plantes sont sujettes a des températures élevées ou a la sécheresse (Hernandez
et al., 2009).
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.1 Cadre de I’étude
Notre étude a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche des sciences fondamentales a
I’universit¢ Amar Telidji de Laghouat.

Ce travail concerne ’effet de I’environnement sur la teneur et 1’activité antioxydante des huiles

extraites a partir des feuilles du pistachier de I’ Atlas.

1.2 Matériel biologique

1.2.1 La collecte
Les organes concernés sont les feuilles collectées au début du mois d’octobre 2019 sur deux

sites différents de la wilaya de Laghouat a savoir : Tilghimt et El Ghaicha ; Figure 9.
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Figure 9 : Capture d'écran prise a partir de Google maps représentant localisation
géographique des deux sites de collecte des différents arbres de Pistacia atlantica

de la région de Laghouat (el Ghaicha — Hassi R'Mel).
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Les données GPS et 1’étage bioclimatique des deux régions sont mentionnés dans le tableau 3

Tableau 3 : les données GPS et 1’étage bioclimatique de deux sites El Ghaicha et Tilghimt.

Sites Arbres | Longitude Latitude Altitude | Etage bioclimatique
El Ghaicha | G1, G2 | 2°01'45.39"E | 33°59'15".80N | 1419 m Semi-aride
Tilghimt | T1,T2 | 3°21'16,07"E | 33°09'17,84" N | 736 m Aride

Nous n’avons pas pu avoir les données météorologiques des deux sites de la station

météorologique de Laghouat.

La collecte a été faite a partir de deux arbres de chaque site (G1, G2 pour El Ghaicha), (T1,
T2 pour Tilghimt). La figure 9 montre des échantillons de feuille de P. atlantica.

Les feuilles provenant Les feuilles provenant Les feuilles Les feuilles
du 1°" arbre d’EL du 2°™ arbre d’EL provenant du 1¢ provenant du 2°me
Ghaicha Ghaicha arbre de Tilghimt arbre de Tilghimt
(G1) (G2) (T1) (T2)

Figure 10 : Les quatre échantillons pris a partir des deux sites

El Ghaicha et Tilghimt. (Photo originale, 2020).

1.3 Produits chimiques

La liste des produits chimiques utilisés est présentée en Annexe.

I.4 Matériel et équipements

Le matériel et équipements utilisés sont mentionnés en Annexe.
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1.5 Méthodes

Notre déemarche expérimentale est résumée dans le diagramme suivant

Matiére végétale

l (Les feuilles de deux régions -Aflou et Tilghimt)

Séchage :

Iirﬁahwnmahwum

Tm" Extraction des lipides &
Recuperation des tourteaux coslocieins
délipides Pesée 1
4 Extraits Bpidiques
l Extraction Par soxlhet - /
raitement prsr— Obtention des huiles et
v ot *
- Dosage des phiénols, des flavoncides des, Par CPC
taming
- tmarmﬁmmj.

Figure 11 : schéma représentatif de la démarche expérimentale des composés phénoliques

et extraits lipidiques.
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1.5.1 Extraction des huiles

Apres broyage des échantillons, 1’extraction des huiles est faite a partir des feuilles de Pistacia
atlantica, en suivant la méthode d’extraction par soxhlet jusqu’a 1’épuisement avec le
dichlorométhane comme solvant. La figure 11 montre le dispositif que nous avons utilisé pour

I’extraction de nos lipides.

L’extrait obtenu a été déshydraté a 1’aide du sulfate de sodium anhydre, filtré puis débarrassé

du dichlorométhane par évaporation sous pression réduite a 40 °C dans un rotavapor.

Figure 12: Extraction par la méthode de soxhlet (Photo originale).

Nous avons obtenu ainsi des extraits lipidiques qui sont des huiles brutes. Ces derniers sont
stockés dans des flacons en verre couverts par du papier aluminium et conservés dans le
réfrigérateur a 4 °C a I’abri de la lumiére afin d’éviter toute oxydation probable. Les rendements
de nos échantillons ont été calculés en pesant la quantité d’huile obtenue apres avoir taré la
balance avec le flacon vide contenant cette huile, puis en rapportant cette masse a celle de la
matiere végétale prise comme essai.

Le rendement est calculé par la formule suivante :
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masse de l'extrait

Le rendement en huiles %= 100

masse de la prise d'essai (matiére végétale broyée) x
1.5.2 Analyse des acides gras
1.5.2.1 Préparation des esters méthyliques d'acide gras (EMAG)

On prépare un mélange de 20 ml de solution méthanolique de soude (NaOCH3 0,5 %) avec 0,5

g d’huile dans un ballon, le mélange est porté a ébullition a reflux pendant 30 minutes.
Apres refroidissement on ajoute 30 ml d’eau distillée.

Les esters méthyliques sont récupérés par une double extraction liquide-liquide en ajoutant 60

ml de dichlorométhane et 60 ml d’eau distillée.

On réalise ensuite plusieurs lavages de la phase organique (6 fois ou plus), jusqu’a

neutralisation.

On séche le mélange par le sulfate de sodium anhydre pour eliminer les traces d’cau et, enfin,

on filtre le solvant qu’on fait évaporer a 40 °C sous pression réduite au rotavapor.

Finalement, nos EMAG sont purifiés par flash chromatographie a I’aide d’une petite colonne

(pipette pasteur) remplis de gel de silice avec le dichlorométhane comme éluant.

