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Résumeé

Dans ce travail, nous étudions l'influence de différents facteurs comme le stade
phénologique, le degré de maturation, la saison de collecte ainsi que les facteurs environnementaux
(l'altitude, la température et la précipitation) sur les extraits lipidiques et phénoliques de Pistacia
atlantica Desf. obtenus a partir de différents organes (feuilles, galles et fruits). De multiples tests
tels que les méthodes de quantification colorimétrique des tocophérols totaux, des caroténoides,
des polyphénols, des flavonoides et des tanins sont effectués afin de révéler la composition
chimique de chaque échantillon. La détermination de la composition en acides gras des huiles
brutes avec CPG-FID a également accomplis suivie par I'évaluation de la capacité antioxydante
avec les tests DPPH, FRAP et ABTS et le test in vitro de I'effet inhibiteur de I'a-amylase. Cette
étude visait a déterminer la relation entre les conditions environnementales et le contenu chimique
des extraits lipidiques et phénoliques de P. atlantica, ainsi que leur impact sur les activités
biologiques.

Les résultats de 1’étude selon le stade phénologique de I’organe considéré ont montré que
la collecte des feuilles et des galles a différents dates influence le contenu des phytoconstituants
dans les extraits lipidiques, ou le meilleur contenu en tocophérols, en caroténoides et en acide
linolénique (C18 : 3) est enregistré au dernier stade phénologique. L'augmentation du contenu de
ces phytoconstituants au cours des stades phénologiques est corrélée avec une puissante activité
antioxydante. En addition de I'effet des dates de collecte, les extraits lipidiques des fruits de P.
atlantica semblent étre affectés par le degré de maturation.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons traité en premier lieu l'influence d'autres
facteurs tels que l'altitude, la température et les précipitations sur la variation de la composition
chimique et de l'activité antioxydante, ainsi que sur I'effet inhibiteur de I'a-amylase des extraits
lipidiques et phénoliques de feuilles et de galles. Nos résultats analysés avec I'ACP ont révélé que
la variabilité obtenue était due aux différentesconditions microclimatiques deszones de croissance
de P. atlantica des deux régions de Tilghemt et Aflou. Ainsi les caroténoides, les flavonoides et
I’effet inhibiteur des extraits phénoliques sur I’alpha amylase seraient plus prononcés pour la région
d’Aflou. L’accumulation de I’acide linolénique serait associée a des températures modeérées.
L’effet des facteurs inhérents a la saison de collecte, considéré partiellement par cette étude, ne
sont pas a négliger et pourraient faire pencher la balance du contenu des phytoconstituants dans les
extraits lipidiques et phénoliques et leurs capacités antioxydantes d’un coté a un autre.

En second lieu, nous nous sommes intéressés aux fruits ou les facteurs
environnementaux ne sembleraient pas avoir un impact direct sur la variabilité de leur composition
chimique et les bioactivités de leurs extraits lipidiques et phénoliques par rapport a 'influence
impérieuse du facteur de maturation. Ainsi, les tocophérols totaux, les caroténoides, l'acide
linolénique, et les phénols totaux diminuent avec le progres de la maturité associé a lI'augmentation

du pourcentage d'acides oléique et palmitique et du contenu en flavonoides.

Tous ces résultats contribueraient a une meilleure compréhension de linfluence de
différentsfacteursintrinseques et extrinseques sur la diversité descontenus phytochimiques et leurs
bioactivités en vue d’en connaitre I’optimum associé a la meilleure composition et activité.

Mots-clés : Pistacia atlantica Desf., facteurs environnementaux, feuilles, galles, fruits, extrait
lipidique, extrait phénolique, phytoconstituants, capacité antioxydante, effet inhibiteur d’a-
amylase.



Abstract :

In this work, we study the influence of different factors such as development stage, ripening
degree, collection season as well as environmental factors (altitude, temperature and precipitation)
on lipidic and phenolic extracts of Pistacia atlantica Desf. obtained from different organs (leaves,
galls and fruits). Multiple tests such as colorimetric quantification methods of total tocopherols,
carotenoids, polyphenols, flavonoidsand tannins are performed to reveal the chemical composition
of each sample. The determination of the crude oil’s fatty acid composition with GC-FID was also
accomplished followed by the evaluation of the antioxidant capacity with DPPH, FRAP and ABTS
tests and in vitro test of a-amylase inhibitory effect. The aim of this study was to determine the
relationship between the environmental conditions and the chemical content of lipidic and phenolic
extracts of P. atlantica and their impact on biological activities.

The results of the study according to the phenological stage of the organ considered showed
that the collection of leaves and galls at different dates influenced the content of phytoconstituents
in the lipidic extracts, where the best content of tocopherols, carotenoids and linolenic acid (C18:3)
was recorded at the last phenological stage. The increase in the content of these phytoconstituents
during the phenological stages was correlated with a powerful antioxidant activity. In addition to
the effect of collection dates, the lipidic extracts of P. atlantica fruits seem to be affected by the
degree of ripening.

In the second part of this work, we first addressed the influence of other factors such as
altitude, temperature and precipitation on the variation of chemical composition and antioxidant
activity, as well as on the a-amylase inhibitory effect of lipidic and phenolic extracts from leaves
and galls. Our results analyzed with PCA revealed that the variability obtained was due to the
different microclimatic conditions of the P. atlantica growing areas of the two regions of Tilghemt
and Aflou. Thus, the content of the carotenoids, the flavonoids and the inhibitory effect of phenolic
extracts on alpha amylase would be more pronounced for the Aflou region. The accumulation of
linolenic acid would be associated with moderate temperatures. The effect of the factors inherent
to the season of collection, considered partially by this study, are not to be neglected and could tip
the balance of the content of phytoconstituents in the lipidic and phenolic extracts and their
antioxidant capacities from one side to another.

Secondly, we were interested in fruits where environmental factors would not seem to have
a direct impact on the variability of their chemical composition and the bioactivities of their lipidic
and phenolic extracts compared to the compelling influence of the ripening factor. Thus, total
tocopherols, carotenoids, linolenic acid, and total phenols decrease with the progress of ripeness
associated with the increase in the percentage of oleic and palmitic acids and flavonoid content.

All these results would contribute to a better understanding of the influence of different
intrinsic and extrinsic factors on the diversity of phytochemical contents and their bioactivities in
order to know the optimum conditions associated to the best composition and activity.

Keywords: Pistacia atlantica Desf., environmental factors, leaves, galls, fruits, lipidic extract,
phenolic extract, phytoconstituents, antioxidant capacity, a-amylase inhibitory effect.
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Introduction

Le genre Pistacia appartient aux Anacardiaceae, une famille cosmopolite qui comprend
environ 70 genres et plus de 600 espéces. Les especes du genre Pistacia sont des arbustes et des
arbres a résine persistante ou caduque qui sont caracteriseés comme des arbres xérophytiques et qui
peuvent atteindre 8 a 10 m de hauteur (Bozorgi et al., 2013). Pistacia atlantica Desf. est I’espece
la plus célebre dans ce genre qui pousse dans les régions de la Méditerranée et du Moyen-Orient.
Différentes parties de cette plante sont traditionnellement utilisées & des fins médicinales grace a
leurs vertus diététiques et thérapeutiques (Mahjoub et al., 2018 ; Ben Ahmed et al., 2020). Au
cours des dernieres décennies, ces propriétés sont confirmées par de multiples recherches, qui ont
permis d'identifier et de revéler divers groupes phytochimiques de P. atlantica, tels que les
terpénoides (huiles essentielles), (Gourine et al., 2010) les composés phénoliques, (Benamar et
al., 2018 ; Toul et al., 2016), les flavonoides (Belyagoubi-Benhammou et al., 2014), les acides
gras et les stérols (Yousfi et al., 2002). Ces composés bioactifs ont joué un r6le important dans le
modele de défense antioxydante et peuvent contribuer a la protection contre les especes réactives
de l'oxygéne (ERO) qui sont les premiers responsables du stress oxydatif constituant ainsi une
source majeure de dommages causés aux acides nucléiques, aux protéines et aux lipides (Schieber
et Chandel, 2014). Ces dommages conduisent a une variété de problemes de santé et de maladies
tels que l'athérosclérose, le diabete, le cancer, la neurodégenérescence et le vieillissement. (Ray et
al., 2012).

Le métabolisme chez I’espéce P. atlantica comme toutes les plantes est subdivisé en métabolites
primaires et secondaires ; les premiers étant présents dans tous les organismes vivants et
indispensables a leur croissance, leur developpement et leur reproduction, tandis que les
métabolites secondaires ne sont présents qu'accessoirement sous forme de produits dérivés des
métabolites primaires (Thirumurugan et al., 2018) remplissant diverses fonctions essentielles,
notamment l'interaction de la plante avec I'environnement (Pott et al., 2019). P. atlantica est dotée
d’une diversité importante dans leurs constituants de métabolites primaires et secondaires
(protéines, lipides, glucides, fibres brutes, polyphénols, flavonoides, alcaloides et mucilages)
(Fetati et Lassouani, 2018). Certains de ces derniers métabolites comprennent des substances
bioactives responsables de nombreuses activités pharmacologiques.
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D'aprés de nombreux rapports publiés précédemment, la biosynthése et I'accumulation de
métabolites primaires et secondaires des plantes pourraient étre influencees par divers facteurs
intrinseques et extrinseques. Parmi les principaux facteurs intrinséques, nous citons les
caractéristiques genétiques, l'age des plantes et le stade phénologique (Isah et al., 2019). Les
facteurs extrinseéques sont subdivisés en conditions environnementales biotiques, telles que les
animaux herbivores, quelques insectes, les agents pathogénes et les parasites, voire les plantes
concurrentes voisines ; et en facteursabiotiques tels que la température, les précipitations, l'altitude,
les écarts de niveaux de rayonnement solaire et la saison (Gouveaetal., 2012 ; Berini etal., 2018).

Ainsi 1l a été rapporté que I’altitude a un effet positif sur la production des composés
phénoliques et terpénoides de I’espéce Coleus forskohlii, ou leurs teneurs augmentent
significativement avec 1’augmentation de I’altitude (Rana et al., 2020), de méme le contenu
phénolique total des extraits de feuilles de Premna serratifolia augmente avec une augmentation
de la température en raison des mécanismes photoprotecteurs utilisés par la plante en synthétisant
les composés phénoliques pour se protéger contre les températures élevées (Chua et al., 2015).
Les précipitations jouent également un réle crucial dansla croissance et la production des plantes
en augmentant la teneur en eau du sol, ce qui conduit a une production accrue de phytoconstituants
(Nafus et al., 2017). Néanmoins, une autre étude a confirmé qu'un faible niveau de précipitations
permet la production d'une plus grande quantité de métabolites secondaires par I’espéce Hypericum
polyanthemum tant qu’une réponse et un mécanisme de défense contre le facteur de stress (De
Matos Nunes et al., 2014).

P. atlantica ne pourrait étre une exception parmi les autres plantes. En effet, elle est sous
I’influence des facteurs cités précédemment. Sous cette optique, une étude préliminaire originale,
sur une collecte effectuée en 2016, avait indiqué que les extraits lipidiques de feuilles d'un arbre de
la région d’Elghaicha étaient caractérisés, par rapport a un autre de la région d'Hassi Delad, par une
richesse en acides linolénique et par une activité antioxydante élevée. La méme constatation était
valable pour les extraits phénoliques ou les feuilles de I'arbre d’El ghaicha se sont distinguées par
un contenu marqué en composés phénoliques associé a une activité antioxydante importante
(Guersas, 2018). Ce résultat montre clairement 1’effet de I’emplacement géographique de I’arbre

et donc celui des facteurs environnementaux.
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A cet égard, ce travail est une continuité logique de ce qui a été entrepris par des études
antérieures faites au niveau du Laboratoire des Sciences Fondamentales sur I’espéce P. atlantica
(Guersas, 2018 ; Bentireche, 2020), ou il semblait que la richesse en acides gras insaturés et en
composés phénoliques était associée a des conditions environnementales de I’altitude.

A travers cette thése, nous nous proposons d’approfondir I’étude de l'effet des facteurs
environnementaux et ce sur un échantillon large d’arbres poussant dans deux régions a conditions
environnementales différentes (température, précipitation, altitude... etc.) avec I’inclusion, pour la
premiére fois, de nouveau parametre que sont la quantification des tanins, des caroténoides ainsi
que D’estimation de I’effet inhibiteur d’extraits phénoliques sur 1’alpha-amylase. Nous nous
proposons également d’entreprendre ’étude de la variation, durant une période de deux mois, de
la composition lipidique et de I’activité antioxydante d’extraits de feuilles, de galles et de fruits
d’un arbre localis¢ dans une région montagneuse (El ghaicha). Une étude complémentaire sur
I’effet du changement des conditions climatiques d’une saison a une autre pour des arbres duméme
site est envisagée. Les résultats originaux obtenus permettraient de mieux connaitre le stade
phénologique idéal, notamment pour les feuilles et les galles, ainsi que les conditions
environnementales optimales associées a la meilleure richesse en substances bioactives. Ceci
pourrait étre intégré comme outil de qualité et d'amélioration des effets nutritifs et /ou curatifs de
ces substances.

La présente thése est constituée d’une présentation bibliographique, d’une partie
d’expérimentation ou la démarche expérimentale est présentée suivie d’une partie résultats et
discussion et d’une conclusion générale.

Le chapitre 1 est relatif a une synthése bibliographique qui rassemble plusieurs données sur
la description générale et les caractéristiques botaniques de I’arbre, des généralités sur les lipides
et les composés phénoliques, ainsi que l'influence de divers facteurs sur les plantes et leur
production de phytoconstituants.

Dans le chapitre 2, nous commencons par la présentation du travail expérimental réalisé au
laboratoire débutant par la collecte des échantillons, et la description desprotocoles expérimentaux
adoptés pour I’extraction et le dosage des principaux constituants lipidiques et phénoliques, puis
I’évaluation des activités biologiques des extraits lipidiques et phénoliques.

Le chapitre 3 est consacré a la présentation et la discussion des résultats obtenus.
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Généralités sur I’espéce Pistacia atlantica Desf.
1-Description botanique

En Algérie, les pistachiers de1’Atlas se caractérisent par leurs silhouettes hémisphériques,
leurs troncs vigoureux atteignant 15 a 20 m de hauteur, le tronc des arbres adultes peut dépasser
1 mdediametre et 6 m de périmétre et leur feuillage sont denses (EI Zerey-Belaskri et al., 2016 ;
2018), un peu coriaces, et alternes aux 7-11 folioles de dimensions égales a (2,5 - 6) x (0,5 - 1,5)
cm. Les folioles sont obscurément rhomboidales avec leur plus grande largeur au tiers inférieur du

limbe.

L'espece Bétoum est dioique dont les fleurs sont apétales et rougeatres en grappes

terminales pour les méles et axillaires pour les femelles.

Les fruits sont des drupes qui mesurent environ 6-8 mm de long sur 5-6 mm de large. La
forme de ces fruits est Iégérement ovale quelque fois plutdt allongée, plus rarement sensiblement
trapue ou un peu aplatie. Les fruits ont un épiderme qui se ride en séchant sur un endocarpe induré

mais tres mince abritant deux cotylédons exalbuminés, riches en huile et comestibles (Monjauze,
1980).

L'oléorésine sécrétée par le tronc, a une couleur vert jaunatre et degage une légere odeur.
Cette plante est unidirectionnelle et possede 5 sépales et aucun pétale (Mahdjoub et al., 2018).

Les galles sont des structures qui se forment a la suite d'activités de croissance anormales
des plantes en réponse a des organismes inducteurs de galles (insectes galligenes). (Takei et al.,
2015). Les galles peuvent étre décrites comme des “extensions de phénotype des insectes". Il s’agit
d'incubateurs aux insectes qui peuvent mieux se nourrir et se protéger des conditions abiotiques

défavorables et de leurs ennemis naturels (Kurzfeld-Zexer et al., 2015).

Divers types des galles peuvent étre induits sur P. atlantica, présentant des morphologies
et des complexités structurales variables (Figure 1), qui se différent selon le site d’induction et le
tissu végétal affecté d’une part ; et de ’autre part selon I’insecte galligéne, son cycle de vie et son
comportement spécifique de signalisation ou d'alimentation, plusieurs especes de pucerons
galligénes peuvent se trouver sur le méme arbre du P. atlantica, et dans certains cas une seule

feuille porte des galles de plus d’une espéce mais occupant des folioles différentes (Wool, 2005).

4




Présentation bibliographique | Chapitre I

On distingue cing types de galles chez P. atlantica (Inbar et al., 2004).

- Les galles sphériques, de petite taille en forme de pois non scellées, induites par Smynthurodes
betae sur la nervure médiane des folioles par I’action de la fondatrice, il s’agit des "galles

temporaires".

- Les galles marginales, galles allongées non scellées situées sur les bords des folioles des
jeunes feuilles adjacentes, ils sont induits par Forda riccobinii, il s’agit des "galles finales" qui

permettent plus d'approvisionnement alimentaire et une reproduction intense.

- Les galles globulaires, en forme sphérique complétement scellées et de taille supérieure a
celle des galles sphériques, induits par Geoica sp. situés sur le c6té abaxial de la nervure médiane
de la foliole.

- Les galles de bourgeon, induits par Slavum wertheimae, les plus grandes galles
completement scellées en formes de corail.

- Les galles en forme de corne torsadée, induites par Pemphigus corniculatus, sont des
galles brunes a odeur balsamique qui transforment parfois la feuille entiere en une excroissance

cornee pouvant atteindre 50 cm de long.

Le mécanisme moléculaire de formation des galles reste incertain. Cependant, une hypothése
suggere que I’'insecte controle la formation et le développement des galles selon la pertinence et la
réactivité des tissus végétaux (Weis et al., 1988). De plus, le méme type de galles peut évoluer
plusieurs fois, ce qui suggere que lamorphologie des galles peutavoir une valeur adaptative (Inbar
et al., 2004).

En Algeérie, les galles de P. atlantica dénommeé en arabe « Afse » sont comestibles et vendus
sur les marchés et utilisées comme agent d'embaumement par les habitants des zones rurales (Sifi

et al., 2015 b). Ils sont également connus autant qu’une matiére premiére pour le tannage dans
I'industrie du cuir (Kiani et Amiri, 2018).
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Figure 1 : Les types des galles induites sur P. atlantica, (a) les galles sphériques (Photo
originale), (b) les galles marginales, (c) les galles globulaires, (d) les galles de bourgeons, (e) les
galles en forme de corne torsadée (Yoram, 2020).

2-Classification

Selon (APG 11, 2003)
Embranchement : Spermaphyta
Sous-embranchement : Angiospermae
Division : Magnoliophyta

Classe : Eudicots

Sous classe : Rosids

Ordre : Sapindale

Famille : Anacardiaceae

Genre : Pistacia

Espéce : Pistacia atlantica Desf.
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3- Noms vernaculaires

Le pistachier de I’Atlas est connu sous le nom vérnaculaire « bétoum » en arabe qui désigne un
substantif pluriel dont le singulier est botma, betouma ou btouma ou encore boutmaia en Afrique
du Nord et boutmela au Proche-Orient. (Manjauze, 1980), il s’appelle également Iggh en berbere
(Belhadj et al., 2008) ou encore tismelelt ou bien tesemhalt, Treminthos en italien (El Zerey-
Belaskri et Benhassaini, 2016) En persan, P. atlantica est appelé Baneh, en anglais Atlas mastic

tree, dans les fles Canaries Almacigo, et en turc Melengic (Mahdjoub et al., 2018).
4- Répartition géographique

Pistacia L. montre une large distribution disjointe dans le Nord Hémisphere, avec environ
sept espéces dans la région méditerranéenne (Eurasie méditerranéenne et Afrique adjacente), deux
ou trois espéces en Asie orientale, et une ou deux espéces dans le sud-ouest des Etats-Unis et le
Mexique (Xie et al., 2014). P. atlantica est I'une des espéces sauvages du genre les plus répandues
qui se répartit a partir des iles de Canaries jusqu’aux montagnes de Pamir (Zohary, 1952).