» Préparation de la colonne

Au fond d’une pipette pasteur, nous avons introduit un bout de coton puis versé par-dessus
le gros calibre 3 cm de gel de silice par le haut de la pipette ; le gel est ensuite humidifié

avec du dichlorométhane.

» Préparation de I’échantillon
Solubilisation de I’extrait dans 2 ml de dichlorométhane.
> Elution

L’échantillon est introduit par le haut de la colonne de gel de silice, puis élué avec le

dichlorométhane. Les EMAG ainsi purifiés sont conservés a + 4 °C jusqu’a leur analyse.
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1.5.2.2 Analyse des esters d’acides gras par Chromatographie en phase
gazeuse (CPG)

Les EMAG sont analysés par chromatographie en phase gazeuse en présence de standards

connus

- Model d’appareil : Chrompack CP 9002

- Type de détecteur : FID

- Injecteur : SPLIT 1/100

- Programmation de la température de four : 150 °C....4 °C/min....220 °C

- Lacolonne utilisée : Cp Sil 8 CB (5 % Phényle + 95 % Dimethylpolysiloxane), 30m,
diamétre intérieur 0,32 mm , épaisseur du film 0,25 pum

- Injecteur : 250 °C

- Détecteur : 280 °C

- Quantité injectée : 0,8 pl

- Gaz vecteur : Azote

1.5.3 Extraction des polyphénols

Dans ce travail, nous avons fait une étude comparative par rapport a celle de nos collégues en
2019 sur les échantillons de 2018, donc nous allons suivre le méme protocole ou le méthanol

est le solvant d’extraction pour pouvoir comparer.
1.5.3.1 Calcul des rendements d’extraction en extraits phénoliques

Les rendements de I’extraction des feuilles peuvent étre déterminés selon le rapport suivant :

Rdt cp % = (m1/m2) x 100

Rdt cp : rendement en composé phénolique.
m1 : masse de composé phénolique obtenue en g.

M2 : masse de la prise d’essai en g.

La masse initiale de la matiére végétale utilisé pour la macération est 10g.
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1.5.3.2 Analyse quantitative des polyphénols
1.5.3.2.1 Dosage des phénols totaux
» Principe

La méthode de singleton consiste a évaluer les composés phénoliques en utilisant le réactif
Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999), cette méthode de dosage des phénols totaux a été
décrite en 1965 par Singleton et Rossi (Singleton et Ross, 1965). Le réactif est un mélange de
I’acide phosphotungstique (H3PW12040), et 1’acide phosphomolybdique (H3PM012040),
lorsqu’on le laisse en réaction avec les polyphénols il est réduit en mélange d’oxydes bleus de
tungstene (WgO23) et molybdéne (MogO23) (Harrar, 2012), (Ribereau-Gayon, 1968). La
coloration résultante varie proportionnellement avec la quantité en polyphénols présentes dans

les extraits végétaux dont 1’absorption maximale est a 760 nm (Ghazi et Sahraoui, 2005).
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Figure 13 : Principe d’action de réactif de folin-Ciocalteu avec ’acide gallique

(adaptée a partir Oliveira et al., 2009).

» Protocole:
Nous avons réalisé le protocole en trois étapes :

Premierement, on a préparé les réactifs (folin-Ciocalteu 10 %), et (Na.COs a 20 %), ensuiteon
a dilué les extraits végétaux selon une serie de dilution, puis 500 ul du réactif de folin est ajouté
a 100 pul de chaque extrait dilué ; aprés 2 min on ajoute 2 ml de carbonate de sodium, et enfin

les solutions sont maintenues a I’obscurité pendant 30 min a température ambiante.
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A T’aide d’un spectrophotométre et a une longueur d’onde de 760 nm, on a réalisé la lecture de

chaqgue solution contre un blanc.

On a préparé en paralléle une gamme étalon d’acide gallique a différentes concentrations dans
les mémes conditions. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par

gramme de matiére végétale seche.
1.5.3.2.2 Dosage des flavonoides

» Principe

La méthode se base sur la formation d’un complexe stable entrainé par 1’oxydation des
flavonoides par le réactif de trichlorure d’aluminium (AICI3 2 %). La comparaison de
I’absorbance observée a celle obtenue par un étalon de quercétine de concentration connue
permet d’évaluer la teneur totale en flavonoides (Miliauskas G et al., 2004). Le protocole
utilisé est basé sur celui décrit par (Zhishen et al., 1999) et (Kim et al., 2003).

H a
- - HO o
CH Al
_
al © o o
A
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Figure 14 :Principe de réaction entre les flavonoides et AICIs. (Chang et al.,2002)

> Protocole

1 ml de trichlorure d’aluminium 2 % est ajouté a 1 ml de chaque extrait dilué, puis on les

maintient a ’obscurité pendant 20 min a température ambiante.
Lecture des absorbances a une longueur d’onde de 409 nm contre un blanc.

Nous avons établi une gamme d’étalonnage avec la quercétine par gramme de matiére seche

pour déduire la concentration des flavonoides.
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1.5.3.2.3 Dosage des tannins condensés
» Principe

Les tannins condensés sont déterminés par le réactif a la vanilline avec I’HCI, selon la méthode

de vanilline décrite par (Julkunen-Titto, 1985).