En Algérie, Le Pistachier de I’Atlas est I'une des rares especes arborescentes encore
présentes dans les régions arides, semi-arides et méme sahariennes, sa limite extréme se trouve en
plein ceeur du Hoggar ou il existe a 1’état derelique (Manjauze, 1980). Cetarbre est recensé depuis
la plaine de Mitidja jusqu’a la région Saharienne il est présent au nord-est de Tlemcen a Sidi bel
Abbes a Saida, Nadma, El Bayadh, Tiaret et Médéa, a Mascara et Biskra, a Bechar, Laghouat et
Ghardaia, a Djelfa et M’sila, Khenchela et Tébessa. Le Pistachier de 1’ Atlas peuplait jadis la région
entre Laghouat et Biskra et une partie des hauts plateaux et toute la zone qui se trouve entre 1’Atlas

tellien et I’Atlas Saharien et il occupait méme une partie du versant sud de I’Atlas saharien
(Manjauze, 1968).

5-Croissance et période végétative

Le pistachier de I’Atlas a une croissance trés lente et une trés grande vitalité. Le rythme de
croissance est faible en janvier (2 cm/ semaine), en février le rythme s’accélére et en mai

’allongement atteint en moyenne 50 cm de long (Chaba et al., 1991).

La floraison et I’apparition des feuilles débutent la mi-février pour les régions arides, alors que

pour celles semi- arides, elles sont tardives est commencent la mi-mars. Ce décalage est d{ au froid
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qui dure jusqu’au début du mois de mars pour les régions semi arides (haute altitude). La
fructification débute vers la fin du mois de mars. Les fruits prennent au départ une couleur jaune,
qui change progressivement en rouge puis en noir. Ils atteignent leur maturité au mois de septembre
tout en ayant une couleur vert foncé, la fin de la période végétative du pistachier de I’Atlas débute

la mi-novembre et se termine a la fin du mois de décembre (Yaaqobi et al., 2009).

6-Principes actifs et utilisation médicinale

L’espéce P. atlantica est constituée de plusieurs métabolites primaires et secondaires tels que les
protéines, les graisses, les glucides, les fibres brutes, les polyphénols, les flavonoides, les alcaloides
et les mucilages (Fetati et Lassouani, 2018). Différentes parties de cette espece, notamment les
feuilles sont utilisées pour le traitement de la douleur, de la dyspepsie, de l'ulcere peptique, du
diabéte, et de l'infection oculaire (Benamar et al., 2018). Les fruits sont utilisés depuis longtemps
comme un aliment tonique et comme un remede utile pour différentesmaladies grace a leur activité
aphrodisiaque pour le traitement des troubles du foie, des reins, du cceur et du systéme respiratoire,
la résine est utilisée fréquemment pour leur activité de cicatrisation des blessures et traitement des
troubles cérébraux et gastro-intestinaux (Bozorgi et al., 2013), comme elle présente également un

agent de renforcement des tissus gingivaux et un reméde pour les fractures osseuses et les troubles
musculosquelettiques (Avicenna, 2012).

7-Traveaux antérieurs sur la composition chimique et les activités biologiques

Divers composés de différents groupes phytochimiques ont été identifiés a partir de 'espece P.
atlantica et leurs potentiels bioactifs, et pour une meilleure compréhension de cette diversité, nous
avons présenté dans le tableau ci-dessous (Tableau 1) les différentes classes de ces composés et

leurs activités biologiques correspondantes.
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Tableau 1 : Principaux composés phytochimiques et activités biologiques étudiés des différents

organes de I’espéce P. atlantica.

Organes Extraits Composés Activités biologiques | Références
bioactifs

Fruits, feuilles, | Extraits Composés Antioxydante (Toul et al., 2016 ;

galles, hydroalcooliques. | phénoliques Ben Ahmed et al.,

bourgeons, Extraits Flavonoides 2020 ; Guenane et

tiges, racines, | lipidiques Flavonol al., 2017 ;

écorces internes | Fraction Tocophérols Bentireche et al.,

et externes du

insaponifiable

Terpénoides

2019 ; Gourine et

tronc Huiles al., 2010; Sifi et
essentielles al., 2015 a)
Feuilles Extraits Composés Antidiabétique et | (Ahmed et al,
hydroalcooliques | phénoliques antihypertensive 2018)
(inhibition des
enzymes alpha-
amylase, alpha-
glucosidase et
I’enzyme de
conversion de
I'angiotensine-I
Fruits Fractions de | Composes Anti-mélanogénese et | (Eghbali-Feriz., et
immatures MeOH, n-hexane, | phénoliques anti-tyrosinase al 2018)
CH:CL, " | Flavonoides
BuOH,Ac-O-Et,
Extrait aqueux et | 1erpenoide
huiles
essentielles.




Présentation bibliographique | Chapitre 1

Feuilles Extraits Composés Hepatoprotective (Tolooei et
Hydroalcooliques | phénoliques Mirzaei, 2015)
Feuilles ettiges | Fractions Acides Anticholinesterase (Benamar et al.,
organiques phénoliques : 2018 ; Achilli et
. al., 2020
Ac-O-Et A. gallique, A.
1-BUOH salicylique, A.
cinnamique, A.4-

CHCl3, n-Hexane

Extraits aqueux

Hydroxybenzoic A.

p-Coumarique, A.

vanillique, A.
cafféique, A.
férulique
Flavonoides :
Hésperidine,

Rutine, quercétine,

Catéchine,

Naringinine
Extraits Composés Antihyperlipidémique | (Hosseini et al,,
hydroalcooliques | phénoliques 2020)

Huiles Terpénoides
essentielles
Feuilles Extrait Composés Néphroprotective et | (Heidarian et al.,
Hydroéthanolique phénoliques anti-inflammatoire 2017)
Flavonoides
Fruits Extraits Composés Anticanceéreuse (Rahman, 2018 ;
Résine éthanoliques phénoliques Jaafarietal., 2019)
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Feuilles Huiles B-myrcene , - | Antifongique (Shialy et al., 2015)
. essentielles i i .
Fruits pinene,limonene, Falahati et al.,
trans- 2015
caryophyllene, o-
amorphene,  neo-
allo-ocimene.
Feuilles Extraits aqueux Composés Anti-microbienne Roozegar et al.,
. hénoliques : i
Extraits p q 2016 ; Rigane et
. . al., 2017)
éthanoliques

Il ressort du tableau 1 que I’espece P. atlantica présente une diversité qualitative entre leurs
phytoconstituants qui englobe plusieurs activités pharmacologiques dues aux différents paramétres
tels que la partie étudiée, I’age et le sexe de l’arbre, les méthodes d’extraction, l'origine
géographique et les conditions climatiques. Auvu des résultats obtenus de I'étude bibliographique,
on constate que les composés phénoliques, les flavonoides et les terpénoides sont les principaux

groupes des composés responsables aux activités biologiques.
Influence de divers facteurssur les plantes et leurs productions des phytoconstituants

Les variations qualitatives et quantitatives des métabolites primaires et secondaires peuvent
étre dues a plusieurs facteurs environnementaux, agricoles et génétiques différents, tels que la
température, I'humidité, la quantité de pluie, la quantité de soleil, la variété de la plante, la saison
de collecte et méme du moment de la collecte ainsi que la méthode de séchage et d'extraction de la
plante, par conséquent, ces changements du contenu et de composition affectent d’une maniére

directe l'activité pharmacologique de ces molécules bioactives.
1-Saison et temps de collecte

Le moment de la collecte est connu par leur impact de maniére significative sur le niveau de
composés bioactifs dans les herbes et les plantes médicinales notamment sur la variation en taux
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des terpenes, des composés phénoliques, des flavonoides, des tanins, des tocophérols, des
caroténoides et des acides gras de I’espece P. atlantica (Gourine et al., 2010, Ben Ahmed et al,
2017 ; Chelghoum et al., 2020).

Le matériel végétal cultivé doit étre récolté au stade de croissance optimal lorsque les
parametres associés a la qualité de la matiére premiére sont au maximum. En effet, différents
métabolites sont biosynthétisés et peuvent étre présents a différents stades de la croissance de la
plante (Ozcan et al., 2017). 1l est donc nécessaire d'étudier les altérations de la production des
composants bioactifs en fonction de saison pour déterminer le moment optimal de la collecte qui
garantirait la puissance de l'effet biologique ou pharmacologique du produit vegétal final. Pour
l'industrie des plantes en particulier, ces aspects sont tres importants dans la normalisation et le

controle de la qualité des produits a base de plantes.

2-Degré de maturation

Plusieurs études ont souligné le role primordial de degré de maturation a la variation de la
composition chimique des huiles des fruits de différentes especes tels que les huiles d’olives et
d’argan, (Yorulmaz et al., 2013 ; Harhar et al., 2014). Le stade de maturité représente un facteur
important qu’il a un impact direct sur la qualité del'huile des fruits de p. atlantica, car d'importantes
variations chimiques ont lieu pendant la maturation. Ces changements influencent non seulement

la qualité, mais aussi les caractéristiques organoleptiques et nutritionnelles de I’huile.

En effet, la progression de la maturation des fruits entraine des modifications dans les
processus metaboliques de certains composés tels que les triglycérides, les acides gras, les
polyphénols, les tocophérols, et les caroténoides (Guenane et al., 2015), L'un des attributs
permettant d'évaluer la maturité est la couleur de la peau. Au cours de la maturité, la couleur de la
peau des pistaches de I’Atlas passe du vert au début de stade d’immaturité, puis les changements
se poursuivent et les petites taches jaunes rougeatre des fruits immatures passent au vert fonceé et

au noir a la maturité (Bentireche et al., 2019).
3-Influence des facteurs environnementaux abiotiques

La production et I'accumulation de métabolites chez les individus d'une méme espéce qui

poussent dans des régions différentes peuvent étre influencées par des facteurs environnementaux
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De sorte que ces substances semblent jouer un rdle d'interface chimique entre la plante et

le milieu environnant (Ncube et al., 2012 ; Sampaio et al., 2018).

Divers facteurs climatiques, tels que la précipitation (Sampaio et al., 2011), la température
et le rayonnement solaire (Shamloo et al., 2017), laltitude (Khalil et al., 2020), la saison de
collecte (Nardini et al., 2019) sont décrits comme capables d'influencer la production des
métabolites par les plantes. Ainsi, les plantes dans des conditions de stress induites par
I'environnement (par exemple : la sécheresse, les températures et les niveaux élevés du
rayonnement solaire) peuvent montrer des changements dans la production des métabolites

primaire et ainsi les secondaires.
3-1-Température

La température est I’'une des facteurs environnementaux abiotiques qui peut provoquer des
variations physiologiques, biochimique, et moléculaire chez les plantes, entrainant une diminution
de la vigueur et de la croissance, en affectant la photosynthese, I'un des processus physiologiques
les plus sensibles aux différences de température (Song et al., 2014). Les oscillations dans le taux
photosynthétique induit par le stress thermique peuvent favoriser la formation des métabolites
secondaires en rétablissant les mécanismes de défense. Tous ces changements induisent des
modifications de la teneur en métabolites (Austen et al., 2019).

Le stress thermique (haute ou basse température) est décrit pour induire ou augmenter les
enzymes antioxydantes, comme le superoxyde dismutase, la catalase, 1’ascorbate peroxydase, le
glutathione réductase et de nombreux composés tels que les composés phénoliques ayant une
activité antioxydante. Ce stress peut perturber gravement le métabolisme normal des plantes
provoquant l’altération et l'oxydation des lipides membranaires, des protéines et des acides
nucléiques (Soengas et al., 2018). Les mécanismes d'acclimatation et d'adaptation aux conditions
environnementales basée sur l'activation de réponses physiologiques et moléculaires spécifiques,
conduit a des modifications du métabolisme des plantes afin de minimiser les dommages induits
par le stress thermique, en tant que forme de défense et de survie de I'espece face a des conditions

environnementales spécifiques (Akula et al., 2011).
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3-2-Précipitation et stress hydrique

La précipitation présente également un facteur environnemental vital le plus critique qui
joue un réle crucial dans la croissance et la production des plantes en augmentant la teneur en eau
du sol, améliorant ainsi les facteurs édaphiques connexes, ce qui favorisera une meilleure
croissance des plantes ainsi qu'une production élevée de phytoconstituants (Nafus etal., 2017). Le
déficit en eau est I'un des plus importants facteurs perturbant le métabolisme des plantes, inhibant
leur croissance et reduisant la productivité dans le monde (Perlikowski et al., 2016). Cependant,
il provoque une augmentation de la synthése de nombreux composés bioactifs, qui sont produits

par les plantes pour lutter contre le déficit hydrique.

Le stress hydrique affecte la productivité de la plante et peut souvent avoir un effet
contradictoire aux plantes medicinales. Naturellement, ces stress se produisent plus fréeqguemment
dans les zones d’environnement arides ou semi-arides (Gugliuzza et al., 2020). ou les plantes

cultivées peuvent présenter I'accumulation de carbone sous forme d'hydrates de carbone, et
permettant au carbone d'étre alloués au métabolisme secondaire (Sanches et al., 2019).

Le stress hydrique peut provoquer une réduction des taux de photosynthése avec une
augmentation conséquente de la production d'especes réactives de lI'oxygene (ERO), ce qui se
traduit par des taux élevés de la production de composés phénoliques comme mécanisme de
défense des plantes (Cruz de Carvalho, 2008 ; Sampaio et al., 2016).

3-3-Altitude

L'altitude est considérée comme un facteur clé qui relie plusieurs facteurs
environnementaux tels que : la diminution de la température de l'air et la pression atmosphérique
totale plus I’augmentation des précipitations et du rayonnement UV sous forme de rayonnement
solaire entrant. En haute altitude, la température moyenne est inférieure a celle qui se trouve au
pied des montagnes. L'altitude joue un réle crucial dans la santé et la croissance des plantes. Le
type et la quantité de lumiére du soleil, la quantité d'eau que les plantes peuvent absorbent et les
nutriments que les plantes recoivent different selon l'altitude (Khalil et al., 2020), ce qui peut

influencer positivement (Liu et al., 2016) ou négativement (Cui et al., 2018) la physiologie de la
plante et la qualité voire la quantité de substances bioactives.
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3-4-Sol et ses nutriments

Le type du sol est I'un des facteurs abiotiques essentiels qui peuvent affecter la croissance
des plantes et modifier la fonctionde leurs racines (Aftab et Hakeem, 2020). Les éléments nutritifs
contenus dans les sols pourraient étre le facteur le plus important pour affecter la croissance des
plantes et leur contenu phytochimique et peuvent donc affecter de maniere significative et
expressive leur metabolisme en fonction de la disponibilité de certains éléments nutritifs dans le
sol (Quan et Liang, 2017). Notamment les macros (Ca, Mg, P e K) et les micronutriments (Cu,
Zn, Mn) qui sont souvent nécessaires comme cofacteurs pour l'activité enzymatique, et leur exces
en sols génerent des ERO (Morgan et Connolly, 2013). Une carence de l'un des micronutriments
du sol peut limiter la croissance des plantes, méme lorsque tous les autres nutriments sont
disponibles en quantité suffisante.

Le stress nutritionnel entraine une augmentation de la concentration des métabolites
secondaires. Les roles spécifiques des micronutriments essentiels dans la production des principes
actifs sont dus a leur fonction de composants ou d'activateurs des enzymes du métabolisme
secondaire. De plus, les métaux peuvent éliminer certains produits phytochimiques dans les tissus
végétaux. Les micronutriments ayant des fonctions redox comme le Fe, le Cu, le Mn et le Mo sont
des facteurs clés pour de nombreuses enzymes impliquées dans les étapes de biosynthese des
composes secondaires. Le cuivre, par exemple, est essentiel pour le fonctionnement de nombreuses

oxydases et oxygénases qui jouent un role clé dans le métabolisme secondaire.

Les sols pauvres en macronutriments peuvent donner desplantes avec un taux de croissance
plus faible et une production plus élevée de métabolites secondaires, notamment les dérivés
phenoliques par exemple : les carences en azote et en phosphate influencent directement

I'accumulation des phénylpropanoides, tandis que les carences en potassium, en soufre et en
magnésium augmentent les concentrations phénoliques (Akula et Ravishankar, 2011).
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4-Facteurs biotiques

Les plantes ont développé dans leurs habitats un large éventail de mécanismes de defense
contre les insectes, les herbivores et plusieurs microorganismes (par exemple les bactéries, les
champignons filamenteux, les protozoaires et les virus), qui établissent de nombreuses interactions
avec la plante hote. Ces continues interactions de parasitisme et/ou de mutualisme sont a la base
de la synthese de métabolites secondaires (Ashraf et al., 2018). Ce type de contact direct entre les
plantes et d'autres especes induit des changements dans la composition de la paroi cellulaire, les
structures protéiques telles que : la chitine et la glucanase, et la synthése de phytoalexines, les
phytoanticipines, et les molécules de signalisation associées a cette résistance. Ainsi, lorsqu'un
deuxieme stimulus a provoqué la réaction se produira plus rapidement que l'infection primaire, ce
qui permettra une réaction a la nouvelle infection et acceptabilité moindre de I'organe ou de
I'ensemble a de futures attaques. Les phytoalexines sont des composés normalement dérivés de
phénylpropanoides ainsi que de terpénoides et de polyéthyléne, générés en réponse a l'attaque des
agents pathogenes (Gouvea et al., 2012).

Les mécanismes de défense contre le stress biotique sont générés par l'interaction continue
entre la plante et I'agent pathogeéne et les réponses des plantes contre ce stress sont non seulement
l'altération des caractéristiques anatomiques, comme la formation d'une cuticule cireuse, de
trichromes, de soies et d'épines, mais aussi la production de divers métabolites secondaires. Ces
derniers agissent également comme des toxines (terpénes, alcaloides et composés phénoliques)
contre les agents pathogenes des plantes et ’accumulation desenzymes antioxydantes (peroxydase,
polyphénol oxydase, lipoxygénases), qu’ils inhibent la digestion des insectes. (Saddique et al.,
2018).

De tels types de réponses des plantes sont observés contre des bactéries, des champignons
et des parasites. Une fois I’agent pathogéne pénétre la plante, différents mécanismes de défense
vont déclencher sous la forme de I’activation des canaux d’ion spécifique et la cascade des kinases
(Rejeb et al., 2014), suivie par la production d'especes réactives a l'oxygene (Laloi et al., 2004),
des phytohormones éthylene (ET), des acides ascorbique, abscisique, salicylique et jasmonique et
de Ca?* contre le stress biotique. (AbuQamar et al., 2009), par contre pour les mécanismes de

défense indirects les substances volatiles induites par les herbivores ont un réle important dans la
défense
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des plantes. Ils protégent les plantes de deux fagons, en agissant comme une interaction écologique
tritropique (c'est-a-dire qu'une plante peut libérer de tels composés en attirant les ennemis naturels
des insectes tels que les prédateurs et/ou parasitoides ou en empéchant I'alimentation et/ou la ponte.
La production de ces substances varie selon le type d'herbivore, d'espece végétale, du stade de
croissance et de I'état de la plante, qui est I'une des classes les plus étudiées de métabolites

secondaires inductibles par les herbivores (Yuan et al., 2008 ; Maffei, 2010).
5-Facteur genétique

Toutes les variations observées chez les plantes sont principalement dues a une réponse
directe a des facteurs environnementaux (biotiques et abiotiques) ou bien une adaptation génétique

des populations qui se développent a leur environnement spécifique (Spitaler et al., 2006).