Le principe de cette méthode repose sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des
tanins condensés en présence d'acide chlorhydrique dont le résultat est la production d’un

complexe coloré qui est évalué a 500 nm (Price et al., 1978).

CH,;0 CHO H
CH,0 cH
1 R
HO
o

Vanillin red colour

Figure 15 : La réaction du dosage de la vanilline avec les tannins condensés, la pointe
de la fleche Indique un deuxieéme potentiel (Schofield et al., 2001).

» Protocole

Iml d’une solution de vanilline 1 % fraichement préparée dans le méthanol contenant 8% de
I’HCl est ajoutée a 200 pl de chaque extrait dilué, puis maintenue a 1’obscurité pendant 20 min

a température ambiante.
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1.5.4 Activité antioxydante

Dans notre étude, la mise en évidence de 1’activité antioxydante in vitro des extraits issus de la

plante étudiées (P. atlantica) est réalisée par la méthode du piégeage du radical libre DPPH.

e Activité antioxydant par le test de piégeage du radical DPPH
» Principe:

La capacité d’¢éliminer les radicaux libres DPPH par les extraits végétaux était évaluées par la

méthode standard (Tekao et al., 1994).

Le DPPH est un radical libre trés stable, contrairement aux radicaux libres générés in vitro, tels
que le radical hydroxyle et 1'anion superoxyde, I’avantage de DPPH est qu’il n’est pas affecté
par certaines réactions secondaires, telles que la chélation des ions métalliques et I'inhibition
des enzymes. Une solution de DPPH fraichement préparée présente une couleur violet foncé

avec un maximum d'absorption a 517 nm.

Cette couleur violette se dissimule généralement lorsque les molécules antioxydants piegent les
radicaux libres DPPH (AMAROWICZ et al., 2003).

N AR AN
\ \//?\3,/\\\/ + Antioxydant-O

\ .
Ne NH
ON \()J N\ NO, ON \,,//L\, NO,
X 2N
DPPH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure 16: Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazyl) (Congo, 2012).
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» Protocole :
La solution de DPPH a été préparée comme suit :
0,0098 g de DPPH dans 100 ml de méthanol selon la molarité de DPPH.

Apreés avoir effectué une série de dilution a différentes concentrations pour chacun de nos quatre
extraits, 1 ml de DPPH est ajouté a 1 ml de chaque extrait (dilué), ensuite le mélange est

conservé a I’obscurité pendant 30 min a température ambiante.

On prépare également le contrdle négatif contenant seulement le méthanol avec le DPPH, et on
estime plus tard la décoloration de nos préparations par rapport au contréle négatif a 517 nm.

On calcule I’activité anti radicalaire selon 1’équation suivante :

(Abs 517 nm contréle — Abs 517 nm Echantiollon)

% d activité antiradicalaire = x 100

(Abs 517 nm contrdle)

Le parametre EC50 « Efficient Concentration » est défini comme étant la concentration efficace
de substrat qui cause la perte de 50 % de I’activit¢ de DPPH (inhibition du DPPH), et la
régression linéaire pourcentage d’inhibition de concentration de I’antioxydant permet de
déterminer ce parameétre, donc ’activité antioxydant de nos extraits est exprimée en EC50

gramme par ml.
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11.1 Extraits lipidiques

11.1.1 Teneur en huiles

Apres l'extraction, nous avons obtenu les extraits huileux a partir des feuilles de Pistachier de
I'atlas des deux régions (Aflou et Tilghimt).

Les huiles ont une couleur vert foncé avec une odeur tres agréable. Ces huiles sont liquides a
40 °C, mais ils ont l'aspect de la graisse et se solidifient rapidement dans une température

ambiante.
Les rendements de nos extraits sont déterminés en pourcentage dans le tableau 4 et la figure 16

Tableau 4 : les teneurs d’huiles des extrais huileux de El Ghaicha et Tilghimt.

Masse de la ] Le rendement
) . . masse de ’extrait
Echantillons matiére vegetale huileux brute (g)
(9) (%)
G1 (El Ghaicha) 70,10 3,13 4,46
G2 (El Ghaicha) 92,71 5,03 5,42
T1 (Tilghimt) 77,44 3,95 5,10
T2 (Tilghimt) 79,35 5,09 6,41
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Figure 17 :valeurs individuelles et moyennes des rendements d'extraction des huiles a partir

des feuilles de P. atlantica des deux sites (EL Ghaicha et Tilghimt).

D’aprés les résultats obtenus, nous observons un rendement d’extraction légérement inférieur
pour les extraits d’El-Ghaicha avec une moyenne de 4,94 % par rapport au rendement de

Tilghimt (5,75 %). Cette différence est remarquable mais non significative.

Comparativement a 1’étude sur les feuilles de 2018 ou la saison a enregistré une pluviométrie
importante, les échantillons d’El Ghaicha avaient un rendement d’extraction légeérement
supérieur par rapport a ceux de Tilghimt (6,50 % vs 5,23 %). Le méme constat est valable pour
Guersas (2016). Il est a indiquer que Chelghoum et al (2020) avait trouvé un rendement
d’extraction 1égérement élevé (7,93 %) pour des échantillons de feuilles de 2017. De ce qui
précéde, nous pouvons dire, d’une maniere globale, que la contenance en huile varie 1égérement
d’une région a une autre et d’une saison a une autre. Les facteurs inhérents a 1I’environnement

n’auraient qu’une légére influence sur la quantité d’huile extraite des feuilles de cette plante
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11.1.2 Analyse des acides gras par CPG

Les résultats de 1’analyse chromatographique de nos échantillons sont montrés dans le tableau

5, avec les proportions relatives des différents acides gras

Tableau 5 : Composition en acides gras des huiles brutes des feuilles de P. atlantica en (%)

Composition en acides gras des huiles brutes des feuilles
ACIdes | penomination | G1 G2 T1 T2
gras
C12:0 | Acide laurique | 0,66 % | 3,38 % ND ND
C14:0 Myristique 784% | 956% | 7,42% | 13,40 %
Cl6:0 Acide 29 ,71% | 26,25% | 30,94% | 24,18%
palmitique
C16:107 Acide 1,24% | Trace ND ND
palmitoléique
C18:0 Acide 226% | Trace | Trace | 8,69 %
stéarique
C18:1119 | Acideoléigue | 964% | 9,32% | 19,06 % | 21,63 %
C18:2016|  Acide 17 42% | 1326 % | 16,03% | 15,68 %
linoléigque
C18:303 : Aglo!e 29.21% | 38.20% | 26 ,52% | 16,38 %
linolénique
: Acide
C20:0 arachidique Trace Trace ND ND
: Acide
C20:1119
C24:0 Acide 1,98 % Trace ND ND
lignocérique
Total 99,96 99,97 99,97 99,96
Y Acide gras saturés 42,45 % | 39,19 % | 38,36 % | 46,27%
> Acide gras monoinsaturés | 10,88% | 9,32% | 19,06 % | 21,63%
> Acide gras poly insaturés | 46,63 % | 51,46 % | 42,55% | 32,06%
> AGI/ AGS 1,35 1,55 1,60 1,16

ND : Non déterminé
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Pour ce qui est de la répartition en acides gras, nous constatons, pour les acides gras saturés, la
prédominance de 1’acide palmitique suivi, & moindre degré, de I’acide myristique. Concernant

les acides gras insatureés, il y a une forte teneur en acide oléique, linoléique et, linolénique.

Nous remarquons, pour l’acide gras majoritaire (I’acide linolénique), un pourcentage
substantiellement ¢élevé dans les échantillons d’El Ghaicha particulierement le G2 (38,20 %),
par rapport a ceux de Tilghimt (26,52). Ce résultat est a I’opposé de celui de I’année précédente
(Khenifer et Laggoun, 2019), mais similaire a celui de Guersas (2016). Ceci montre
pertinemment ’effet des facteurs environnementaux notamment la température sur I’enzyme
(la désaturase) impliquée dans la mise en place des insaturations. En effet, I’activité de cette
enzyme est d’autant plus élevée que la température diminue (Beltran, 2004), ce qui est le cas
de la région d’El Ghaicha. Ces résultats montrent également le caractére exceptionnel de la
saison 2018, caractérisée par des températures en dessous de la normale saisonniére notamment

pour la région de Tilghimt.

Nos résultats pour les arbres d’El Ghaicha sont trés proches de ceux rapportés par Chelghoum

et al (2020) concernant I’année 2017 corroborant ainsi nos constatations.

D’aprés nos résultats et ceux de nos collégues en 2019, excepté 1’action sur la désaturase (taux
des acides gras notamment 1’acides linolénique), les facteurs environnementaux ne sembleraient

pas avoir un impact sur les extraits lipidiques.
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11.2 Extraits méthanoliques (composés phénoliques)

Pour réaliser I'analyse des composés phénoliques, nous avons utilisé les tourteaux récupéres

apres extraction lipidique en les macérant dans le méthanol pur.

11.2.1 Rendement d’extraction

Suite a ’opération d’extraction, nous avons obtenu des extraits méthanoliques.

Les rendements de nos extraits sont déterminés en pourcentage dans le tableau 6 et la figure 17

Tableau 6 : les teneurs des extrais phénoliques brutes d’El Ghaicha et Tilghimt.

La masse Masse de Pextrait Le rendement
Echantillons anoli
d’échantillons (g) phenoliques brute (g) (%)
Gl 10 3,35 33,50
G2 10 3,23 32,30
Tl 10 2,86 28,60
T2 10 3,11 31,10
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Figure 18: Les valeurs individuelles et les moyennes des rendements d'extraction des composes
phénoliques a partir des feuilles de P. atlantica des deux sites (EL Ghaicha et Tilghimt).

Comme I’indique la figurel7, les deux échantillons d’El Ghaicha ont les rendements
d’extraction les plus ¢élevés. Ce résultat est en accord avec ceux rapportés précédemment
((Marfoua et Rahmani, 2018; Guersas, 2016). Ceci confirme que les arbres de la région
d’Aflou, caractérisée notamment par son altitude (1400 m), sont trés riches en extrait
méthanolique par rapport a ceux des dayas (Tilghimt, Hassi Delaad) se trouvant a une altitude

d’environ 700 m.

Nous remarquons que le rendement d’extraction a légérement baissé par rapport a 1’année
précédente et ce pour les deux sites (34,72 % pour Tilghimt et 36,89 % pour Aflou dans I’étude
2018). Etant donné que la méthode d’extraction est identique (macération dans le méthanol
pur), nous pouvons avancer que les variations inhérentes a la saison auraient un effet sur le
rendement d’extraction phénolique. Ces variations concernent notamment la température, les

précipitations et I’indice UV.