Swingland a défini la diversité génétique comme la variation des caractéristiques
héréditaires présentes dans une population de la méme espéce. La variation des caractéres
héréditaires peut s'exprimer sous la forme d'une altération de la morphologie, de I'anatomie, du
comportement physiologique ou des caractéristiques biochimiques. La diversité génomique peut
étre définie comme la diversité au niveau de plusieurs génes-lociques au sein d'une méme espéce.
Cela est di au fait que les alleles contrastés d'un géne chez différents individus produisent des
phénotypes contrastés. Cette diversité permet a la population ou les especes de s'adapter et évoluer

en réponse aux changements d'environnement et aux pressions de la sélection naturelle
(Swingland, 2001).

Plusieurs études autour du monde sont traitées la diversité génétique des différentes espéces de
genre Pistacia (Albaladejo et al., 2008 ; Pazouki et al., 2010 ; Arabnezhad et al., 2011 ; Talebi
etal., 2012), mais la premiére caractérisation moléculaire de I’espéce Pistacia atlantica en Algérie
est révelée par El Zerey-Belaskri et ses collaborateurs (El Zerey-Belaskri et al., 2018), ou ils ont
indiqué la diversité évidente de ’espéce et montré que les facteurs intrinseques (génétiques)
comme les extrinseques ont un impact tres clair sur la variation morphologique (El Zerey-Belaskri
et Benhassaini, 2016) et chimique (El Zerey- Belaskri et al., 2017) de la méme espece.
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Geéneralités sur les lipides

Les lipides sont un constituant essentiel detoutes les cellules végeétales. Les membranes des
cellules végétatives occupent la quasi-totalité de la teneur en lipides. Les lipides sont la principale

forme destockage d’énergie chimique (carbone) dans les graines denombreuses especes végétales.

(Kim, 2020).
1-Classification des lipides

Chez les végétaux, on distingue deux grandes classes de lipides : les lipides a base des
groupes cétoacylés précédemment nommeés (lipides saponifiables) et les lipides construits a partir
des groupes isopreniques (lipides insaponifiables fondés sur des unités isopréniques) (Figure 2)
selon la classification Lipid Metabolites and Pathways Strategy (LIPID MAPS, 2005) du Comité

international de la classification et de la nomenclature des lipides.

Sur la base de ce systeme de classification, les lipides ont été divisés en huit categories :
acides gras, glycérolipides, glycérophospholipides, sphingolipides, glycolipides et polycétides
(dérives de la condensation dessous-unités cétoacyles) ; et lipides stérols et lipides prenols (dérivés

de la condensation des sous-unités isoprene) (Fahy et al., 2011).

O
0 CH,
CH : N, XN M2
2 (le cH, (.:/ “y
CH, H
Acetyl Propionyl
Ketoacyl "building blocks" Isoprene "building block"

Figure 2 : Unités de construction lipidiques biosynthétiques fondamentales : les groupes
cetoacyles et les groupes isoprénes selon le systeme de classification LIPID MAPS (Fahy et al.,
2011).
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1-1-Lesacylesgras (AG)

Les acyles gras sont un groupe diversifié de molécules synthétisées par allongement de la
chaine d'une amorce acétyl-CoA avec des groupes malonyl-CoA (ou méthylmalonyl-CoA). Les
acyles gras peuvent contenir une fonctionnalité cyclique et/ou sont substitués par des hétéroatomes.
Cette catégorie contient plusieurs variantes fonctionnelles telles que des alcools, des aldéhydes,
des amines et des esters plus que les acides gras, qu’ils occupent la grande partie (Fahy et al.,
2011).

Ces derniers sont les éléments constitutifs des lipides et leur unité de base constructive
s’agit d’une chaine d'hydrocarbures avec un groupement carboxyle (— COOH) situé sur son
extrémité terminale. Les acides gras sont classés selon la longueur de la chaine aliphatique a chaine
courte (queues aliphatiques de 5 ou méme 7 atomes de carbone), chaine moyenne (queues
aliphatiques de 6-8 jusqu'a 12-14 carbones), longue chaine (queues aliphatiques de 13-18 a 22

atomes de carbone), et les acides gras a trés longue chaine (queues aliphatiques plus longues que
22 carbones ; > C22.

De plus, la chaine aliphatique peut étre saturée (acide gras saturé, AGS), ou toutes les
liaisons carbone-carbone forment des liaisons simples ou insaturées (acide gras insaturé, AGI) dont
certains carbones sont assortis d'une ou plusieurs doubles liaisons. En outre, I'AGI peut étre divisee
en deux catégories : acides gras mono-insaturés (monoénoiques) (AGMI) et poly-insaturés (AGPI)
avec exactement au moins deux doubles insaturations respectives (Watkins, 2013).

1-2-Lesglycerolipides

Les glycérolipides sont les principales formes de lipide et les plus abondants dans les
plantes, dans lequel le groupe carboxyle de ’acide gras est li¢ par estérification avec le groupe
hydroxyle du glycérol. Les glycérolipides comprennent les (mono-, di- et triacylglycérols) (non
chargés), glycéroglycolipides neutres (mono- et digalactosylglycérides ; sulfoglucolipides) et
glycérolipides polaires (phospholipides et glycérolipides a base de bétaine) (Bittman, 2013).

1-3-Les glycérophospholipides (GPL)

Les glycérophospholipides contenant du phosphore sont des constituants majeurs des

membranes et ils ont différents groupes de téte estérifiés par choline, éthanolamine, sérine ou
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inositol.  Ils  sont, respectivement,  décrits comme  phosphatidylcholine  (PC),
phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylsérine (PS), et phosphatidylinositol (PI). Les
phospholipides sont également caractérisés par différentes longueurs et de degré d'insaturation de
leurs chaines acyles. Les variations de leurs propriétés ont un impact sur les caractéristiques de
membrane. Cette classe de lipides est inégalement répartie entre les différentes membranes de la
cellule. (Triebl, 2016)

1-4-Lesglycolipides (GL)

Les glycolipides sont des composants des membranes cellulaires composées d'une queue
lipidique hydrophobe et d'un ou plusieurs groupes de sucres hydrophiles liés par une liaison
glycosidique. En général, les glycolipides se trouvent sur les membranes cellulaires externes. Les
principaux glycolipides constituants des membranes photosynthétiques des plantes sont les
galactolipides non  phosphorés  divisés principalement en deux classes: les
monogalactosyldiacylglycérols (MGDG) et le digalactosyldiacylglycérol (DGDG) (Hamid et al.,

2015).
1-5-Les sphingolipides

Les sphingolipides sont regroupés en quatre classes : les glycosyleinositolphospho-
ceramides (GIPC), les glucosylcéramides (GCer), les céramides (Cer) et les bases libres a longue
chaine (LCB) (Mamode et al., 2019). lIs sont constitués d'un squelette en céramide composé d'une
base a longue chaine et d'un acide gras a longue chaine correspondant I'estérification. Le Cer et le
LCB peuvent tous deux étre phosphorylés et dé-phosphorylée et Cer, en outre, glucosylée
(Michaelson et al., 2016). La quantité de sphingolipides différe sensiblement selon les espéces et
tissus végétaux, mais atteint généralement jusqu'a 10 % des lipides totaux dans les plantes (Lynch
et al., 2004).

1-6-Les polycétides

Les polycetides sont un groupe diversifié de metabolites d'origine animale, végétale et
microbienne qui présentent un degré élevé de diversité structurelle, bien qu'ils soient synthétisés a
partir d'unsimple acyle et forment une grande famille de produits naturels aux activités biologiques

variées (Miyanaga, 2017).
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1-7-Les lipides de prénols (PR)

Les prénols sont synthétisés a partir des précurseurs a 5 atomes de carbone que sont le
diphosphate d'isopentényle et le diphosphate de diméthylallyle. Les isoprénoides simples (alcools
linéaires, diphosphates, etc.) sont formés par l'ajout successif d'unités C5, et sont classés en
fonction du nombre de ces unités terpéniques. Cette classe comprend les caroténoides, qui sont des
précurseurs de la vitamine A et posseédent également des effets antioxydants. Les PR contenant
plus de 40 atomes de carbone sont appelés polyterpénes. Les quinones et les ubiquinones, ainsi que
les hydroquinones, comme les vitamines K et E (a-tocophérols), constituent une autre classe de

molécules importantes sur le plan biologique (Donato et al., 2017).
1-7-1-Caroténoides

La plupart des caroténoides sont des tétraterpénoides, contenant 40 atomes de carbone et
dérivés de huit molécules d'isopréne. Tous les caroténoides ont une structure polyisoprénoide,
accompagnée d'une longue chaine conjuguée adjacente avec de multiples doubles liaisons et une
symétrie sur les doubles liaisons centrales, grace a la présence du systeme conjugué riche en
électrons de la structure du polyéne. Les caroténoides piégent les radicaux libres en capturant les
radicaux pyroxyle et en éteignant I'oxygéne singulet ce qui les donne une propriété antioxydante
trés puissante.

Les caroténoides sont classés en deux groupes : a savoir les xanthophylles et les caroténes
(Figure 3), en fonction de leurs constituants chimiques. Les dérivés oxygénés sont connus sous le
nom de xanthophylles (B-cryptoxanthine, zeaxanthine, lutéine, astaxanthine, and fucoxanthine) ;

tandis que les caroténoides d'hydrocarbures uniquement (lycopéne, phytoéne, B-caroténe, o-

caroténe y-caroténe, et 5-caroténe) sont appelés caroténes (Maoka, 2020).
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Figure 3 : Structures de quelques exemples des caroténes et des xanthophylles (Maoka, 2020).
1-7-2-Tocophérols

Les tocophérols sont des molécules liposolubles qui appartiennent au groupe des composés
dela vitamine E synthétisés a différentsniveaux et dans différentes combinaisons par tous les tissus
végétaux. lls sont également des molécules amphipathiques avec un anneau de chromanol polaire
et une chaine latérale saturée hydrophobe. La structure générale des tocophérols et les quatre
homologues, a-, B-, y- et 6-tocophérol, qu’ils se différent par le nombre et la position des groupes
méthyle dans le cycle aromatique est illustrée en (Figure 4). Les tocophérols agissent comme
d'excellents antioxydants en raison de la capacité de leur systéme hétérocyclique de chromanol a
donner I'nydrogene phénolique pour piéger les radicaux lipide-peroxy ou en réagissant avec

I'oxygene singulet et d'autres espéces réactives d'oxygene (ERO) (Falk et Munné-Bosch, 2010).
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Figure 4 : Structures du tocophérol et du tocotriénol avec le nombre et la position des groupes
méthyle dans le cycle chromanol des a-, -, y-, et 3-tocochromanols (Falk et Munné-Bosch,
2010).

1-8-Les lipides de stérols

Dans les plantes, plus de 250 stérols différents (phytostérols) ont été identifiés. Parmi eux,
les plus fréqguemment détectés ces derniers appartenant aux 4-desméthylstérols, c'est-a-dire au
campestérol, stigmasterol et sitostérol. Les phytostérols peuvent apparaitre sous forme de stérols
libres, d'estersde stéryle, de glycosides de stéryle, et des glycosides de stérol acylés (Pelillo et al.,
2003).

2-La biosynthese des lipides

Les lipides sont définis comme des petites molécules hydrophobes ou amphipathiques et
leurs biosynthéses impliquent deux mécanismes : la condensation a base de carbanions de
thioesters cétoacyles et/ou la condensation a base de carbocation d'unités d'isoprenes (Figure 5)
(Fahy et al., 2011).

23



Présentation bibliographique | Chapitre 1

o] o]

i
JJ\ ”\ P, 8 ’\(_\ lg g
o7} cH, “s-Ace >~ 7 0/ g
) o".g o ToH
Malonyl thicester Dimethylallyl-PP
CO,
o] Carbanion
l intermediate
R < (nucleophile)
HzC S-ACP Carbocation
intermediate
¢ . (electrophile)
Claisen o \\“/’/"
condensation le]
N
HiC S-Cys

. Alkylation of
Acetyl thioester Isopentenyl-PP

o (o]
)K/ ’ ,L + Cys-SH
HsC ~ s.ace L 9 0
Acetoacetyl thioester - \?%”'/,\)\/\O/-E/PHO—_-}F\OH
o

Geranyl-PP

Ketoacyl chain extension mechanism

Figure 5 : Mécanismes de la biosynthése des lipides contenant des cétoacyles et de I'isopréne par

I’extension de chaine a médiation carbanionique et carbocationique. (Fahy etal., 2011)
2-1-Biosynthése des groupes cétoacyles (acides gras)

La biosynthése des acides gras, implique deux systemes enzymatiques : 1’acétyl-CoA
carboxylase (ACCase) et la synthase d'acide gras plastidial (SAG) appartenant a la SAG de type |
(Figure 6). Ces deux systémes sont situés dans le chloroplaste. Tout d'abord, la coenzyme A (CoA)
est convertie en malonyl-CoA par l'acétyl-CoA carboxylase (ACCase) dépendant de la lumiere.
Ensuite, le malonate est transféré a la protéine porteuse d’acyle (ACP) par la malonyl-CoA : ACP
malonyl transférase (MCMT). Par la suite, l'activité de la 3-cétoacyl-ACP synthase 3, 1 et 2 (CAS
I11, 1 et 11, respectivement) donne les principaux produits de la synthése des acides gras : 16 :0-
ACP et 18 :1A9-cis-ACP. La désaturation des acides gras se poursuit et catalysée par les
désaturations acyl-ACP solubles qui se produisent dans les plastides. Apres le transport hors du
plaste, une désaturation supplémentaire et d'autres modifications, telles que l'allongement, sont
effectuées par des enzymes liées a la membrane dans le réticulum endoplasmique. Les enzymes

archétypiques de ce type sont les désaturases A12 et A15 qui convertissent séquentiellement 18 :1
(A9) a18:2 (A9, 12) et 18 :3 (A9,12, 15) (Chapman et Ohlrogge, 2011).
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Figure 6 : VVoie de biosynthése des acides gras. Protéine porteuse d’acyle (ACP), ACCase
Acétyle carboxylase, synthase d’acide gras (SAG) (Lian et Zhao, 2014).

2-2-Biosyntheése des unités isoprénes

Deux voies sont utilisées dans les plantes pour la biosynthése dudiphosphate d'isopentényle
(IPP) et du diphosphate de diméthylallyle (DMAPP), qui sont les précurseurs universels des unités
d'isopréne : la voie du meévalonate (MVVA), connue depuis longtemps et présente dans le cytosol, et

la voie du phosphate de méthylérythritol (MEP) (Figure 7) (Kuzuyama et Seto, 2012). Cette voie
est localisée uniquement aux plastides chez les plantes. (Hemmerlin et al., 2013)
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Figure 7 : Voies du mévalonate (MVA) et du phosphate de méthylérythritol (MEP) dans la
biosynthése du terpénoide (Yang et al., 2012).

3-Rdles biologiques des lipides

Les lipides sont descomposants essentiels detoutes les cellules, jouant desrdles importants
qui incluent la stabilisation et la signalisation cellulaires. La composition des lipides varie selon les
types de cellules, les tissus et chaque organite, ce qui suggere que différentes compositions de
lipides sont nécessaires pour différentesfonctions (Muro et al., 2014). Les lipides remplissent trois
fonctions biologiques principales : ils servent de composants structurels des membranes cellulaires,

de réservoirs d'énergie et de molécules de signalisation importantes (Fahy et al., 2011).

3-1-Composants structurels des membranes

La composition des membranes cellulaires est constituée de lipides de nature
amphipathique, qui constitue la base physique de la formation spontanée des membranes car ils
comprennent a la fois une partie hydrophobe et une partie hydrophile. Les parties hydrophobes ont
tendance a s'associer d'elles-mémes lorsqu'elles sont dissoutes dans I'eau. Cette prédisposition a
l'auto-association a permis la séparation d'un milieu interne du milieu externe lors de I'apparition

des premieres cellules. La méme disposition se récapitule a l'intérieur de la cellule pour générer
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des organites discrets. De plus, les lipides sont responsables de la capacité membranaire de
bourgeonnement, de tubulation, de fission et de fusion indispensables a la division cellulaire, a la

reproduction biologique et au trafic intracellulaire des membranes (Van Meer et al., 2008).
3-2-Stockage de I'énergie

Les gouttelettes de lipides utilisées pour le stockage de D’énergie contiennent
principalement des esters de triacylglycérol et de stéryle grace a leur état relativement réduit. Ces

réservoirs anhydres sont nécessaires pour le stockage efficace des réserves caloriques et comme
réserves d'acides gras et de stérols pour la biogenese membranaire (Welte et Gould, 2017).

3-3-Signalisation cellulaire

L'idée que les lipides membranaires sont en effet de véritables "réservoirs de signaux" est
actuellement de plus en plus largement acceptée. De nombreux produits dérivés des lipides sont
désormais impliqués en tant que des médiateurs ou des seconds messagers dans la transduction du
signal.

3-3-1-Phospholipides

L’un des exemples des dériveés lipidiques les plus connus qui réagisse comme un second
messager c’est I’inositol tri-phosphaté, qui se génére par I’activation de la voie de signalisation du
phosphatidylinositol a [I’aide de plusieurs récepteurs couplés aux protéines G. Le
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) s’hydrolyse par le biais de la phospholipase C en deux
messagers secondaires : I'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG). A son tour,
I'lP3 augmente les niveaux de calcium des réserves internes tandis que le DAG active la protéine
kinase C, ce qui favorise la transduction du signal contrélant une variété de processus cellulaires

notamment la transcription, la croissance cellulaire et les réponses immunitaires (Bae et al., 1998).

La protéine kinase C (PKC) peu s’active aussi par les acides gras provenant de I’hydrolyse

des phosphoatydylcholines qui participent également dans les réponses cellulaires telles que la
prolifération et la différenciation des cellules (Nakamura, 1996).
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3-3-2-Acide gras

Les acides gras libérés sous 1’action des phospholipases Al et A2 sont aussi des précurseurs d'une
myriade de composés oxygénés dérivés de l'acide arachidonique dans les cellules animales
(Hanna et Hafez, 2018) et des acides linoléique ou linolénique dans les cellules végétales (acide
jasmonique ou acide traumatique par exemple) (Weber, 2002), Ces dérivés oxygénés agissant
comme des hormones locales et d'autres agissant comme des molécules de signalisation.

3-3-3-Sphingolipides

Les sphingolipides et ses métabolites sphingosines, céramides sont impliqués dans une
variété de processus cellulaires, notamment la différenciation, la sénescence cellulaire, I'apoptose
et la prolifération (Ohanian et Ohanian, 2001).

Geéneralités sur les composés phénoliques

Les composés phenoliques sont constitués de I'un des groupes de métabolites secondaires
les plus importants et les plus répandus chez les plantes. Par conséquent la présence d'au moins un
cycle aromatique substitué par un groupement hydroxyle ou plus est considérée comme une
caractéristique commune des composés phénoliques. Ils peuvent aller de simples molécules

phénoliques a des composés hautement polymérisés.

Les composés phénoliques se présentent naturellement sous forme de conjugués avec des
mono- et polysaccharides, associés a un ou plusieurs groupes phénoliques. En outre, ils peuvent
également étre liés a des esters et des esters méthyliques. En raison de la diversité de leur structure,

il existe un large éventail de composés phénoliques présents dans la nature. Actuellement, plus de
8000 structures de composés phénoliques sont connues (Vuolo et al., 2019).

1-Les voies de biosynthése des composeés phénoliques

La biosynthése des composes phénoliques suit deux voies métaboliques : la voie de l'acide
shikimique, ou se forment principalement les phénylpropanoides et la voie de I'acide acétique, dont

les principaux produits sont le phénol simple. La plupart des composés phénoliques des plantes
sont synthétisés par la voie des phénylpropanoides. La combinaison de ces deux voies
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conduit a la formation de flavonoides, coumarines , lignine, et de tanins, le groupe de composes
phénoliques le plus abondant dans la nature (Figure 8) (Babenko et al., 2019).
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Figure 8 : Voies biosynthétiques générales des métabolites secondaires chez les plantes (Verma
et Shukla, 2015).

2-Classification

Les composés phénoliques peuvent étre classés de différentes maniéres car ils sont
constitués d'un grand nombre de structures hétérogenes qui vont de simples molécules a des
composés hautement polymérisés. Cependant, la classification la plus répondue est celle qui se
distingue les composes flavonoidiques de non- flavonoidiques (Figure 9). Les flavonoides (C6-C3-
C6) sont divisés en six sous-classes principales : flavonols, flavones, flavanones, flavan-3-ols,
isoflavones et anthocyanidines ou les composés non flavonoidiques constituent les acides
phénoliques (hydroxybenzoates C6-C1, hydroxycinnamates C6-C3), lignanes (C6-C3)2 et
stilbénes (C6-C2-C6). Deux autres sous-classes des composés non-flavonoides sont les tanins et

les lignines. Ces composeés se présentent principalement sous forme des biopolymeéres (Dzialo et
al., 2016).
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Figure 9 : Classification des composés phénoliques. (Dzialo et al., 2016)
2-1-Acides phénoligues

Les acides phénoliques sont caractérisés par le fait qu'elles possedent un noyau benzénique,
un groupe carboxylique et un ou plusieurs groupes hydroxyles et/ou méthoxyles dans la molécule.
Ils peuvent étre divisés en deux groupes: les acides hydroxybenzoiques et les acides
hydroxycinnamiques et leurs dérivés. Les acides hydroxybenzoiques ont sept atomes de carbone
(C6-C1) et sont les acides phénoliques les plus simples que I'on trouve dans la nature par exemple :
les acides p-hydroxybenzoique, protocatéchuique, vanillique et syringique. Les acides

hydroxycinnamiques ont neuf atomes de carbone (C6-C3), et les plus répondus sont les acides
férulique, caféique, p-coumarique et sinapique (Kumar et Goel, 2019).

30



Présentation bibliographique | Chapitre 1

2-2-Flavonoides

Selon le degré d'hydroxylation et la présence d'une double liaison C2-C3 dans le cycle
pyronique hétérocyclique, les flavonoides peuvent étre divisés en flavonols, flavanols, flavones,
isoflavones, anthocyanidines ou anthocyanines et flavanones (Figure 10). Au sein de ces classes,
il existe de nombreuses variations structurelles en fonction du degré d'hydrogénation et
d'hydroxylation des trois systemes cycliques de ces composés (Panche et al., 2016). Les
flavonoides se presentent également sous forme de dérivés méthylés, conjugués a des
monosaccharides et des disaccharides et formant des complexes avec des oligosaccharides
(Kumar et Pandey, 2013).

Les flavonoides sont parmi les plus puissants antioxydantsdes plantes. L'excellente activité
antioxydante de ces substances est liée a la présence de groupes hydroxyles en position 3' et 4' du
cycle B, et a une double liaison entre les carbones C2 et C3 du cycle C avec le groupe carbonyle
en position C4, qui rend possible le déplacement d'un électron du cycle B. De plus, les groupes
hydroxyles libres en position 3 du cycle C et en position 5 du cycle A avec le groupe carbonyle en
position 4, qui agissant par le biais des mécanismes de transfert d'atomes d'hydrogéne ou de
transfert d'un seul électron suivi d'un transfert de protons (Vo et al., 2019). 1l est démontré que de
nombreux flavonoides ont des activités anti-inflammatoires, anti-mutagénes et anti-cancérigénes,
ainsi qu'a leur capacité a moduler les fonctions enzymatiques clés des cellules. Ils sont également

connus comme de puissants inhibiteurs de plusieurs enzymes.

Dans les systemes végétaux les flavonoides sont responsables de la couleur et de I'arbme
des fleurs et des fruits pour attirer les pollinisateurs, ce qui favorise la dispersion des fruits et la
germination des graines et des spores, ainsi que la croissance et le développement des semis. 1ls

agissent également comme un systeme de défense antioxydant secondaire dans les tissus végétaux
exposes a différents stress abiotiques et biotiques (Panche et al., 2016).
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Figure 10 : Structure du squelette de base des flavonoides et de leurs classes (Panche et al.,
2016).

N

2-3-Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques de poids moléculaire moyen a élever (500-3000
D) et peuvent étre classés en deux grands groupes : les tanins hydrolysables et les tanins non
hydrolysables ou condensés (Figure 11). Les tanins hydrolysables sont des esters d'acide gallique

(gallotanins) et l'acide éllagique (éllagitanins) avec un noyau de sucre (généralement de glucose).
Ces métabolites sont facilement hydrolysés avec des acides, des bases ou des enzymes.

Les tanins condensés sont composés a partir de flavonoides (flavan 3-ol ou flavan 3, 4-diol, unités
manquant de sucre). Bien que le terme de tanins condensés soit encore largement utilisé, le terme
chimiquement plus descriptif de "proanthocyanidines™ est de plus en plus accepté. Ces substances
sont des oligoméres et polymeres formés par la liaison de C-4 d'une catéchine avec C-6 ou C-8

d'une autre catéchine et elles sont plus difficiles a hydrolyser (Sharma et al., 2019).
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Figure 11 : Exemples des Structure destanins (a) hydrolysables et (b) condensés (Raja et al.,
2014).

2-4-Dérivés coumarines

Les coumarines (2H-1-benzopyran-2-ones) consistent en une grande classe de substances
phénoliques présentes dans les plantes, leur structure de base s’agit d’un cycle benzénique lié au
cycle pyronique. Les coumarines naturelles peuvent étre divisées en six groupes de base comme
suit : coumarines simples, furanocumarines (type linéaire et type angulaire), pyranocoumarines
(type linéaire et type angulaire), bisoumarines, benzocoumarines et coumestans (Figure 12). Les
coumarines jouent un réle important dans la protection des plantes contre les infections en agissant
comme antioxydants, inhibiteurs d'enzymes et précurseurs de substances toxiques ; elles
participent a plusieurs régulations de la physiologie et de la biochimie des plantes (Lon¢aret al.,
2020).

Les coumarines et leurs dérivés possedent un large éventail de propriétés biologiques qui
dépendent principalement de leur structure chimique. Par conséquent, ils ont été utilisés dans
plusieurs applications pharmacologiques (Venugopala et al., 2013).
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Figure 12 :Groupes de base de coumarines naturelles : (a) les coumarines simples ; (b) les
furanocoumarines (types linéaires) ; (c) furanocoumarines (type angulaire) ; (d)
benzocoumarines ; (e) pyranocoumarines (type linéaire) ; (f) les pyranocoumarines (type
angulaire) ; (g) les biscoumarines ; (h) les coumestans (Lon¢ar et al., 2020).

2-5-Stilbenes ou stilbénoides

Le nom du stilbéne (1,2-diphényléthylene) est dérivé du mot grec stilbos, qui signifie
brillant. Les stilbénes sont structurellement caractérisés par la présence d'un noyau 1,2-
diphényléthylene avec des hydroxyles substitués sur les cycles aromatiques et existent sous les
deux formes isoméres du 1,2-diphényléthyléne : le trans et le cis-stilbéne). Les isoméres trans et
cis duresveratrol, et les ptérostilbénes (Figure 13).

L'une des fonctions importantes des stilbenes dans les plantes est probablement leur role
comme phytoalexines dans la résistance aux maladies provoquées par l'attaque de pathogenes tels
que les bactéries ou les champignons. (Ziaullah et Vasantha, 2015), Certains stilbenes ont des
propriétés biologiques importantes, en agissant comme des antioxydants, des anti-inflammatoires,
des vasoprotecteurs, des anticancéreux et desantimicrobiens. lls sont également tres actifs contre

la maladie d'Alzheimer et inhibent l'augmentation du glucose et des triglycérides dans le plasma
(Flamini et De Rosso, 2019).
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Figure 13 : Structures des stilbénes et ses dérivés (Ziaullah et Vasantha, 2015).
2-6-Lignanes et lignines

Les lignanes sont des dimeres de phénylpropanoides, ou les unités de phénylpropane sont
liées par le carbone central (C8) de leurs chaines latérales (Figure 14). Ils constituent des
monomeres de la lignine, un composé polymere qui apporte de la rigidité, et qui avec la cellulose,
forme les parois cellulaires ligneuses des plantes. Les lignanes présentent une grande diversité en

termes de structure de base.

Les lignanes typiques peuvent étre classées en 6 catégories en fonction de leur structure de
base comprennent le larylnaphtalene, l'aryltétraline, le dibenzylbutane, la dibenzylbutyrolactone,
le tétrahydrofuranne et le furofuranne (Morabito et al., 2014 ; Simpson et Amos, 2017). Les
lignanes sont des substances de défense naturelle tres répandus dans le régne végétal et récemment,
il est suggéré que les lignanes favorisent des effets benéfiques pour la santé, tels que des activités

antioxydantes, antitumorales, cestrogéniques et anticestrogéniques et la protection contre les

maladies coronariennes (Smeds et al., 2007).
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Figure 14 : Structures de noyau des lignanes et des néolignanes (Simpson et Amos, 2017).
3-Activités biologiques des composés phénoliques
3-1-Activité antioxydante

La majorité des composés phénoliques ont une activité antioxydante et ils peuvent agir en
plusieurs fagons parmi eux : Les groupes hydroxyles des polyphénols sont de bons donneurs

d'hydrogene : qui peuvent réagir avec des especes reactives d'oxygene (ERO) et d'azote (ERN)
dans une réaction de terminaison, et qui brise le cycle de génération de nouveaux radicaux.

La capacité antioxydante des composés phénoliques est également attribuée a leur capacité
a chélater les ions métalliques impliqués dans la production de radicaux libres.

Les structures phénoliques ont souvent le potentiel d'interagir fortement avec les protéines,
en raison de leurs cycles benzéniques hydrophobes et du potentiel de liaison a I'nydrogene des
groupes hydroxyles phénoliques. Cela donne aux phénols la capacité d'agir comme antioxydants,
notamment en raison de leur capacité a inhiber certaines enzymes impliquées dans la génération de

radicaux, comme diverses isoformes du cytochrome Psso, les lipoxygénases, les cyclooxygénases
et la xanthine oxydase (Pereira et al., 2009).

3-2-Inhibition des enzymes
3-2-1-Diabete (inhibition des enzymes hydrolysant des glucides)

Une approche thérapeutique pour traiter le diabétede type I consiste a diminuer les niveaux
de glucose postprandiaux, ce qui pourrait étre fait en retardant I'absorption du glucose par

l'inhibition desenzymes hydrolysant les glucides, a-amylase et a-glucosidase, dans le tube digestif.
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Les inhibiteurs de ces enzymes retardent le taux d'absorption du glucose en empéchant la
digestion des glucides et, par conséquent, en atténuant I'augmentation post-prandiale du glucose
dans le plasma. Les flavonoides sont largement connus pour leur activité inhibitrice contre 1’a-
amylase et ’a- glucosidase. Plusieurs étudesont démontré que la capacité d'inhibition des flavonols
et des flavones dépend des liaisons hydrogene entre les groupes hydroxyles des ligands
polyphénols et les résidus catalytiques du site de liaison et de la formation d'un systéme conjugué

qui stabilise I'interaction avec le site actif (Zhu et al., 2019 ; Proenca et al., 2019).
3-2-2-Obésité (inhibition de la lipase pancréatique)

Les composés phénoliques ont une certaine efficacité potentielle pour prévenir I'obésité en
inhibant I'activité desenzymes liées au métabolisme des graisses comme la lipase pancréatique, la
lipoproteine lipase et le glycérophosphate déshydrogénase. Des exemples de composés ayant une
capacité d'inhibition de la lipase pancréatique sont [I'hespéridine flavonoide, les

proanthocyanidines, les catéchines, et les acides phénoliques (Rahim et al., 2015 ; Martinez-
Gonzalez et al., 2017).

3-2-3-Maladies d'Alzheimer (inhibition du cholinestérase)

Les inhibiteurs de I'acétylcholinestérase (AChEI) et du butyrylcholinestérase (BChE) sont
en fait la meilleure pharmacothérapie disponible pour le traitement des symptdmes de la maladie

d’Alzheimer, car ils augmentent les niveaux d'acétylcholine, un neurotransmetteur, au niveau des

synapses du cortex cérébral.

De nombreux produits naturels ont été signalés comme étant des inhibiteurs de
l'acétylcholinestérase, parmi eux les flavonoides naturels et les analogues de flavonoides
nouvellement synthétisés. Les flavones et les isoflavones sont les composés les plus actifs, ce qui
prouve que le groupe carbonyle en C4 semble étre important dans cette activité (Uriarte-Pueyo et

Calvo, 2011). Les coumarines aussi ont une puissante activité inhibitrice de I'AChE (Baruah et
al., 2019).
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3-2-4-Inflammation (inhibition des enzymes pro-inflammatoires)

Plusieurs maladies telles que le diabéte, I'obésité, le cancer, I'arthrose, I'athérosclérose et la
maladie de Crohn sont associées a une inflammation chronique. Les mécanismes de I'inflammation
impliquent une série des enzymes pro-inflammatoires les cyclooxygénases et 5- Lipoxygénase
(COX-1, COX-2, et 5-LOX), qui favorisent la biosynthése des médiateurs inflammatoires appelés
prostanoides et leucotriénes a partir de la catalyse de I’acide arachidonique. Les produits naturels
extraits a partir des plantes exercent leur action anti-inflammatoire en inhibant ces enzymes pro-
inflammatoires par différents mécanismes.

Les flavonoides sont considérés parmi les composés phénoliques qui ayant un potentiel
anti-inflammatoire notamment a leur capacité d'inhiber I'activité des enzymes pro-inflammatoires.
(Serafini et al., 2010). Les stilbenes sont un autre groupe important de composés végétaux ayant
des propriétés anti-inflammatoires. Kutil et al., (2014) ont récemment démontré que plusieurs
stilbenes naturels sont de puissants inhibiteurs des enzymes pro-inflammatoires.

3-2-5-Activité antivirale

L'activité antivirale des composés phénoliques et des flavonoides a été bien documentée
dans la littérature et ils constituent les principales classes de composés qui présentent une grande
activité contre diverses familles de virus telles que les rétroviridés, les hépadnaviridés, les
hesperviridés, le virus VIH, le virus de grippe, virus de I'herpés simplex, virus de la dengue, virus
de la polio, etc.

Pour l'activité antivirale, la présence de groupes hydroxyle et de groupes ester est
nécessaire, les différents polyphénols qui ont une activité antivirale sont l'acide gallique, la
catéchine, I'épicatéchine, 1'épigallocatéchine, l'acide ellagique, la rutine, 1’acide p-ascorbique, la
quercétine, le kaempférol, le morin, la galagénine, l'apigénine, la naringénine, la chrysine, la
lutéoline, l'acide analgique, I'acide rosmarinique et divers gallates d'acide phénolique. (Kamboj et
al.,, 2012 ; Lietal., 2017).
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3-2-6-Activité anticancéreuse

Les composés phénoliques ont montré un effet anticancérigéne qu’il inhibe l'initiation et la
progression des cancers en modulant les genes qui régulent les processus clés tels que : (1) la
capacité d'induire l'arrét du cycle cellulaire ; (2) Pinhibition des cascades de signalisation
oncogenes controlant la prolifération cellulaire, l'angiogenése et I'apoptose ; (3) de moduler les
niveaux des ERO ; (4) la favorisation des protéines suppressives de tumeurs telles que p53 ; et (5)
I’amélioration de la capacité de différenciation et de transformation en cellules normales, ...etc
(Anantharaju et al., 2016).

De nombreux polyphénols, tels que la quercétine, les catéchines, les isoflavones, les
lignanes, les flavanones, l'acide éllagique, le resvératrol ou la curcumine, ont montré des effets
protecteurs dans certains modeéles cancéreux par différents mécanismes (Basli et al., 2017).
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Notre étude s’articule autour de deux grandes parties. La premiere est consacrée aux
collectes de 2017. La deuxieme concerne les collectes de 2018 et de 2019. Les quatre collectes de
2017 comprennent des fruits, des feuilles et des galles semi circulaires provenant d’un arbre de la
région montagneuse d’El ghaicha sur une période de neuf semaines a raison de trois semaines
d’intervalle. Cette série de collecte était justifiée par les données rapportées précédemment par
Guersas sur des échantillons de feuilles et de galles de 2016 (fin septembre) sur le méme arbre
(Guersas, 2018). Ces données consistent notamment en un taux substantiellement élevé en acide
linolénique (C18 :3) dans les extraits lipidiques des feuilles associés a une activité antioxydante

importante. Cet acide gras est d’une importance diététique et thérapeutique capitale.

Partant de ce constat, il nous a été jugé judicieux de rechercher une éventuelle variation de
la proportion de I’acide linolénique durant plusieurs stades phénologiques des organes preécités. En
outre, une autre étude de notre équipe (Bentireche et al., 2019) avait montré que I’activité
antioxydante de la fraction insaponifiable d’extraits lipidiques de fruits matures était supérieure a
celle de la méme fraction d’extraits de fruits immatures, résultat inversé par rapport a ce qui avait
été rapporté pour 'huile brute. Cette observation laissait présager la présence de composes actifs
dans la fraction insaponifiable des fruits matures. Les caroténoides se placent comme candidat
privilégié justifiant ainsi leur inclusion dans I’étude. A la lumiére de toutes ces données, nous
consacrons cette partie a I’étude de 1’évolution du contenu phytochimique des extraits lipidiques
de fruits, de feuilles et de galles ainsi que leur activité antioxydante sur une période de deux mois

(de 12 juillet jusqu’a 19 septembre).

La deuxiéme partie, quant a elle, s’intéresse a ’étude comparative, selon la localisation
géographique des sites de collecte, des variables lipidiques et phénoliques. Il s’agit en fait de
I’approfondissement de 1’étude de Guersas, (2018) avec un nombre important d’échantillons et
’ajout de nouvelles variables donnant de la valeur a I’étude statistique. Nous avons choisi le site
de Tilghemt ayant les mémes caractéristiques (climats, Daya, ...) que celles de Hassi Delaa. Ce

choix est justifié par le nombre élevé de pieds dans une seule Daya.
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1-Collecte

La collecte des feuilles, galles et fruits de P. atlantica (Figure 15) est réalisée durant trois

saisons.

Nous commengons par la premiere qui était en 2017 étalée sur deux mois (de juillet a
septembre), avec un intervalle de trois semaines sur un seul arbre dans la région d'Elghicha-
Laghouat (Latitude: 33°-55'-60” Nord, Longitude: 2°-9'-0" Est, altitude 1144 m), qui est
caractérisée par un climat semi-aride sec et froid. Les différents stades de collecte des organes
étudies de P. atlantica et leurs abréviations ont été résumes dans le tableau 2. Cette collecte sert a
une étude consacrée pour la détermination de I’effet du stade phénologique sur la composition
chimique et I’activité antioxydante des extraits lipidiques (Figure 16).