Guersas (2018), par contre, et dans des conditions climatiques identiques ou proches de notre
étude, avait obtenu des rendements nettement inférieures (< a 20 %) pour des échantillons de
2016. Ceci ne peut étre expliqué que par la méthode d’extraction adoptée dans laquelle il a

utilisé de 1’acétone au lieu et place du mélange a base de méthanol.
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11.2.2 Dosage des composes phénoliques

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a été calculée a partir de la droite
d’étalonnage d’acide gallique (Figure 18). Les résultats exprimés en milligrammes équivalents

d’acide gallique par gramme de matiére séche sont présentés dans la figure 19.

y = 3,8046x
1 R?=0,9891
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o
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Figure 19 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols
Teneur
mg EAG/g MS
0o 87
72.02 72.88 79.97
80 58.43 g 6565
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O El Ghaicha © Tilghimt

Figure 20 : les teneurs individuelles et moyennes des phénols totaux a partir des feuilles de
P.atlantica des deux sites (El Ghaicha-Tilghimt).
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Les teneurs en phénols totaux dans nos échantillons sont largement inférieurs par rapport a ceux
de I’année précédente (< a 685 mg EAG/g MS) pour les deux sites. En dépit de I’emploi de la
méme méthode d’extraction, nos valeurs ne représentent qu’un dixieme (1/10) de celles de
I’année 2018. Cette large différence pourrait étre expliquée par plusieurs facteurs en premier
lieu des facteurs propres a la saison (température et précipitation). En effet, ’année 2019 était
marquée par des températures légerement en hausse et des précipitations moindres. Il a été
rapporté, pour d’autres especes, que la contenance en phénols totaux était négativement corrélee
avec la température qui affecte I’enzyme PAL impliquée dans leur biosynthése (Padda et

Picha, 2008 ; Albert et al., 2009).

Le nombre d’échantillons étudiés (9 pour 2018 contre 4 pour 2019), y serait pour quelque chose

dans cette variation.

Il est important d’indiquer que les métabolites secondaires peuvent également étre produits par
les endophytes (Saadoun et zareb, 2018). Ces champignons ont effectivement été mise en
évidence dans les feuilles de P. atlantica (Saadoun et zareb, 2018). Nous pensons que dans
des conditions de précipitations ¢élevées (cas de I’année 2018), les endophytes seraient
impliqués davantage dans la production des composés phénoliques vu que leur charge augmente
sous I’effet de I’humidité (Herrera et al., 2011).

Selon I’emplacement géographique, nous observons des teneurs nettement supérieurs pour les
feuilles d’El Ghaicha, par rapport a celle de Tilghimt (79,97% vs 65, 65%). Ce résultat ne
concorde pas avec celui de I’année précédente ou les feuilles de Tilghimt étaient plus richesen
composés phénoliques. Ce revirement de situation pourrait étre expliqué par la saison et le
nombre d’échantillons. A la lumiére de ces données, nous pouvons spéculer, sous réserve de
preuves formelles, que dans les conditions climatiques classiques, les feuilles des régions
montagneuses auraient une contenance en composés phénoliques plus élevée que celles des
dayas. Dans les conditions climatiques exceptionnelles (précipitations importantes dans les

dayas associées a des temperatures clémentes), la situation serait inversée.
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11.2.3 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’AlCl3 en utilisant comme standard
la quercétine (Figure 20). La teneur en flavonoides déterminée est exprimée en mg EQ/g
d’extrait. Les résultats sont exposés dans la Figure 21.
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Figure 21 : Droite d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 22: les teneurs individuelles et moyennes des flavonoides a partir des feuilles de
P.atlantica des deux sites (El Ghaicha-Tilghimt).
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Nous remarquons d’une maniére globale que la teneur en flavonoides est légérement élevée
pour les feuilles d’El Ghaicha (4,96 mg EQ/g MS vs 4.1 mg EQ/g MS). Ce résultat rime
parfaitement avec ceux de Marfoua et Rahmani (2019) et Guersas (2018). Ceci montre
pertinemment 1’effet de I’emplacement géographique (I’altitude) qui prime sur celui de la
saison. Les régions montagneuses sont connues par un indice UV élevé (schmucki et
philipona., 2002) qui contribue a I’augmentation de la synthese des flavonoides, lesquels jouent
un réle important dans la protection contre 1’effet pro-oxydant de ces radiations (Wilkens et
al., 1996).

Nos teneurs en flavonoides pour I’ensemble des échantillons sont inférieures a ceux del’année
2018 (Marfouaa et Rahmani, 2019) et légérement supérieure a ceux de I’année 2016
(Guersas, 2018). A I’instar des phénols totaux, ces variations seraient attribuées a des facteurs
multiples tels que le nombre d’échantillons, 1’dge de 1’arbre, des facteurs génétiques et des

facteurs propres a la saison

Il est important de relever que le taux des flavonoides par rapport aux phénols totaux est le plus
élevé pour nos échantillons (figure 22). Cette observation importante indique que la synthese

des flavonoides aurait augmenté par rapport aux autres classes de polyphénols.