Figure 15 : Les différentes parties étudiées de P. atlantica, a : feuilles, b : galles circulaires, ¢ :
galles sphériques, d : les insectes formant les galles, e f g et d : fruits a différents degrés de

maturation. (Photos originales)
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Figure 16 : Illustration graphique récapitulative de la démarche expérimentale suivie en premiére

collecte.

Les différents stades de collecte des organes étudiés de P. atlantica et leurs abréviations sont

résumés dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Dates de collecte et abréviations des échantillons de feuilles, galles, et fruits de P.

atlantica.
Abréviation Abréviation Abréviation des fruits, Couleur, Dates de collecte Stades
des feuilles [l des galles [P Degré de maturation)[cl phénologiques
F 12/07 G 12/07 FrVc 112/07 12/07/2017 1¢'stade
F 03/08 G03/08 Fr Rj 103/08 03/08/2017 2¢mestade
FrRj124/08
F24/08 G24/08 Fr Vf M 24/08 24/08/2017 3émestade
Fr N M 24/08
F19/09 G19/09 FrRj119/09 19/09/2017 4¢mestade
Fr N M 19/09

& F : feuilles, P1G : galles, [ Fr V¢ | : Fruits vert clair immatures, Fr Rj | : Fruits rouge jaunatre immatures, Fr Vf

M : Fruits vert foncé matures, Fr N M : Fruits noir matures.

La collecte de la deuxieme saison est faite a la mi-septembre 2018 pour les échantillons de
Tilghemt et a la fin de la premiére semaine d’octobre pour la région d’Aflou. Elle est effectuée sur
un large échantillonnage dedifférentesconditions environnementales avec deux niveaux différents
d’altitude (Tilghemt a environ 750 m et Aflou a environ 1400 m). Les emplacements
géographiques des deux régions sont indiqués sur la figure 17. Les données GPS de chaque site
sont mentionnées dans le tableau 3. Les données météorologiques de tous les sites d'étude sont

résumées dans le tableau 4.

Cette étude nous permettra d’étudier’effet des conditions environnementales abiotique sur
les extraits lipidiques et phénoliques des feuilles et des galles en termes de la variation en quantité
et qualité des phytoconstituants, et leurs activités biologiques (Figure 18). En ce qui concerne les
fruits, nous les mettons a part étant donné qu’ils avaient déja été I’objet d’études précédentes
(Bentireche, 2020) et par souci d’alléger le contenu notamment pour I’étude statistique. Nous nous
sommes basés principalement sur leur couleur (Figure 19).

La troisieme collecte (octobre 2019) sur deux arbres de chaque site n’a concerné que les
feuilles. Elle a été incluse dans notre travail par souci de visualiser un éventuel effet saisonnier.
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Tableau 3 : Localisations géographiques et stades bioclimatiques des échantillons étudiés

Etages bioclimatiques Avride Semi-aride
Sites de collecte Tilghemt (Hassi R’Mel) Aflou
Saisons Les échantillons Longitude Latitude Altitude Longitude Latitude Altitude

de collecte d’arbres @ (dms) [ (dms) ™ (m) number!?! (dms) [® (dms) ™ (m)
AT1 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AAl 2°1'5,09"E 33°42'35"N 1416

AT2 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA2 1°59'27"E 33°43'6,00" N 1352

AT3 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA3 2°2'4"E 33°58'22"N 1446

AT4 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA4 2°1'51,56"E 33°58'50,6"N 1446

Sept/Oct 2018 ATS 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA5 2°1'5158"E 33°58'48,25" N 1446
AT6 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA6 2°1'40,8"E 33°59'16,22" N 1446

AT7 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA7 2°1'453"E 33°59'15,9" N 1446

AT8 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA8 2°1'42,45"E 33°59'16,4" N 1446

AT9 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA9 2°4'49"E 33°59'39"N 1361

AT10 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA10 2°5'34"E 33°59'18" N 1355

Oct 2019 AT1 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA1l 2°8'59,9"E 33°55'59,9" N 1144
AT2 3°21'16,6"E 33°10'34,18"N 744 AA2 2°8'59,9"E 33°55'59,9" N 1144

[a] T :Tilghemt, A : Aflou, A : Arbre, [b] dms : degrés, minutes, secondes.
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Figure 17 : Emplacements géographiques des différents sites de collecte, le cercle bleu
correspond aux sites de collecte de la région d'Aflou, et le cercle vert au site de Tilghmet (Hassi
R'Mel).
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Tableau 4 : Niveaux moyens de température et de précipitations au cours des quatre mois
précédents la date de collecte (fin septembre 2018) dans les deux régions enregistrées par la
station météorologique de Hassi R’Mel.

Région de Tilghemt
Mois Température moyenne (°C) Précipitation (mm)
Juin 28,2 0
Juillet 355 0
Aot 28,3 26,6
Septembre 26,3 44
Moyennes 29,575 7,75
Région d’Aflou
Juin 218 191
Juillet 28,3 0
Aolt 22,7 52,1
Septembre 20,9 47,7
Moyennes 23,425 29,725
Radiation solaire PR
N Précipitation
Indice UV
b Ay —.
» v {. \’_\

O
'\

7 Temrpérature
' B ; ’ ol > - o
Extraits phénoliques g P300S e Extraits lipidiques
Détermination de la teneur en: Pistacia allantica Desf *Détermination de la teneur en:
v’ Phénols totaux : v' Tocophérols totaux
v' Flavonoides Extraction v Caroténoides
v' Tanins v Acides gras par CPG-FID
*Evaluation de I'activité antioxydante: *Evaluation de I'activité antioxydante:
v Test du DPPH ; v' Test du DPPH
Létude de I'effet des facteurs
v' Test du FRAP ' ! Eaiad ; v' Test du FRAP
*Evaluation de [effet inhibiteur environnementaux s.ur a variation ert F?n enu
2lpha-amylase (Test DNS) des phytoconstituents et en activités
blologlques

Figure 18 : Schéma illustratif qui résume la démarche expérimentale suivie en deuxieme collecte
pour les feuilles et les galles.
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Fruits Fruits de moyenne
immatwres (Rj) maturité [Nr)
Fruits matures Fruits matures (N}
(Vi)
c
o
©
c
x
Extraits phénoliques W' A Extraits lipidiques
*Détermination de la teneur en; *Détermination de la teneur en;
v Phénols totaux v Tocophérols totaux
v Flavonoides v Caroténoides
*Evaluation de 'activité v' Acides gras par CPG-FID
antioxydante; *Evaluation de l'activité
v Test du DPPH antioxydante:
v’ Test du FRAP v Test du DPPH

v Test du FRAP

Figure 19 : Schéma illustratif de la démarche expérimentale suivie pour les fruits de deuxiéme
collecte.
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Les échantillons sont séchés dans un endroit ventilé, a 'ombre et a température ambiante
pendant deux semaines. Ensuite, ils sont écrasés manuellement & l'aide d'un mortier et d'un pilon.
La poudre obtenue est stockée dans des sacs en papier jusqu'a son utilisation. Avant l'extraction de
I'huile, les fruits secs étaient triés afin de séparer les fruits en fonction de leur couleur. Un spécimen
dechaque échantillon a été enregistré sous les numéros (Elgh/07-10/2017) (PALG/11/18) et déposé
dans I'herbier du laboratoire de recherche en sciences fondamentales de l'université de Laghouat.

2-Extraction
2-1-Lipides

Laméthode d'extraction par le dispositif de Soxhlet est adaptée pour I'extraction des huiles.
Tout dépend de chaque organe, 250, 150 et 100 g de poudre végétale seche (feuilles, galles, fruits)
sont utilisés pour extraire les lipides (huiles brutes) en utilisant le n-hexane et le dichlorométhane
comme solvants pendant 6 heures avec trois, deux et une répétition pour, respectivement, les
feuilles, les galles et les fruits. A la fin de I'extraction, les extraits récupérés sont séchés avec du
sulfate de sodium anhydre, puis filtrés et évaporés sous pression réduite a l'aide d'un évaporateur
rotatifa 40 °C. Les extraits lipidiques obtenus (huiles brutes) sont pesés afin de déterminer la teneur

en huile par rapport au poids sec de la matiére initiale. Ensuite, ils sont stockés a + 4° jusqu'a
I'analyse.

2-2-Composés phénoliques

Les tourteaux récupérés a la fin de I’extraction des lipides sont séchés et tamisés
(@= 250 pm) pour procéder l'extraction des polyphénols, 10 g de poudre séche de feuilles et de
galles et 5 g de celles des fruits sont macérées dans 100 ml de méthanol pendant 48 heures a
température ambiante. Avec un renouvellement du solvant 50 ml toutes les 24 heures. Les extraits
méthanoiques bruts sont apres évaporés sous pression réduite a 40 °C. Les résidus sont pesés pour

déterminer le rendement en pourcentage puis solubilisés dans10 ml de méthanol, ce qui a donné
les extraits phénoliques.

3-Preparation d'esters méthyliques d'acides gras (EMAG)

Les EMAG sont préparés par la méthode de la méthanolyse décrite par Guenane et al.,
(2015), 25 ml de méthylate de sodium (NaOCHs 0,5 %) sont ajoutés a 0,5 g de I’huile brut. Le

47



Matériel et méthodes| Chapitre Il

mélange est porté a ébullition sous reflux pendant 30 minutes. Apres refroidissement, 30 ml d'eau
distillée sont ajoutés, puis les esters méthyliques d'acides gras (EMAG) sont récupérés par une
triple extraction liquide-liquide al'aide de 30 ml de dichlorométhane (CH2Cl>). La phase organique
est lavée plusieurs fois a I'eau jusqu'a leur neutralisation. Apres séchage par le sulfate de sodium
anhydre, le solvant est filtré puis évaporé a 40 °C sous pression réduite. Enfin, les EMAG sont

purifies par chromatographie flash a l'aide d'une pipette colonne (pipette Pasteur) remplie de gel
de silice comme phase stationnaire utilisant le dichlorométhane comme éluant.

4-Analyses des EMAG par chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Les EMAG sont analysés a l'aide d’un chromatographe en phase gazeuse Chrompack CP
9002 équipé d'un systeme d'injection en mode split-splitless, d'un détecteur aionisation de flamme
(FID) et d'une colonne capillaire DB23 (30 m x 0,32 mm i.d., 0,25 pum épaisseur de film). La
température du four était en mode isotherme (250 °C). Les températures de l'injecteur et du
détecteur sont fixées a 280 °C. L'azote est utilisé comme gaz vecteur & un débit de 1 ml/min. Le

volume injecté était de 0,8 uL. Les acides gras sont identifiés par comparaison de leurs temps de
rétention avec ceux des étalons purs, et exprimés en pourcentage (%).

5-Dosage des tocophérols totaux

La méthode colorimétrique d'Emmerie et Engel, (1939) a été suivie avec une légere
modification pour la détermination de la teneur totale en tocophérols. Cette méthode est basée sur
les propriétés réductrices destocophérols de fer ferrique en fer ferreux, ces derniers sont complexés
par le 1,10-onthrophénantroline, donnant un complexe rouge orangé stable mesuré par UV visible
a une longueur d’onde égale a 510 nm. Afin de tracer une courbe d'étalonnage (Figure 20), un ml
de différentes solutions diluées de vitamine E commerciale (a-tocophérol) dans I'éthanol est
mélangé avec 1 ml de 1,4 % de 1,10-phenantroline et 0,5 ml de 0,12 % de FeCls (préparés dans
I'éthanol), aprés 5 minutes d'incubation a une température ambiante, I'absorbance est mesurée a

510 nm par rapport a un blanc.

Les échantillons dilués de ’huile brute sont traités dans les mémes conditions, et les

résultats sont exprimés en mg d'équivalents a-tocophérol par g d’huile. Tous les essais sont

reproduits au moins trois fois.
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Figure 20 : Courbe d’étalonnage de 1’a- tocophérol (vitamine E).

6-Dosage des caroténoides totaux

La teneur totale en caroténoides a été estimée selon la méthode spectrophotométrique
décrite par (Thaipong et al., 2006) avec quelques modifications dans la longueur d’onde. Une
courbe standard de B-caroténe (Figure 21) est établie a partir de différentes dilutions de la solution
de B-carotene préparée dans le dichlorométhane. La lecture de I’absorbance de chaque dilution est
mesurée a 460 nm. La méme procédure a été suivie pour les échantillons des extraits lipidiques
diluées dans le CH2Clz, et les résultats sont calculés a partir de la courbe d’étalonnage et exprimée

en mg d'équivalent B-caroténe par g d’huile. Les expériences ont été réalisées en trois essais.
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Figure 21 : Courbe d’étalonnage de B- carotene.
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7-Evaluation de P’activité antioxydante
7-1-Test de DPPH

L'activité antioxydante des extraits huileux a été évaluée en utilisant la méthode modifiée
de piégeage des radicaux libres DPPH décrite par Mishra et al., (2012) qui est basee sur la
réduction du radical libre DPPH® (2,2'-diphenyle-1-picryl hydrazyl) de couleur violette par un
antioxydant en (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine) de couleur jaune en mesurant la diminution de
I'absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants dans les échantillons huileux (Figure 22),
dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité réductrice des

antioxydants présents dans le milieu (Molyneux, 2004).

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figure 22 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Molyneux, 2004).

Un ml de solution de DPPH préparée dans I’éthanol (250 uM) est mélangé avec le méme
volume d'échantillon dilué dans I'éthanol a différentes concentrations, aprés 30 minutes
d’incubation dans l'obscurité et a température ambiante, les absorbances sont mesurées a 517 nm
par rapport a un blanc, un contréle contenant de I'éthanol et une solution de DPPH est également
réalisé. L’antioxydant de référence utilis¢ est I’a-tocophérol (Vitamine E) (Figure 23). Le
pourcentage d'inhibition déterminant la capacité de piégeage du radical libre DPPH et calculés a
partir de I’équation suivante : Pl % = [(Ao-A)/Ao] X100 ou, Ao et A présentent, respectivement, les

absorbances de la solution DPPH en absence et en présence de I’antioxydant. Une courbe de la
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variation du PI% en fonction de la concentration de I’antioxydant est nécessaire pour évaluer
Pactivité antioxydante de nos extraits. Cette courbe nous permet de déterminer la concentration de
’antioxydant pour inhiber 50 % desradicaux libres DPPH. Les résultats ont été exprimés en valeur

d’ECso (mg/mL) qui correspondant a la concentration de I'échantillon nécessaire pour réduire 50 %
duradical DPPH (une faible valeur d’ECso correspond a une activité antioxydante plus élevée).

100 -+
y=6172x

90 - R? =0,9997
80 -

70 A
60 -
50 ~
40 A
30 A
20 A
10 ~
0 T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02

| Pourcentage d'inhibition |
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Figure 23 : Courbe du pouvoir antioxydant du standard de référence (Vitamine E) selon le test
DPPH.

7-2-Test du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)

Le test FRAP a été réalisé suivant la méthode de Benzie et Strain (1996) avec quelques
modifications apportées. Le principe de cette méthode repose sur la réduction du complexe
ferrique-tripyridyltriazine a la forme ferreux-tripyridyltriazine en présence d’antioxydants ; le
complexe perd sa couleur jaune pour un bleu foncé (Figure 24). Cette coloration mesurée a 596 nm
est proportionnelle a la concentration en antioxydants présents dans les échantillons (Fanali et al.,
2018). La solution de travail fraiche a été préparée en mélangeant 25 ml de tampon acétate
(300 mM) pH 3,6, 2,5 ml de solution de 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine TPTZ (10 mM) et 2,5 ml de
solution de FeCl3.6H20 (20 mM). Afin de préparer une courbe d’étalonnage (Figure 25), 1 ml de
la solution FRAP est ajouté a 50 ul des différentes dilutions de I’a-tocophérol dans I'éthanol, aprés
7 minutes d’incubation dans l'obscurité et a une température ambiante, le complexe ferreux de

tripyridyltriazine a développé une couleur bleue intense mesurée a 596 nm par rapport a un blanc.
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Les mémes procédures sont suivies pour les échantillons, La capacité réductrice est calculée a partir
de la courbe d'étalonnage d’alpha-tocophérol pris comme étalon, et exprimée en uM d'équivalents

d’o-tocophérol/g d'huile ou /g Matiére séchée a I’air libre (UM E o-T/g d'huile) ou (uM E a-T
lgMS).

N
N N
ﬁnrmldaﬂr H‘H'“‘F ,..2
/ Fe+3 5 / N

[Fe(11) (TPTZ),)""

blue
[Fei{lll) {TE"TZ'.};I“'+

Figure 24 : Réaction de réduction du complexe ferrique-tripyridyltriazine a la forme ferreux-

tripyridyltriazine en présence d’antioxydants (Benzie et Strain, 1996).
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Figure 25 : Courbe d’étalonnage du test FRAP (umol/l).
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7-3-Test ABTS de piégeage des radicaux

Les essais sont réalisés a l'aide d’essai de décoloration ABTS *amélioré selon Cano et al.,
(2000) avec de légéres modifications, la méthode est basée sur la capacité d'un antioxydant a
stabiliser le radical cationique coloré ABTS *de couleur bleue a verte. L’ajout d’antioxydants va
réduire ce radical et provoquer la décoloration du mélange. La décoloration du radical mesurée par
spectrophotométrie a 417 nm est proportionnelle a la concentration en antioxydants. Afin de tracer
une courbe d’étalonnage d’o-tocophérol (Figure 26), 1 ml de réactif ABTS*, [1 ml ABTS (20
mM), 150ul H202 (ImM), 1 ml de peroxydase (0.2 mg/ml)], dilué avec de I'eau distillée jusqu'a
une absorbance de (0,7-0,9 a 417 nm) est ajouté a 100 pl de différentes dilutions du standard a-
tocophérol. Le mélange est laissé reposer dans l'obscurité a température ambiante pendant
10 minutes ; ensuite, I'absorbance est lue a 417 nm par rapport a un blanc. Les mémes procédures
sont appliquées sur nos échantillons. La capacité d'absorption de 'ABTS *est exprimée en uM a-

tocophérol équivalents/g matiere séchée a Iair libre (uM E a-T /g MS).

1,2
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Figure 26 : Courbe d’étalonnage du test ABTS (umol/l).
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8-Analyse des extraits phénoliques
8-1-Estimation de teneur en phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux sont déterminées suivant la méthode adaptée par Singleton
et Rossi, (1965) utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu avec de légeres modifications, basée sur la

reduction des acides phosphotungestique (H3PW12040) et phosphomolybdique (HsPMo01204) lors
de I’oxydation des phénols en oxydes bleues du tungesténe (WsO23) et de molybdene (MogQ3).