Taux des
flavonoides en %
° 2019 Dles feuilles d'El Ghaicha en 2019
o @ les feuilles d'El Ghaicha en 2018
7,00% 6,20% 6,24% . R
" @ les feuilles de Tilghimt en 2019
6,00% . R
Oles feuilles de Tilghimt en 2018
5,00% 2018
4,00% 3,20%
3,00%
0,
2,00% 1,64%
1,00%
0,00% -
FG FT FG FT

Figure 23: Taux des flavonoides par rapport aux phénols totaux des années 2019 et 2018 pour
les deux sites (El Ghaicha et Tilghimt).
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Nous pensons que les facteurs inhérents a la saison auraient I’effet le plus marqué. Nous
rappelons que 1’année 2018 était caractérisée, notamment pour la période précédant la collecte,
par des conditions méteorologiques exceptionnelles concrétisées par un nombre éleve de jours
pluvieux (ciel couvert). Il a, en effet, été rapporté que le taux de flavonoides augmente sous
I’effet de la lumiére qui agit directement sur I’activité de I’enzyme PAL (Flores et al., 2005).
Ceci suggere une activité antiradicalaire et antioxydante plus élevée en réponse au stress
ultraviolet du fait de I’effet photoprotecteur des flavonoides. D’autre part, le stress hydrique et

la haute température pourraient contribuer a I’augmentation de leur taux (Wilkens et al., 1996).
11.2.4 Dosage des tannins condensés

Le dosage des tannins condenseés a été réalisé selon la méthode de vanilline utilisant comme
standard la catéchine (Figure 23). Les teneurs en tannins condensés sont exprimées en mg

équivalents catéchine /g d'extrait. Les résultats sont mentionnés dans la figure 24.
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Figure 24 :Droite d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins
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Figure 25: les teneurs individuelles et les moyennes en tannins condensés pour les feuilles

de P. atlantica des deux sites (EI Ghaicha-Tilghimt).

Nous observons d’une maniere générale que la teneur moyenne en tannins est Iégérement élevée
pour les feuilles d’El Ghaicha (13,01 mg EC/g Ms vs 9,88 mg EC/g Ms) a I’opposé de ce quia
été rapporté pour ’année 2018 (Marfoua et Rahmani, 2019). Ces légeres variations seraient

expliquées par les mémes facteurs cités précédemment.

Nous notons avec intérét I’augmentation assez marquée (jusqu’a un facteur de 3) du taux des
tannins condensés par rapport aux phénols totaux pour les feuilles de I’année 2019 par rapport

a celle de I’année 2018 (Figure 25).

Taux des
tannins H]es feuilles d'El Ghaicha en 2019
condensés en % 2019 Dles feuilles d'El Ghaicha en 2018
20,00% 0 Oles feuilles de Tilghimt en 2019
16,20% 15 1404, B les feuilles de Tilghimt en 2018
15,00%
2018
10,00% .
4,99% 6,14%
5’0000 m
0,00%
TanG TanT TanG TanT

Figure 26: taux des tannins condensés par rapport aux phénols totaux de 2019 et 2018 pour les
deux sites (El Ghaicha et Tilghimt).
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Les tannins condensés sont plus utiles pour I’intégrité des téguments végétaux et pour le
maintien de I’homéostasie cellulaire, ils sont donc intensément sécrétés dans le but de
répondre au stress hydrique et a la lumiere (UV), ce qui explique leur proportion légérement

élevée (Hérnan et al., 2008).
11.3 Evaluation du pouvoir antioxydant
» Piégeage du radical libre DPPH

La figure 26 montre le pourcentage de 1’inhibition en fonction de la concentration de

I’antioxydant de référence, la vitamine C.
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Figure 27 : la courbe d’étalonnage de la vitamine C établie par le test DPPH.
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Figure 28: Les valeurs individuelles et moyennes des EC50 obtenues pour les extraits des deux

sites déterminés par le test DPPH.
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Selon les résultats de 1’activité antiradicalaire exprimés par les valeurs d’EC50 de chaque
extrait, et apres comparaison avec ceux des années 2018 (Marfoua et Rahmani, 2019) et 2016
(Guersas, 2018), nous remarquons que nos valeurs (variant de 3,45 a 5,87 EC50 pg / ml) se
situent pratiqguement entre les valeurs de 1’année 2016 (entre 2,53 et 2,93 EC50 pg/ ml) et celles
de I’année 2018 (valeurs moyennes comprises entre 6,23 et 11,99 EC50 ug / ml). Ces variations
seraient dues principalement, pour le cas de I’année 2018, a des facteurs environnementaux, a
des facteurs génétiques et au nombre d’échantillons. Pour le cas de I’année 2016 la méthode
d’extraction s’ajoute a ces facteurs ou il a, en effet, été rapporté que 1’extraction de composés
phénoliques par le mélange acétone / eau suivie par une extraction a 1’acétate d’éthyle était
associée a des valeurs d’EC50 plus basses pour des feuilles de la méme espéce (Benamar et

al., 2018 ; Guersas 2018 ; Belyagoubi Benhamou, 2011).

Nous nous intéressons particulierement aux résultats de I’année 2018 ou notre but était de les
comparer avec les notres. Nous constatons avec intérét des variations opposées. En effet, les
extraits phénoliques des feuilles de Tilghimt étaient plus actifs que ceux d’Aflou (Marfoua et
Rahmani, 2019), par contre, nos extraits de feuilles du méme site (Tilghimt) se sont montrés
moins actifs que ceux d’El Ghaicha. Ceci indique encore une fois le caractére exceptionnel de
I’année 2018 caractérisée notamment par des précipitations élevées et des températures
clémentes. Les variations entre les deux sites, rapportées par Guersas (2016), similaires aux

notres, étayent cette observation.

Comme nous ’avons prédit pour les phénols totaux, nous pouvons avancer, sous réserve de
preuves formelles, que dans les conditions climatiques classiques, les feuilles des régions
montagneuses auraient une activité antiradicalaire plus prononcée que celles des dayas. Dans
les conditions climatiques exceptionnelles (précipitations importantes dans les dayas associées

a des températures clémentes), la situation serait inversée.

En vue de situer I’implication des composés phénoliques dans 1’activité antioxydante, nous
avons tracé la regression linéaire entre ces deux parameétres (Figure 28). Le coefficient de
corrélation calculé (-0,89) indique une trés forte corrélation signifiant 1’implication des

polyphénols dans I’activité antioxydante.
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Figure 29 : relation entre EC50 et teneurs en phénols totaux pour les extraits phénoliques de

feuilles de P. atlantica.

Nous n’avons pas trouvé de corrélations significatives entre I’activité antioxydante, d’une part,
et les teneurs en flavonoides et en tannins de 1’autre part. Ceci indique qu’il y aurait d’autres
composés phénoliques différents des flavonoides et des tannins avec une activité trés

importante. Seule I’analyse par HPLC pourra nous fournir des réponses formelles.

Nous avons trouvé dans la littérature concernant une autre espece Aloe vera (L.) que les extraits
phénoliques de pieds poussant dans les zones montagneuses avaient ’activité antioxydante la

plus élevée (Kumar et al., 2017).

Sachant que I’activité antioxydante est proportionnelle a la concentration en composés
phénoliques, les résultats peuvent étre expliqués par la réponse de la plante au stress (UV,
variation de la température, salinité¢ du sol, ...etc.) qui provoque une augmentation de la

production de polyphénols (Leyva et al., 1995 ; Rivero et al., 2001).
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ETUDE EXPERIMENTALE - CHAPITRE Il : RESULTATS ET DISCUSSION

... En résumé ;

En ce qui concerne les lipides, on peut dire que les facteurs climatiques et environnementaux
n’auraient pas une influence significative sur le taux d’huile produite et extraite des feuilles de
cette plante. Les profils d’élution CPG, bien que divergent en nature, ont montré une similitude
dans la composition en acides gras essentiels comme les acides palmitiques, oléique, linoléique
et linolénique, ce qui nous laisse dire que les plantes n’ont pas été amenées a synthétiser de
molécules différentes entre les arbres qui pourrait indiquer une réaction a un stimulus
particulier. La petite différence dans les proportions pourrait s’expliquer par, d’une part,
I’activité de I’enzyme désaturase et, de I’autre part, par le taux de croissance de la plante et, il
n’est pas a démontrer ici I’intérét de la saison pluvieuse sur la croissance et le développement

des feuilles en de telle conditions.

En revanche nous avons obtenu des différences notables entres les teneurs des polyphénols
quantifiés entres ces deux sites qui pourraient s’expliquer par le méme argument avance ci-
haut, & savoir la pluviométrie importante qui implique une croissance foliaire et une production
de biomasse significativement plus importante. Cependant, et mis a part les teneurs en
polyphénols totaux et individuels en terme de rendement, nous remarquons que les taux de
certains composes phénoliques particuliers, c’est-a-dire leur pourcentage dans le mélange, était
plus élevé dans le cas de notre étude. 11 s’agit des « flavonoides » et des « tanins condensés »
dont les pourcentages respectifs s’élévent a 6,22 % et a 15,62 % en moyenne pour les deux sites
de I’étude, comparativement a, respectivement, 2,42 % et 5,56 % en moyenne aussi pour les
deux mémes sites dans 1’étude de 2018 (voir figures 22 et 25). Ceci ne peut s’expliquer que par
la réponse de la plante aux stress hydrique et lumineux imposés par la saison de sécheresse et
leurs conséquences sur la texture du sol et sa composition en substances minérales et organiques

indispensables au bon développement de toute plante.

Dans notre étude nous nous sommes, certes, concentrés sur 1’étude de 1’effet de I’environnement
(E) sur les concentrations en polyphénols, mais il faut noter que ces concentrations sont
également soumises & un déterminisme génétique (G) important, auquel s’ajoutent les
interactions avec 1I’environnement (GxE) (Hamilton et al, 2001). Le travail d’Hamilton et al.
(2001) met en évidence que ces variations phénotypiques de modifications du contenu en
polyphénols, sont dues au génotype étudié (G), & I’environnement de culture, et a ’interaction
entre ces deux facteurs (P = G + E + GXE), d’ou la complexité de caractériser leur évolution
(Hamilton et al., 2001).

CS@&I@‘/II&S’-@(M]‘ 55




Conclusion



CONCLUSION

Notre travail constitue une intromission d’une nouvelle thématique de recherche autour de
I’impact de I’environnement sur la qualité des produits végetaux. Nous nous sommes
intéressées a I’¢tude de 1’effet de la « pluviométric — sécheresse » et leurs conséquences sur
I’activité métabolique des plantes, mais paradoxalement peu de travaux existaient sur ces effets
sur le métabolisme secondaire chez des especes végétales. Quelques études, rapportées dans
notre partie bibliographique, indiquaient une stimulation des principales enzymes de la voie de
biosynthése des polyphénols dans les feuilles, et méme une augmentation du contenu en
polyphénols dans les feuilles de plusieurs végétaux. En revanche bien que I’importance des
polyphénols dans la qualité nutritionnelle de certains arbres f(t démontrée, ainsi que la valeur
santé de la consommation de leurs fruits, peu de travaux cherchaient a décrire I’importance de

ces facteurs sur la qualité des feuilles de Pistacia atlantica.