Un volume de 500 ul de réactif de Folin-Ciocalteu (10%) est ajouté a 100 pl de chaque
dilution d’extrait, aprés 2 minutes, 2 ml de carbonate de sodium Na2COs a 2 % sont ajoutés, apres
incubation dans l'obscurité et a température ambiante pendant 30 minutes, la mesure de
I'absorbance est effectuée avec un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 760 nm par rapport
a un blanc. L'acide gallique est utilisé comme étalon (Figure 27). La teneur en phénol totale est
exprimée en mg équivalents d'acide gallique par g de matiére séchée a I’air libre (mg EAG/gMS).
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Figure 27 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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8-2-Estimation de la teneur en flavonoides

Les flavonoides ont été quantifiés selon la méthode de Lamaison et Carnat, (1990)
utilisant le trichlorure d'aluminium comme réactif, ce dernier forme un complexe acide stable de
coloration jaune avec le groupement carbonyle et hydroxyle des flavones et flavonols, et des
complexes acides labile avec les groupements dihydroxyle en ortho des cycles A et B des
flavonoides (Figure 28). 1 ml de chaque extrait dilué est mélangé a 1 ml detrichlorure d'aluminium
(2 %). Le mélange est agité et maintenu dans I'obscurité a température ambiante pendant 20
minutes. Apres cela, I'absorbance a été lue a une longueur d'onde de 409 nm par rapport a un blanc.
La quercétine est utilisée comme étalon (Figure 29). Les résultats sont exprimés en mg équivalent

quercétine par g de matiére séchée a I’air libre (mg EQ/g MS).

Ol

OH

HO

AlCl4
aqu HCI

Quercetin Qucrcc:lin-/\l3 '

Figure 28 : Schéma illustré de la réaction entre flavonoides et le trichlorure d’Aluminium
formant un complexe stable flavonoide-AR* (Amorim et al., 2008).
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Figure 29 : Courbe d’étalonnage de quercétine.

8-3-Estimation de la teneur en tanins condensés (pro-anthocyanidines)

La teneur en tanins condensés est estimée par le test de la vanilline (Figure 30) décrit dans
(Butler et al., 1982), en utilisant la catéchine comme étalon de référence (Figure 31), 1 ml de
réactif de vanilline fraichement préparé avec (4 % de HCI concentré et 0,5 % de vanilline dans le
méthanol) est ajouté a 200 ul de chaque extrait dilué, apres 20 minutes d'incubation, I'absorbance
est mesurée a 500 nm. Les tanins condensés sont exprimés en mg équivalents catéchine par g de

matiere sechée a I’air libre (mg EC/g MS).
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Figure 30 : Réactions de condensation de la vanilline avec un leucocyanidine. (Salunkhe et al.,
1989)
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Figure 31 : Courbe d’étalonnage de catéchine.
8-4-Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits phénoliques par les tests DPPH

et FRAP

Les mémes procédures des tests DPPH et FRAP établies précédemment avec les extraits

lipidiques sont suivies pour la détermination de l'activité antioxydante des extraits phénoliques.
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Cependant, I’a-tocophérol est remplacé par l'acide ascorbique comme antioxydant de référence
(Figure 32) et le méthanol est utilisé pour diluer les échantillons. En outre, les valeurs des ECso
sont exprimées en pg/mL et les capacités réductrices FRAP en uM équivalent acide ascorbique par
g de matiére sechée a I’air libre en uM d'AAE/g de MS.
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Figure 32 : Courbes du pouvoir antioxydant (a) et de capacité équivalente réductrice de fer (b)
du standard de référence (acide ascorbique).

8-5-Evaluation de I’effet inhibiteur des extraits phénoliques sur I’a-amylase

La méthode de l'acide 3,5-dinitrosalicyligue (DNSA) réalisée par Bernfeld, (1955) est
adoptee pour estimer l'activité d'inhibition de I’a-amylase. 200 ul du tampon (NazHPO4/NaH2PO4
(0,02 M), NaCl (0,006 M) a pH 6,9) sont mélangés avec 100 ul d'amidon soluble (1 % dans I'eau
(m/v)) comme substrat et 100ul d'extraits phénoliques dilués en méthanol. Aprés une incubation
de 5 minutes sur 370C, la réaction a commencé par I'ajout de 100 ul de a-amylase d'Aspergillus
oryzae (13 unités). Le mélange est incubé pendant 5 minutes & 37°C, puis la réaction est arrétée par
l'addition de 1 ml de réactif DNSA. Le mélange réactionnel est bouilli pendant’5 minutes dans un
bain-marie & 100 C°; ensuite, il est refroidi et dilué avec 2 ml d'eau distillée, et I'absorbance est
mesurée & 530 nm en utilisant un spectrophotometre UV visible. Le contrdle avec une activité
enzymatique égale a 100 % est préparé en remplagant I'extrait de plante par 100 pl du tampon, Une
réaction a blanc est préparée de maniére similaire en utilisant I'extrait phénolique a chaque

concentration en l'absence de la solution enzymatique. L’acarbose est utilis¢é comme un standard
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de référence (Figure 33). L'activité inhibitrice de I’o-amylase est évaluée en calculant le

pourcentage d'inhibition a l'aide de I'équation donnée ci-dessous :
I % = [(Ao-A)/Ao] X100

Ou Ao et A référent aux absorbances de mélange réactionnel sans et avec I’extrait respectivement.
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Figure 33 : Courbe de pouvoir inhibiteur d’a-amylase du standard (Gluconova Acarbose 50 mg).
9-Analyse statistique des données

Les données ont été analysées par un modéle ANOVA unidirectionnel. La procédure LSD
(Least Significant Differences) de Fisher a été utilisée pour tester les différencessignificatives entre
les moyennes. Afind'obtenir une vue d’ensemble sur la distribution de nos échantillons par rapport

a plusieurs variables, une analyse en composantes principales (ACP) a eté réalisée.

Les coefficients de variation ont été calculés pour évaluer les taux de variation de la
composition chimique et de I’activité antioxydante de nos échantillons en fonction du stade
phénologique et degré de maturation. Les coefficients de corrélation (matrice de Pearson) ont

également été calculés pour déterminer la relation entre nos variables.

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide d’Excel Stat (XLSTAT 2020.1.3, Addinsoft).
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Partie 1 : Collecte 2017 (Effetdu stade phénologique sur les extraits lipidiques

des feuilles, des galles, et des fruits de Pistacia atlantica)

Chez les plantes, les stades de croissance, de phénologie et de développement peuvent
provoquer des variations physiologiques et biochimiques capables de modifier la production de
composés bioactifs (Cirak et Radusiene, 2019), ce qui montre que le facteur du temps de collecte
du matériel végétal joue un réle tres important en termes de la qualité et de la quantité de ces
substances. Ainsi, pour augmenter le potentiel d'activité biologique des plantes médicinales, il est
d'une importance capitale de connaitre I'effet des facteurs liés au stade phénologique qui peuvent

influencer leur profil phytochimique en vue d’améliorer sa qualité pour le développement de
produits dans différentes industries.

Pour ce raisonnement, la présente partie est concue d’une étude qui s’intéresse pour la
premiére fois a I’évaluation de l'influence du stade phénologique sur les teneurs en acides gras, en
tocophérols et en caroténoides dans les extraits lipidiques de feuilles, de galles et de fruits de P.
atlantica, en plus de leur activité antioxydante. A notre connaissance, aucune recherche n’a été
entreprise sur l'activité antioxydante et la composition chimique des extraits lipidiques des galles
de P. atlantica. En outre, cette étude vise a déterminer le stade optimal de collecte en termes de
qualité de rl'huile et de mettre en évidence toutes les possibilités de corrélation entre leur

composition chimique et activité antioxydante.
1-Composition en acide gras, teneur en tocophérols et en caroténoides totaux
1-1-Acides gras

L'analyse par CPG-FID a permis de revéler la composition chimique des acides gras dans
les échantillons d'huile des différents organes de P. atlantica au cours de leurs étapes de
développement (abréviation des échantillons présentés dans le tableau 2 dans le chapitre matériel
et méthodes). Douze acides gras sont détectés dans les échantillons d'huile de différents organes,
et les résultats sont mentionnés dans le tableau 5.
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La composition en acides gras a montré que les acides gras saturés totaux ont présenté un
pourcentage décroissant par rapport au premier stade phénologique (F 12/07) 30,88 % jusqu'au
dernier (F 03/08) 22,93 % avec un coefficient de variation égal a 13,61 %. Parmi ces acides gras
saturés, nous pouvons mentionner les dominants : I’acide palmitique (C16 : 0) et ’acide myristique
(C14 :0). Les AGStotaux étaient significativement différentspar rapport aux moyennes des AGMI
et AGPI dans chaque stade phénologique (P < 0,05). La richesse en acides gras insaturés totaux
rend les huiles de feuilles d'un point de vue nutritionnel des aliments particulierement intéressants,
(Lunn et Theobald, 2006) parmi ces acides gras insaturés (les omégas) principalement C18 : 1
®9,C18:2 w6,C18:3 w3,et C16: 1 o7. Le premier acide gras détecté et le plus abondant dans
les extraits lipidiques des feuilles du premier stade était I'acide linolénique (C18 : 3), qui présentait
les mémes différences significatives entre les moyennes des acides gras a chaque stade
phénologique (P < 0,05) et varie du premier au quatriéme stade avec un coefficient de variation
égale a 13,17 %. En outre, son accumulation est enregistrée au cours des stades phénologiques avec
des valeurs variantes entre 32,81 % et 41,73 %. Dans une autre étude en parallele, I'accumulation

del’acide linolénique est constatée aussi avec I’espéce P. lentiscus L. (Harrat et al., 2018).

L’acide linolénique est suivi par l'acide linoléique (C18 : 2) avec un pourcentage élevé de
14,97 % détectés dans le dernier stade (F 19/09) puis I’acide oléique (C18 : 109) avec 10,74 % au
deuxieme stade (F 03/08), et enfin I'acide palmitoléique (C16 : 1 ®7)avec diminution de 8,93 % a
4,47 % pendant les stades phénologiques (Tableau 5). Les différentes valeurs du coefficient de
variation des acides gras insaturés ont indiqué que les stades phénologiques ont eu une influence

sur leurs pourcentages.

Ces résultats ont révélé le taux élevé des acides gras insaturés dans I’huile des feuilles,
principalement I'acide linolénique (C18 : 3), I’acide gras essentiel qui joue un role primordial dans
I'alimentation et la santé humaine par la prévention de nombreuses maladies comme les troubles
cardiovasculaires, la dyslipidémie, 1’hypertension, 1’athérosclérose, le diabéte sucré, 1’obésite, les
troubles neurologiques et neuropsychiatriques, (Yashodhara et al., 2009) et enfin les maladies

inflammatoires dont I'asthme et les allergies (Miyata et Arita, 2015).
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Pour I'huile de galles, I'analyse par CPG-FID a montré que le pourcentage des acides gras
saturés totaux augmente a partir de43, 2 % en premier stadejusqu’a ce qu’il atteigne 72,25 % dans
le quatrieme stade phénologique (G 19/09) avec un coefficient de variation égal a 24,91 %. Le
pourcentage ¢€levé des AGS appartient aux valeurs croissantes de 1’acide myristique et le
pourcentage élevé de 1’acide palmitique surtout dans le premier et le deuxieme stade. Les deux
acides gras saturés ont montré les mémes différences significatives entre les moyennes d’acides
gras dans les extraits lipidiques des galles a chaque stade phénologique (P < 0,05). Les autres AGS
sont également détectés mais avec de faibles pourcentages comme C17: 0, C18: 0, C20: 0, et
C22: 0. D'autre part, le pourcentage des acides gras insatures (les omégas 1,3 et 6) est attribue au
premier stade phénologique avec des pourcentages de 19,14 % et 6,81 pour, respectivement, le
linoleique (C18: 2) et le linolénique (C18: 3). En outre, I’acide oléique est détecté avec un

pourcentage élevé 23,07 %, dans le troisiéme stade (G 24/08).

Des différences significatives (P < 0,05) entre les moyennes des acides gras insaturés dans
les extraits lipidiques des galles de chaque stade phénologique sont également remarquees
(Tableau 5) et Iimpact du stade phénologique sur chaque acide gras insaturé des huiles brutes de

galles était confirmé par les différents coefficients de variation. En outre, aucun rapport sur la

composition desacides gras n'est trouvé dans la littérature concernant 1’huile brute des galles.
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Tableau 5 : Pourcentages de la composition en acides gras des extraits lipidiques des feuilles, galles et fruits de P. atlantica.

Extraits lipidiques des feuilles Extraits lipidiques des galles Extraits lipidiques des fruits immatures Extraits lipidiques des fruits matures

F F F F cv G G G G cv Fr FrRjl | Frrjl | FrrRjI | cv FrVEM | FrNM | FrNMm! cv

12/07 | 03/08 | 24/08 | 19/09 | (%) 12/07 | 03/08 | 24/08 | 19/09 | (%) Vcl12/ | 03/08 24/08 19/09 | (%) 24/08 24/08 19/09 (%)

[a] [a] [a] [a] [a] [a] [a] [a] 07[a] [a]lb] [a] [b] [a] [b] [a] [b] [a] [b] [a] [b]
Acidesgras
C14:0 9,47° | 9,67°° | 10,94™ [ 9,19 7,882 14,51* | 19,56% | 24,83* | 52,12° 60,46 0,42° 0,12° 0,11¢ 0,11° 80,74 - 0,08 - -
C16:0 14,35° | 11,47° | 11,25° | 10,81° | 13,45 20,30° | 20,26° 16" 16,34° | 13,04 13,44% | 10,79 | 11,247 | 12,79 | 10,04 19,12° 11,48° 14,73¢ 25,37
C16:107 8,93 | 7,80¢ | 5.22¢ 4,47° 31,89 [ 12,15 | 10,51* | 2,76 | 322" 67,95 1,37 | 0,75° 0,89¢ 0,87° | 28,22 1,08¢ 0,86° 0,46° 39,29
C17:0 1,32° | 1,32° | 2,68° 0,40° 65,69 1,06° 0,62° | 0,208° Tr 67,70 0,18° | 0,06¢ 0,08¢ 0,11° | 48,85 0,10° 0,07° 0,03° 52,68
C18:0 1,75 | 2,01° | 1.13° 0,54° 48,49 2,54° 2,79 | 2,68° | 2,78° 4,306 2,10° | 2,219 2,119 2,389 | 5,903 1,73¢ 2,15° 1,63¢ 15,02
C18:109 7,36% | 10,74% | 6,79% | 8,58“ 20,90 5,33 | 4,11 | 23,07* | 4,60 99,26 48,08" | 56,78° | 57,39 | 55,49° | 7,918 59,83% 61,00° 59,29° 1,456
C18:206 11,86° | 9,34° | 12,73 | 14,97° | 19,035 | 19,14° | 12,14° | 17,61° | 6,32° 42,19 27,90° | 27,47° | 26,53° | 26,47° | 2,609 17,36 22,98¢ 22,39¢ 14,77
C18:303 32,81% | 31,46° | 33,95% | 41,73* | 13,17 6,81° 519° | 1,86° | 2,82° 53,92 3,69° | 0,66° 0,98¢ 0,77° | 95,04 0,43° 0,79° 0,75° 30,05
C20:0 2,50° | 3,52¢ | 2,23° 1,54° 33,56 1,75° 3,21° | 1,34° | 2,46° 37,55 0,42° | 0,249 0,56¢ 0,26° | 40,57 Tr 0,25° 0,41° 34,28
C20:109 2,99° | 3,15° | 2,47° 0,13° 64,09 9,43° | 10,97° | 4,18° | 3,09° 55,91 0,93° | 0,70¢ 0,03¢ 0,64° | 66,82 0,30° 0,50° 0,55° 29,40
C22:0 1,49° | 2,80° | 2,41° 0,45° 58,59 3,04° 217° | 2,01° | 1,55° 28,42 0,008° | 0,003% | 0,002¢ | 0,006° | 57,97 ND 0,0002¢ 0,002° ND
C22:1 ND ND 2,47° 2,02° 14,17 ND 418° | 4,70° | 0,97° 61,53 0,008° | 0,003% [ 0,002¢ | 0,006° [ 57,97 ND 0,0002 ND ND
AGMI 19,28° | 21,69° | 16,95° | 15,2° 15,43 26,91° | 29,77° | 34,71° | 11,88° | 38,10 50,388" | 58,233" | 58,31° | 57,006" | 6,749 61,21° 62,36° 60,3% 1,684
AGPI 4467% | 40,8 | 46,68% | 56,7° 14,36 25,95° | 17,33" | 19,47° | 9,14° 58,59 31,59° | 28,13° | 27,51° | 27,24° | 7,046 17,79° 23,77° 23,14¢ 15,23
AGI 63,95 | 62,49 | 63,63 71,9 19,98 52,86 47,1 54,18 | 21,02 35,37 78,518 | 86,366 | 85,82 | 84,246 | 4,292 79 86,13 83,44 4,345
AGS 30,88" | 30,79° | 30,64° | 22,93" | 13,61 43,2° | 48,79% | 47,068° | 72,25% | 24,91 16,568° | 13,423° | 14,10° | 15,656°| 9,601 | 20,95% 14,03% | 16,862% | 20,13
AGI/AGS 2,07 2,029 | 2,076 | 3,135 | 23,147 | 1,223 | 0,965 | 1,151 | 0,279 47,64 4,739 | 6,434 6,085 5381 | 13,32 3,77 6,139 4,948 23,92

AGS : acide gras saturé ; AGMI : acide gras mono-insaturé ; AGPI : acide gras poly-insaturé. AGI : acide gras insaturé. Tr : trace. ND : non déterminé.

[al Les différentes lettres dansla méme colonne montrent des différences statistiquement significatives entre les moyennesdes AGS, des AGMI et des AGPI selon
le test de Fisher a P < 0,05. [P Les différentes lettres dans la méme ligne montrent des différences statistiquement significatives des acidesgras entre les
moyennesdes fruits immatures et matures.
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Concernant la composition chimique desacides gras pour les extraits lipidiques des fruits,
ils ont montré une teneur élevée en acides gras insaturés, notamment les acides oléiques et
linoléiques, ces résultats sont proches ou inférieurs a celles rapportées par Benhassaini et al.,
(2007) avec des valeurs variantes au cours des stades de maturité. En commengant par ’acide
linoléique (C18 : 2) qui amontré des différences significatives parmi les moyennes des acides gras
des extraits lipidiques des fruits immatures et matures (P < 0,05). Son pourcentage élevé est détecté
dans les extraits des fruits immatures plutdét que ceux de fruits matures, avec des valeurs
décroissantes a partir de premier stade (Fr V¢ 1 12/07) 27,90 % jusqu’a le quatrieme (Fr Rj. 19/09)
26,47 % avec une faible variation 2,609 % (Tableau 5), ce qui implique le faible impact de la date

de collecte des fruits par rapport a leur couleur.

Par ailleurs, contrairement a l'acide linoléique, le pourcentage élevé d'acide oléique est
détecté pour les fruits matures (Tableau 5) ou il atteint 61 % dans I'échantillon d'huile (Fr N M
24/08). Le pourcentage d'acide oléique dans les extraits lipidiques des fruits immatures varie entre
48,08 % et 57,39 % selon les stades phénologiques. De plus, il a enregistré une différence
significative entre les moyennes d'acidesdes fruits immatures et matures (P< 0,05) et un coefficient
de variation égal a 7,918 %. Les autres acides gras insaturés étaient détectés avec un pourcentage
insuffisant, comme 1’acide linolénique (C18 : 3) et I'acide palmitoléique (C16 : 1).

Pour les acides gras saturés, lI'acide palmitique était le dominant avec un pourcentage atteint
a 19,12 % dans I'échantillon d'huile (Fr Vf M 24/08) comparé avec les autres acides gras. Les
résultats de la composition en acides gras des extraits huileux desfruits de P. atlantica sont presque
similaires a ceux rapportés dans Givianrad et al., (2013) et Bentireche et al., (2019) concernant,
respectivement, l'acide oléique (50,65 %), linoléique (29,76 %) et palmitique (13,12 %). De plus,
ils consolident les résultats analysés par I'effet de la date de collecte sur la composition en acides

gras de P. lentiscus L trouvée dans Mezni et al., (2014).

A notre connaissance, de nombreuses études ont analysé la composition chimique des
acides gras des fruits de P. atlantica (Yousfi et al., 2002 ; Saber-Tehrani et al., 2013 ; Guenane
etal., 2015 ; Bentireche et al., 2019), tandis que la présente étude détermine pour la premiere fois
la composition chimique en acides gras des huiles de feuilles et de galles de cette plante. En outre,
cette étude met également en évidence l'impact du stade phénologique sur la variation de la
composition en acides gras.
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1-2-Rendement, contenus des tocophérols et des caroténoides

Les résultats du rendement et du contenu en tocophérols et caroténoides totaux des
différents échantillons d’extraits lipidiques sont mentionnés dans le tableau 6. Les teneurs en
tocophérols et en caroténoides dans les échantillons sont déterminés a partir des courbes
d’étalonnages, ou elles sont exprimées en milligramme équivalent d’a- tocophérol et de B-caroténe
par gramme d’huile respectivement.

Le rendement en huile des feuilles et des galles augmentait progressivement en fonction du
stade phénologique, ou ils ont atteint les valeurs respectives de 7,93 % et 6,58 % lors du quatriéme
stade. En outre, ils ont présenté un contenu plus faible de, respectivement, 3,6 a 4,3 fois inférieurs
de la teneur du meilleur rendement d’huile obtenus par les fruits. Un effet similaire de la date de
collecte sur la teneur en huile essentielle de P. lentiscus L. était rapporté dans Haloui et al., (2015).
Outre I’effet du stade phénologique, les rendements en huiles de fruits sont influencés par le degré
de maturation indiqué partiellement par leur couleur. En effet, les rendements les plus élevés sont
attribues aux fruits matures, ce qui pourrait étre di a l'accumulation d’huile pendant les étapes de
maturation. Cette explication est conforme aux résultats indiqués précédemment par Guenane et
al., (2015) et Bentireche et al., (2019).

Les valeurs croissantes de la teneur en tocophérols sont observées pour les extraits
lipidiques de feuilles et de galles, en fonction de stade phénologique. En commencant par la teneur
en tocophérols des huiles de feuilles, qui est passée progressivement de 0,21+0,01 mg E oT/g Ms
lors du premier stade (F 12/07) au 1,53+0,01 mg E oT/g Ms lors du quatriéme (F 19/09), suivie par
les extraits lipidiques des galles, ou elles ont exposé différentes valeurs de tocophérols entre 0,42
+ 0,01 mg E oT/g Ms pour le premier stade (G 12/07) et 0,52 £ 0,01 mg E oT/g Ms pour le
quatrieme stade (G19/09). Les mémes variations croissantes sont également observées pour les
feuilles et les galles pour le contenu en caroténoides totaux, qui varie, respectivement, en fonction
des stades phénologiques entrel8,58+0,24 nug E BC/g Ms et 86,60 + 0,95 pug E BC/g Ms, et entre
57,2443,18 ng E BC/g Ms et 69,15+ 0,13 E BC/g Ms. Des différences significatives sont observées
entre les moyennes de rendement, de teneur en tocophérols et caroténoides des extraits lipidiques

dans chaque stade phénologique selon le test de Fisher a (P < 0,05).

Nos résultats sur les extraits lipidiques des feuilles de P. atlantica enregistrent des valeurs
élevées de teneur en tocophérols par rapport a I'huile de feuilles de P. lentiscus signalées par
(Harrat et al.,, 2018) ou la teneur en tocophérols variant entre 80,1 et 152,4 ug/g Ms sont
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inférieures aux notres. D’autre part, les teneurs en caroténoides signalées par Tarchoune et al.,
(2015) dans les extraits huileux de deux variétés de feuilles d'olivier n'a pas dépassé les valeurs
respectives de 44,33 pug/g Ms et 82.37 ng/g. Nous justifiant le choix de I’inclusion de I’huile des
feuilles d’olivier dans la comparaison par ses propriétés nutritionnelles et diététiques semblables a
celle des feuilles de P. atlantica, ou les huiles des deux espéces sont riches en acides gras insaturés
(C18:3), en tocophérols et en caroténoides. Bien que plusieurs études aient traité les teneurs en
tocophérols et caroténoides dans les lipides de feuilles et de fruits de ’espéce P. atlantica
(Benguechoua et al., 2021 ; Guenane et al., 2017), aucune recherche n’est portée sur le contenu
en tocopherols et en caroténoides dans les lipides des galles de P. atlantica, qui se révéle
originalement dans cette étude. En se basant sur les résultats obtenus, nous remarquons que les
stades phénologiques ont un effet sur la teneur croissante des tocophérols et caroténoides totaux
qui sont connus par leur grande importance en termes de valeurs nutritionnelles et comme des

antioxydants naturels.

Pour les extraits lipidiques des fruits, les teneurs totales en tocophérols et en caroténoides
varient, a la fois, en fonction de la date de collecte (stade phénologique) et de la couleur. Lateneur
des tocophérols et des caroténoides dans les extraits huileux des fruits immatures (vert clair ou
rouge) a diminué en fonction de la date de collecte. En ce qui concerne les extraits huileux des
fruits matures (vert foncé et noir), la teneur en tocophérols et en caroténoides a présenté un niveau
élevé par rapport aux extraits des fruits immatures dans le troisieme et le quatriéme stade
phénologique, ce qui rime avec les résultats trouvés par Bentireche, (2020) ou la matiére
insaponifiable des huiles des fruits matures présentait une teneur en tocophérols élevée par rapport
a celle des fruits immatures. Nous avons également constaté des différences significatives entre les
moyennes des extraits lipidiques des fruits immatures et matures dans le rendement, la teneur des

tocophérols et caroténoides selon le test de Fisher a (P < 0,05).

2-Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante de chaque extrait lipidique a été évaluée par le test DPPH (ECso),
par la capacité reductrice de fer et par le pouvoir piégeant du radical ABTS. Les résultats pour ces
deux derniers tests sont exprimés en capacité équivalente (UM équivalents alpha-tocophérol par
gramme de maticre séchée a I’air libre) calculée a partir de la droite d’étalonnage d’a-tocophérol.

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 7.
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Composition Extraits lipidiques des feuilles Extraits lipidiques des galles Extraits lipidiques des fruits
des huiles F12/07 | F03/08 F24/08 | F19/09 | G12/07 | G03/08 | G24/08 | G19/09 Frvcl FrRjl FrRjl FrVEM | FrNM FrRjl FrN M
[b] [b] [b] [b] [b] [b] [b] [b] 12/070Iel | o3/0gMblel | 24/0gMblcl | 24/08%1 | 24/08"1 | 1g/09[bIc] | 19/09[blc]
Rendement en huiles 3,98° 5,52° 6,37° 7,93° 6,00° 6,44° 6,55° 6,58" 2,78° 20,00° 14,30° 28,00% 27,93% 11,92° 28,50™
(%)
Teneur en tocophérols 0,21° 0,48° 0,98° 1,53° 0,42° 0,49° 0,50° 0,52° 0,510° 3,562° 1,416° 2,864° 3,5635° 1,084° 2,867°
(mg EaT/g Ms) © +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,02 +0,02 +0,03 +0,02 +0,05
Teneur en caroténoides 18,58% 18,56 ° 55,61° 86,60 57,24° 66,14 ° 67,01° 69,15° 34,77 246,4® 68,35™ 140,847 140,76° 24,677 73,53°
(ug E BC/g Ms) & +0,24 +0,16 +0,32 +0,95 +3,18 +0,19 +0,85 +0,13 +0,17 +3,20 +0,71 +3,92 +1,67 +0,12 +0,17
[a] Les valeurs sont exprimées en moyenne+ SD (n = 3). [b] Les différentes lettres d'une méme colonne des extraits lipidiques des feuilles, de galles et de fruits
présentent des différences statistiquement significatives entre les moyennes du rendement, de teneursen tocophérols et caroténoides selon le test de Fisher a P <
0.05. [c] Les différentes lettres dansla méme ligne montrent des différences statistiquement significatives du rendement, de teneurs en tocophérols et
caroténoides entre les moyennesdes fruits immatures et matures selon le testde Fisher & P < 0.05.
Tableau 7 : Tests DPPH, FRAP et ABTS de l'activité antioxydante des extraits lipidiques des feuilles, galles et fruits de P. atlantica
pendant les stades phénologiques.
Activité Extraits lipidiques des feuilles Extraits lipidiques des galles Extraits lipidiques des fruits
antioxydante | F12/07"" | 'F03/08™ [ F 24/08™ | F19/09™ [ G 12/07™ G03/08PT [ G24/08™ [ G19/09™ [ FrveI™ [ FrRjIPT [ FrRj ™ [ FrVEM™ [ FeNMPT [ FrRj 1T | Fr N M™ Standard
[l12/07 | Flosjos | [l24/08 | [l24/08 | [l24/08 | [cl19/09 | 19/09 | Antioxydant VE
Test DPPH 0,202°7 %0,113 0,072° 0,068" 0,281° 0,176" 0,192° 0,171° 0,055° 0,088° | 0,099° 0,411° 0,256° | 0,186° 0,322° 0,01
ECso (mg/ml)® | +0,001 0,002+ +0,001 +0,001 +0,009 +0,001 +0,003 +0,001 +0,001 | £0,004 | £0,002 +0,012 +0,002 | £0,004 | +0,002 +0,0002
Test FRAP 4,600° 7,877° 11,97° 15,30° 1,8847 2,434° 2,693 2,767° 1,510° 11,53° | 10,09° 16,88° 17,11° 5,94° 15,39° /
(ULME aTlg +0,002 0,321 + +0,029 +0,174 +0,324 +0,265 +0,223 +0,368 +0,082 +0,980 | £0,237 +0,462 +0,215 | £0,174 +0,068
Ms) [a]
Test ABTS 0,723° 70,960 1,226° "2,189 2,201° 2,607° 2,4247 2,696 5,003° [ 24,705° | 21,755° | 28,920 | 40,918 | 15537° | 24,29%F /
(ULME aTlg +0,032 0,124 + +0,028 +0,123 +0,005 +0,080 +0,066 +0,453 +0,064 +0,201 +0,618 +0,746 +2,492 +0,571 +0,948
Ms) [l

[a] Les valeurs sont exprimées en moyenne+ SD (n = 3). [b] Les différentes lettres d'une méme colonne des extraits lipidiques des feuilles, de galles et de fruits

présentent des différences statistiquement significatives entre les moyennesdestests DPPH, FRAP et ABTS selon le test de Fisher a P < 0.05. [c] Les différentes
lettres dansla méme ligne montrent des différences statistiquement significatives du rendement, de teneurs en tocophérolset caroténoides entre les moyennesdes
fruits immatures et maturesselon le test de Fisher & P < 0.05.
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Les résultats que nous avons obtenus ont montré une capacité antioxydante accrue pour les
extraits lipidiques de feuilles et de galles. La meilleure activité antioxydante pour les deux organes
est enregistrée au cours du quatriéme stade (F 19/09) et (G 19/09) selon les essais des tests DPPH,
FRAP et ABTS dont les valeurs respectives sont 0,068 £ 0,001 mg/ml, 15,30+ 0,174 uM E aT /g
Ms, et 2,189 + 0,123 uM E oT /g Ms (pour les feuilles) et 0,171+ 0,001 mg/ml, 2,767 £ 0,368 UM
E oT /g Ms et 2,696 + 0,453 uM E oT /g Ms (pour les galles). Des différences statistiques sont
observées dans les valeurs du test FRAP des huiles de feuilles par rapport aux moyennes DPPH et
ABTS dans chaque stade phénologique (P < 0,05) et pour les extraits lipidiques des galles, le test
DPPH a présenté des différences significatives par rapport aux tests FRAP et ABTS. En outre, les
extraits lipidiques des feuilles ont présenté une capacité antioxydante tres puissante, environ 40
fois plus élevée que celle des huiles de feuilles de P. lentiscus L. établie avec une étude anterieure
(Harrat et al., 2018) qui a enregistré des valeurs d’ECso du test DPPH variant entre 3,28 et
4,51 mg/ml.

Concernant les fruits, les extraits lipidiques des fruits immatures du premier stade (Fr Vc
12/07) ont affiché la plus forte activité (valeur minimale d’ECso= 0,055 + 0,001 mg/ml par rapport
a celles rapportées par Guenane et al., (2017) et Bentireche et al., (2019) pour le test DPPH dont
les résultats varient entre 17,1 et 47,3 mg/ml. De plus, il était presque proche ou inférieur a la valeur
d’ECso de I'antioxydant de référence (vitamine E) ECso = 0,0153 +0,0002 mg/ml. La meilleure
activité antioxydante est attribuée a I'échantillon (Fr N M 24/08) d'extrait lipidique des fruits noirs
matures selon les tests FRAP et ABTS avec desvaleurs égales a 17,11 + 0,215, 40,918 + 2,492 uM
E oT /g Ms. Ce résultat pourrait expliquer en partie celui rapporté par Bentireche et al., (2019) ou
la meilleure activité antioxydante était attribuée aux fractions insaponifiables des huiles des fruits
matures. En effet, il semblerait que la richesse de ces huiles en tocophérols et particulierement en
caroténoides (constituants de la fraction in saponifiable) soit responsable de cette intense activite.
Nous notons des différences significatives entre les moyennes des extraits lipidiques de fruits
immatures et matures dansles valeurs destrois tests (DPPH, FRAP et ABTS) selon le test de Fisher
a (P <0,05).

Les résultats des trois tests effectués ont indiqué que les extraits lipidiques des feuilles, les

galles et les fruits constituaient une source précieuse de molécules antioxydantes naturelles telles
que les tocophérols, les caroténoides, et les acides gras essentiels.
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3-Influence du stade phénologique et degré de maturation sur la composition

chimique des lipides de différents organes et leurs activités antioxydantes

Afin de déterminer le taux de variation en teneur des phytoconstituants et en activité

antioxydante selon les stades phénologiques pour les extraits lipidiques des feuilles et des galles,
nous avons calculé les coefficients de variation a I’aide de I’équation suivante :

S
cV = X x 100 %
Ou S représente I’écart type des échantillons de méme organe aux différents stades

phénologiques et X leur moyenne.

Pour les extraits lipidiques des fruits, les coefficients de variation sont calculés selon la
couleur des fruits. Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 8. Coefficients de variation de la composition chimique et de I'activité antioxydante des
extraits lipidiques du P. atlantica au cours des stades phénologiques et des degrés de maturation

desfeuilles, des galles et des fruits.

Les échantillonsdes Coefficientde variation (%)
extraits lipidiques Composition chimique Activité antioxydante
Rendement | Tocophérols | Caroténoides DPPH FRAP ABTS
Feuilles 27,72 72,74 73,3 54,72 47,07 50,48
Galles 4,20 9,014 8,09 25,10 16,36 8,82
Fruits 55,26 45,46 28,53 62,42 54,79 42,12

Les résultats du tableau 8 indiquent que les quantités en caroténoides, tocophérols et en
lipides présentent une variation substantielle en fonction des stades phénologiques des organes. La
variation est trés importante en caroténoides, tocophérols et en rendement dans les lipides de
feuilles par rapport aux galles. Elle est comprise, respectivement, entre 18,58 et 86,60 ug E BC/g
Ms (caroténoides), entre 0,21 et 1,53 mg E oT/g Ms (tocophérols) et entre 3,98 et 7,93 %
(rendement) (Tableau 6) avec les coefficients de variation respectifs de 73,3 %, de 72,74 % et de
27,72 %. Concernant les galles, une légére variation des teneurs en caroténoides, tocophérols et du
rendement des lipides est également constatée (respectivement 8,09, 9,014 et 4.20 %). Il a éte bien

montré que le stade de la collecte influencait la composition chimique des différents organes des
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huiles essentielles de P. atlantica. (Rahimi et al., 2016) et dans les huiles essentielles de P.
lentiscus L. (Haloui et al., 2015). Pour les fruits, nous notons des coefficients de variations, qui
expriment des ratios de 55,26 %, 45,46 % et 28,53 % pour, respectivement, le rendement en huile,
les teneurs en tocophérols et caroténoides totaux. La méme constatation a été révélée par Trabelsi
et al, (2012) et Guenane et al, (2015), ou le degré de maturation des fruits de, respectivement, P.
lentiscus et P. atlantica presentait une grande variabilité dans la composition chimique de leurs
lipides. Nos résultats et ceux rapportés par les précédents auteurs ainsi que les travaux de
Bentireche et al, (2019) confirment I’impact de la couleur et la date de collecte sur la composition

chimique des lipides des fruits de P. atlantica et P. lentiscus.

Les mémes observations sont faites a travers les résultats de I'impact des stades
phenologiques et de degre de maturation sur I'activité antioxydante des lipides de différentsorganes
de P. atlantica, ce qui explique leur relation avec la composition chimique. Le taux de variation
entre les valeurs de trois tests DPPH, FRAP, et ABTS fait une distinction intéressante entre les
lipides des trois organes. Par conséquent, la variation au cours des différents stades phénologiques
est plus critique dans les lipides de feuilles que dans celles de galles ; ces variations se situent entre
47,07 % et 54,72 % selon le stade phénologique. Les trois tests DPPH, FRAP et ABTS donnent
une variation élevée pour les lipides de feuilles comprises, respectivement, entre 0,068 et
0,202 mg/ml, 4,6 et 15,30 uM E aT/g Ms et entre 0,723 et 2,189 uM E oT/g Ms (Tableau 7)

Ces résultats coincidents avec ceux rapportés par Gourine et al., (2010) ou la composition
chimique des huiles essentielles de feuilles de P. atlantica et leur activité antioxydante varie en
fonction des différentes saisons de croissance. Pour les lipides de fruits, la variation était basée sur
le degré de maturation ou les résultats des tests DPPH, FRAP et ABTS montrent des taux de
variation trés intéressants entre les extraits lipidiques de fruits matures et immatures soit,
respectivement, 62,42 %, 54,79 % et 42,12 %.
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4-Corrélations

Plusieurs études antérieures confirment qu'il existe une forte relation entre l'activité
antioxydante et les substances bioactives mineures des composants phytochimiques tels que les
tocophérols, les caroténoides et les acides gras insaturés oméga-3 (Ohkatsu et al., 2001 ; Stahl et
Sies, 2003 ; De Aguiar et al., 2011). Selon nos résultats, l'activité antioxydante des différents
organes du P. atlantica pourrait étre attribuée a la présence des tocophérols, caroténoides et acides
gras insaturés particuliérement 1’acide linolénique (C18 :3) dans les lipides. Pour cette raison, une
analyse en composantes principales (ACP) (Figure 34) est utilisée pour trouver la relation entre la
composition en phytoconstituants des différents organes (tocophérols, caroténoides, C18 : 3) et

leurs activités antioxydantes.

Biplot (axesFl et F2 : 81,94 %)

F2 (20,71 %)

Test ABT
FEINM19/09 o0 >

F1 (61,23 %)

Figure 34 : Analyse en composantes principales (ACP) d'un graphique bidimensionnel, de 15
échantillons des huiles brutes, qui définit la relation entre leurs variables quantitatives des trois
différents organes.