Le but de notre travail de mémoire de fin d’étude a donc été d’évaluer ’effet des facteurs
environnementaux et particulierement les conditions climatiques sur les teneurs en extraits

lipidiques et surtout en polyphénols chez P. atlantica Desf.

Les conditions climatiques peuvent étre légitimement supposées responsables des différences
observées au cours des variations climatiques de la saison sur les feuilles comme sur les fruits.
En outre, nous avons caractérisé I’importance des conditions de lumiére et de température lors
de la maturation des feuilles. Mais, d’apres les références bibliographiques, les concentrations
en polyphénols ne sont pas toujours fortement corrélées aux conditions climatiques, et semblent
dépendre de I’expérimentation et des molécules considérées. Il faut noter également que
d’autres facteurs environnementaux, évoqués lors de la synthese bibliographique, peuvent

modifier les concentrations en polyphénols et n’ont pas été considérés ici.

Nous avons observé dans les feuilles collectées des arbres des pistachiers de 1’atlas des deux
sites étudiés, des variations des teneurs en polyphénols suivant I’année de la collecte (effet
saisonnier). De plus, I’emplacement géographique de I’arbre aurait un réle prépondérant sur la
composition et 1’activité des extraits de ses feuilles. En effet, les extraits phénoliques des zones
montagneuses seraient plus riches en composés phénoliques et plus actifs dans les conditions

météorologiques classiques.

Ces variations relatives aux conditions climatiques ont été plus importantes pour les

polyphénols que pour les extraits lipidiques.
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CONCLUSION

Ces caractéristiques pourraient étre exploitées par la plante pour renforcer sa résistance aux
différentes agressions rencontrées lors des saisons seches et comme réponse aux stress

hydriques, lumineux et calorifique.

De plus au regard de la littérature, et de nos observations, 1’effet de la saison, principalement
dd a des conditions de rayonnement et de température, peut engendrer une modification
importante de la composition des polyphénols. C’est le cas par exemple de I’augmentation des

taux de « flavonoides » et de « tanins » dans la saison séche.

De nombreux facteurs sont & prendre en considération pour des études ultérieures. Nous citons,
entre autres, le nombre d’échantillons, la variation de saisons sur une période de plusieurs
années, la recherche d’éventuelles endophytes et leur sensibilité aux facteurs climatiques,
I’analyse du sol et de considérer plus précisément le rdle du génotype et de ses interactions avec
I’environnement. Les plateformes de phénotypage en développement dans la recherche

agronomique actuelle, sont des outils adaptés pour avoir acces a ces informations.
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ANNEXES

Annexe 01

% Matériels :
- Ampoule a décanter 250 ml
- Ballon a fond rond 250 ml, 500 ml
- Becher 50 ml, 100 ml, 200 ml
- Cuvette (Quartz et plastique)
- Entonnoir
- Eprouvette graduée 10 ml, 100 ml, 200 ml
- Erlenmeyer 50 ml, 250 ml
- Fiole jaugée de 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml
- Flacon fumé 10 ml, 250 ml
- Micropipette
- Mortier et pilon
- Papier filtre
- Pipette graduée
- Pipette pasteur
- Pissette (eau distillée)
- Réfrigérant
- Soxlhet
- Spatule
- Tube a essais

- Verre de montre

% Equipement
- Balance électronique (KERN ABS)

L)

- Etuve

- Frigidaire

- Hotte chimique (ASEM)

- Rotavapor (BUCHI R-200)

- Spectrophotométre UV visible (SHIMADZU)
- Vortex (VELP scientifica)
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ANNEXES

Annexe 02

X/

¢ Les reactifs et produits chimiques

- Acide ascorbique (vitamine c)

- Acide gallique

- Carbonate de sodium (Na2CO3)

- Acide chlorhydrique (HCL)

- AICI3: Chlorure d'aluminium

- Catéchine

- Dichlorométhane (CH2Clo)

- DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
- Ethanol

- Folin- Ciocalteau

- Gel de silice

- Méthanol

- Quercitine

- Solution méthanolique de soude (NaOCH3)
- Sulfate de sodium anhydre (Na2S04)

- Vanilline
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Annexe 03

Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition % des radicaux libres DPPH en
fonction de la concentration (ug/ml) des extraits phénoliques bruts des tourteaux pour chaque

échantillon de deux sites :

¢+ Larégion de Aflou (EI Ghaicha).

yzz 14,465x y =12,802x
%0 R2=0,8077 150 R?2=0,8051
60
) G1 100 G2
40 8 EC50= 3,45 EC50=3,90
20 @ @ 50
0 0

0 2 4 6 0 5 10

% La région de Hassi R’Mel (Tilghimt).
y =8,5127x
R2=10,9619 y = 13,006x
80 150 R2=0,8827
60 . T1
100 % T2
40 EC50=5,87
< S} EC50=3.84
5
20 =
5)
0 0
0 5 10 0 5 10
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