L'analyse des données donne deux combinaisons linéaires F1 et I'axe F2, qui explique
globalement 81,94 % de l'information totale. F1 et F2 sont les axes les plus corrélés avec les
facteurs étudiés. L'angle entre les deux vecteurs donne le degré de corrélation tandis que I'angle

adjacent exprime une corrélation élevee. Les tocophérols, les caroténoides et le rendement en
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lipides ont montré une forte corrélation positive entre elles et entre les valeurs des tests ABTS. De
plus, une corrélation positive moyenne est trouvée entre les valeurs de test FRAP, tocophérols,
caroténoides, acide linolénique C18: 3, et du test ABTS, et entre les valeurs d’ABTS, et DPPH,
I'angle orthogonal (90°) représentant des variables non corrélées (acide linolénique C18 : 3 avec
les teneurs en tocophérols, et caroténoides), et enfin lI'angle opposé (180°) signifie une corrélation
négative car la relation entre le test DPPH et C18 : 3 est inversement proportionnelle, ¢’est-a-dire
lorsque les pourcentages de l'acide linolénique C18 : 3 augmentent, les valeurs ECsodu test DPPH
diminuent. Le lien entre les vecteurs et les dimensions (F1, F2) se manifeste comme suit : L'axe
(F1) est positivement lié avec les variables destocophérols, caroténoides et ABTS), par contre les
autres variables (FRAP, DPPH et I’acide linolénique C18 : 3) sont liées a I'axe (F2) avec une valeur

positive.

Les résultats obtenus par le graphe bidimensionnel de I'ACP ont révélé que les extraits
lipidiques de fruits de P. atlantica sont caractérisés par une teneur plus élevée en tocophérols et
caroténoides accompagnés d'une intense activité antioxydante selon les tests FRAP et ABTS, par

rapport aux autres organes. Cela a confirmé que les fruits de P. atlantica constitue un réservoir
important en composants mineurs bioactives tels que les tocophérols et les caroténoides.

De plus, les extraits lipidiques desfeuilles présentent une teneur élevée en acide linolénique
(C18: 3) associe a une puissante activité antioxydante selon les valeurs ECsodu test DPPH. Pour
le groupe des extraits lipidiques des galles, l'activité antioxydante modérée est liée aux contenus
moyens en tocophérols et caroténoides totaux par rapport a ceux des feuilles. En outre, et en tant
qu'interaction entre les trois différents organes, I'échantillon d'huile des fruits (Fr V¢ 1 12/07) était
situé pres des groupes des lipides de feuilles et de galles, ce qui montre que les fruits non matures
au stade initial présentaient une teneur en phytoconstituants similaire a celle des feuilles et des

galles et partageaient avec eux les mémes caractéristiques (C18 :3, tocophérols, caroténoides).

Par ailleurs, pour plus de clarté, les coefficients de corrélation de Pearson sont calculés et
resumés dans le tableau 9 afin d'obtenir toutes les relations entre les variables. La teneur en
tocophérols est fortement et significativement liée a la teneur en caroténoides, dans,
respectivement, les extraits lipidiques des feuilles, des galles et des fruits (r = 0,982 p < 0,05, r
=0,999 p <0,01, r =0,831 p <0,05). Cette relation pourrait s'expliquer par le fait que ces deux

groupes de substances phytochimiques partagent un précurseur commun (le gyranyl gyranyl
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pyrophosphate, GGPP), et le méme mécanisme de régulation dans leur biosynthese (Ombaodi et

al., 2014). lls sont egalement corrélés positivement et significativement avec le rendement en huile

desfeuilles, galles, et fruits ou les valeurs respectives de coefficients de corrélation sont r = 0,980

p <0,05r=0,990 p< 0,01 et r=0,878 p< 0,05), ce qui confirme I'observation déja illustrée dans

les résultats de I'ACP (Figure 34). La capacité antioxydante des huiles brutes des feuilles évaluées

par les tests FRAP et ABTS exprimées en uM E oT /g Ms a montré une forte corrélation positive

et significative avec, respectivement, la teneur en caroténoides (r = 0,955, r = 0,952 p < 0,05) et en

tocophérols (r = 0,991 p < 0,01, r = 0,966 p < 0,05). Une autre corrélation positive significative est

détectée entre les valeurs de l'acide linolénique (C18 : 3 ®3) et celles du test ABTS.

Tableau 9 : Coefficients de corrélation de Pearson entre l'activité antioxydante (test DPPH, FRAP
et ABTS), les teneurs en acide linolénique (C18 : 3), caroténoides et tocophérols.

Les Rendement Teneuren Teneuren C18:3 Test DPPH Test FRAP Test ABTS
échantillons (%) ™ tocophérols caroténoides (%)™ ECso (UM E aT/g (MM o TE/g
(MgE aT/gMs) ® | (ug EBC/gMs) @ (mg/mL) ® Ms) Ms) ®
Extraits lipidiques des feuilles
Rendementenhuiles 1 0,980" 0,924 0,821 -0,914 0,988 0,946
Teneur en tocophérols 1 0,982* 0,889 -0,853 0,991™ 0,966"
Teneur en caroténoides 1 0,925 -0,759 0,955* 0,952*
C18:3 1 -0,528 0,819 0,959"
Test DPPH 1 -0,916 -0,735
Test FRAP 1 0,930
Test ABTS 1
Extraits lipidiques des galles
Rendementenhuiles 1 0,990 0,992** -0,886 -0,956" 0,990 0,835
Teneur en tocophérols 1 0,999** -0,847 -0,964" 0,985 0,893
Teneur en caroténoides 1 -0,835 -0,975" 0,980" 0,897
C18:3 1 0,712 -0,926 -0,521
Test DPPH 1 -0,915 -0,932
Test FRAP 1 0,802
Test ABTS 1
Extraits lipidiques des fruits
Rendementenhuiles 1 0,878™ 0,513 -0,770" 0,874™ 0,984™ 0,872
Teneur en tocophérols 1 0,831" -0,670 0,647 0,869" 0,855"
Teneur en caroténoides 1 -0,450 0,303 0,537 0,572
C18:3 1 -0,658 -0,764" -0,711
Test DPPH 1 0,825" 0,624
Test FRAP 1 0,916™
Test ABTS 1

[al La corrélation est significative a *p < 0,05 significative, ** p< 0,01 moyennement significative, *** p< 0,0001

hautement significative.
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Ces résultats sont en accord avec ceux de Muller et al., (2010), Dimakou et al., (2012) et
Fagali et Catald, (2008) ou les tocophérols, les caroténoides, et I’acide a-linolénique sont
considérés comme des antioxydants trés puissants. D'autre part, ces derniers composés ont montré
une corrélation négative mais non significative avec les valeurs d’ECso du test DPPH (une trés
faible valeur d’ECso signifie une activité antioxydante plus élevée).

Les teneurs en caroténoides et tocophérols totaux des huiles brutes de galles ont présenté
une corrélation positive significative et tres elevée (r = 0,980, p < 0,05, r = 0,985, p < 0,05) avec
les valeurs du test FRAP. Cependant, ils ont présenté une corrélation négative et significative avec
les valeurs d’ECsode test DPPH : (r = -0,975, p < 0,05 et r = -0,964, p < 0,05). Aucune corrélation
n'est trouvée avec l'acide linolénique (C18 : 3), en raison de leur faible pourcentage dans I'huile
brute des galles par rapport aux feuilles, ce qui explique la relation dépendante entre le taux d'acide
linolénique et le potentiel de l'activité antioxydante (Grela et al., 2017).

Pour les extraits lipidiques desfruits, les résultats ont indiqué une bonne corrélation positive
et significative entre les tocophérols et les valeurs de la capacité antioxydante des tests FRAP et
ABTS avec des coefficients de corrélation dont les valeurs respectives sont r = 0,869 et r = 0,855
(p < 0,05). Par contre, aucune corrélation significative n'est acquise avec les valeurs du test DPPH,
ainsi qu’entre les trois tests de I’activité antioxydante et I'acide linolénique (C18 : 3) comme il a
déja éte signalé avec les extraits lipidiques des galles. De plus, les valeurs destests ABTS et FRAP
sont positivement et significativement corrélées.
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Partie 2 : Collecte des saisons 2018 et 2019

Pour cette partie, I’étude prévue au départ (sur des échantillons collectés en 2018) consistait a
comparer, a grande échelle, la composition photochimique et I’activité biologique d’extraits
lipidiques et phénoliques de feuilles, de galles et de fruits de P. atlantica de deux régions a
conditions climatiques différentesafin de confirmer les résultats préliminaires obtenus par Guersas

pour des échantillons de ’année 2016 (Guersas, 2018).

Les résultats obtenus dont certains étaient inattendus ont justifié le recours a une collecte
supplémentaire (en 2019) qui s’est limitée uniquement aux feuilles d’'un nombre réduit d’arbres de
chaque région et ce afin de mettre en relief un éventuel effet d0 a la variation des conditions

climatiques d’une saison a une autre.

Ainsi dans cette partie, nous commencons par la présentation des résultats relatifs aux échantillons
de 2018 (feuilles et galles), puis nous comparons ceux des feuilles aux résultats de la collecte de la
saison 2019.

Concernant les résultats relatifs aux fruits, nous leur consacrons une section a part.

1-Feuilles et galles

L’étude de I’effet du stade phénologique sur la variation de la composition chimique et de
l'activité antioxydante des lipides des feuilles et galles de P. atlantica, a révélé que la meilleure

période de collecte en termes de quantité et de qualité des phytoconstituants et de leur capacité
antioxydante correspond au mois de Septembre (Chelghoum et al., 2020).

Ces resultats nous servent a choisir le moment opportun pour effectuer une collecte de
masse (sur un grand nombre d’échantillons) en vue d’étudier I'influence des facteurs

environnementaux sur le contenu chimique et les activités biologiques et ce en fixant la saison de
collecte et faisant varier la région ou les arbres poussent.

Les résultats attendus nous permettraient de mettre en évidence I’interaction des
métabolites des organes étudiés avec leur environnement. 11 est a relever que, pour de nombreux
cas, des échantillons de la méme espéce prélevée dans différentes régions et dans des conditions
environnementales différentes présentent des différences significatives, notamment la variation de

la productionde leurs métabolites en forme de réponse, ce qui est trés utile pour leur caractérisation
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chimique (Sampaio et al., 2016).

1-1-Influence des facteurs environnementaux sur la composition phytochimique et

I>activité antioxydante des extraits lipidiques des feuilles (saison2018)

Les teneurs en tocophérols et caroténoides et 1’évaluation de I’activité antioxydante ainsi

que la proportion relative en acides gras sont calculées de la méme fagon exposée dans le chapitre

précédent. Les résultats obtenus mentionnés dans le tableau 10 sont analysés a l'aide de I'analyse

en composantes principales (ACP), suivie d'une analyse ANOVA a sens unique & l'aide du test de

Fisher.

Tableau 10 : Composition phytochimigue et activité antioxydante des extraits lipidiques des

feuilles de P. atlantica.

Les Tocophérols Caroténoides DPPH ECso FRAP uM E o- c18:1 C18:2 C18:3
échantillons mgE a- mgE B- (mg.mL-1) tocophérol (%) (%) (%)
lo] tocophérol Caroténe (18] gt huilelMEl (8] (8] (8]
g huilelMs! g1 huilelMs]
Région de Tilghemt

TF1 132,20°+0,439 | 28,39%9+4,071 | 0,3129+0,006 727,42+47,18 8,21¢cd 18,22¢d 30,18¢
TF2 89,600°+1,972 | 16,25%9+0,624 | 0,2439+0,004 231,70246,94 15,5¢d 19,77¢ 27,90¢d
TF3 98,180°+5,635 | 28,30%9+1,899 | 0,2329+0,004 | 887,932+55,23 8,97¢d 12,03¢cd 22,23¢d
TF4 100,20°+10,40 | 24,80%9+6,173 | 0,2149+0,003 382,72+27,34 16,69¢d 16,16° 28,67¢
TF5 96,210°+10,60 | 23,49%+1,608 | 0,1999+0,002 349,82+24,34 20,48¢ 20,48¢ 7,260¢
TF6 70,070°+7,02 | 14,80%+2 244 | 0,3329+0,004 627,412+£38,6 9,54¢cd 16,1¢d 32,42¢d
TF7 78,366°+6,37 | 17,04%+2 226 | 0,3899+0,004 512,462+31,8 17,71 17,06% 23,45¢d
TF8 79,417°+10,73 | 16,75%9+1,185 | 0,1289+0,002 | 317,892+13,64 13,92¢d 13,65¢ 31,59¢
TF9 73,610°47,30 | 18,27%4+1,411 | 0,2549+0,008 438,42+29,12 14,71¢d 11,75¢d 21,31¢cd
TF10 94,246°+13,56 |22,304%+1,729 | 0,1239+0,004 | 432,072+30,48 22,49¢d 16,13 17,91¢

Moyennes 91,21+17,97 21,04+5,08 0,243+0,085 490,776+202,1 14,82+4,83 | 16,13+2,97 | 24,29+7,68

Région d’Aflou

AF1 70,38%9+6,73 | 52,469%+2,73 | 0,1799+0,004 | 935,82P+198,79 17,35¢ 1,150¢ 23,52¢d
AF2 89,917%+7 61 | 55,954%9+6,63 | 0,3239+0,008 | 579,97°+80,09 13,26% 17,454 25,19¢
AF3 54,257%4+2 12 | 63,272%9+1,71 | 0,2539+0,003 182,155+9,405 36,08¢ 15,22¢ 13,05¢
AF4 64,646%+6,53 | 58,96%9+2,22 | 0,2569+0,001 | 203,51°+4,293 35,45¢d 17,60¢ 22,95¢d
AF5 84,036%9+1,94 |46,064%9+3,776 | 0,3609+0,008 | 768,61°+63,06 22,36¢% 11,424 12,78
AF6 55,704%+2 98 | 49,725%+593 | 0,4359+0,003 | 255,99°+30,142 36,01¢d 8,490¢ 6,75¢
AF7 62,934¢9+3,78 | 54,474%9+9 736 | 0,2779+0,009 | 291,14°+4,357 42,09¢d 10,474 4,23¢cd
AF8 39,87%9+14 .47 |25,993%+0,950 | 0,2949+0,002 | 276,88°+20,781 29,49¢d 10,644 13,14¢d
AF9 63,78%9+7 913 | 43,684%+0,711 | 0,2609+0,008 | 124,06P+18,391 33,41 10,454 9,72¢cd
AF10 65,488%0+15,27 | 46,627%9+3,66 | 0,2739+0,002 | 134,49°+20,270 52,71¢ 12,97¢ NDL#!

Moyennes 65,10+£14,34 49,72+10,33 0,291+0,07 375,26+284,74 | 31,82+11,75 | 11,59+4,80 | 14,59+7,6

Standards
Vitamine E | | | 0,008+3,2.10°5 | | | |

[@]T : Tilghemt, A : Aflou, F : Feuilles, [{]ND : Non déterminé. [§] Les différences significatives sont indiquées par

différentes lettres dansla méme colonne entre les moyennesdesrégions de Tilghemt et d'Aflou selon le test de

Fisher a P< 0,05. [1] Les valeurs sontexprimées en moyenne + écart-type (n = 3).
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D’aprés la figure 35 qui montre une prévision sur la variation des teneurs en tocophérols,
caroténoides, et en acides gras C18 :1, C18 :2, C18 :3 entre les deux régions de Tilghemt et Aflou,
nous pouvons constater que les lipides des feuilles du site de Tilghemt sont plus riches en
tocophérols et en acides gras C18 :2, C18:3, tandis que les meilleurs contenus en caroténoides et
en acide oléique C18 :1 sont attribués a la région d’Aflou. Nos résultats indiquent globalement une

variation en composition chimique des extraits huileux selon les conditions environnementales de
chaque région.

Variation du contenu phytochimique des lipides des
feuilles
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Figure 35 : Variation de la composition chimique des extraits lipidiques des feuilles de P.

atlantica selon les deux régions de collecte.

Une analyse des composants principaux est établie (Figure 36). Selon les résultats de cette analyse,
les axes 1 et 2 expliquent 66,3 % de la variance totale. Les angles entre les lignes montrent a quel
point les variables sont liées entre elles ; plus les angles sont proches, plus l'interrelation est grande.
Par exemple, les tocophérols et I'acide linolénique (C18 : 3) étaient extrémement liés entre eux et
la méme interrelation est observée pour les caroténoides et les valeurs du test DPPH. L'importance
relative d'un seul parametre est illustrée dans les graphiques de I'ACP par la longueur de leurs
lignes centrifuges correspondantes.

Dans notre cas, les valeurs des variables C18: 1, C18: 2 et FRAP avaient la méme
longueur. Nous observons dans le graphique bidimensionnel ACP que les échantillons des extraits

lipidiques des feuilles sont divisés en deux groupes. Le premier groupe de la région de Hassi R'
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Mel (Tilghemt), qui se caractérise par une température maximale, un niveau de précipitation plus
faible (29,57 C°, 7,75 mm) (Tableau 4), et une altitude inférieure a (750 m) (Tableau 3). Il présente
la meilleure teneur en tocophérols totaux, en acide linoléique C18 : 2, et en acide linolénique C18 :
3 associés a une activité antioxydante tres puissante évaluée avec les tests DPPH et FRAP par
rapport au second groupe d’huiles brutes de la région d'Aflou (température inféricure a 23,42 C°,
altitude supérieure a 1350 m, et taux de précipitation égal a 29,72 mm). Toutefois, ce dernier
groupe présente une bonne teneur en caroténoides totaux et en acide oléique (C18 : 1), ce qui
semble indiquer que ces composés sont plus sensibles a la température élevée et preferent des

altitudes et taux de précipitation plus élevés.

Biplot (axes F1 and F2: 66.30 %)
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Figure 36 : Graphique bidimensionnel de I'ACP montrant la variation de la composition
phytochimique et les activités biologiques des extraits lipidiques des feuilles de P. atlantica des
deux régions différentes. Le cercle vert correspond aux échantillons de la région d'Aflou et le
bleu a ceux de la région de Tilghemt ; A, Aflou ; T, Tilghemt ; F, Feuilles.

Nos résultats montrent une tres forte corrélation positive entre la teneur en tocophérols, et
en acide linolénique. Ces deux paramétres sont négativement corrélés aux valeurs d’ECso de DPPH

et donc sont associés a une trés grande activité antioxydante. Cette observation est soutenue par
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des étudesantérieures, ou l'activité antioxydante des tocophérols et de I’acide gras linolénique était
confirmé (Mdller et al., 2010 ; Bouzidi et al., 2010). Nous nous sommes particulierement
intéressés par les acides gras insaturés (oméga) (C18 : 1, C18: 2, C18: 3) des huiles brutes de P.
atlantica en raison de leurs fonctions nutritionnelles potentielles rapportées par Labdelli et al.,
(2019), et de leurs activités biologiques intéressantes qui sont précédemment examinées (Lunn et
Theobald, 2006 ; Nagy et Tiuca, 2017).

La relation entre la capacité antioxydanteet le degré d'insaturation desacides gras deshuiles
correspond a une expérience antérieure, qui a témoigné du potentiel de piégeage des superoxydes
des micelles d'acides gras insaturés, ou le pourcentage de piegeage de I'O2 a augmenté en réponse
a l'augmentation du degré d'insaturation (Richard et al., 2008). Outre I'analyse par ACP, une
analyse ANOV A unidirectionnelle est realisée a l'aide du test de Fisher pour montrer les différences
dans les resultats des extraits entre les deux sites. Différentes lettres faisaient référence a des
différences significatives entre les moyennes des régions Tilghemt et Aflou selon le test de Fisher
a une valeur P < 0,05. Cette différence significative est observée dans les tocophérols totaux, le

pourcentage d'acides gras C18 : 2, et les valeurs de la capacité de réduction ferrique du test FRAP.

En comparant nos résultats obtenus a partir d 'un nombre représentatif d’échantillons pour
les deux régions a ceux obtenus par Guersas (2018) a partir d’un arbre de chaque site, il en ressort
des différences non négligeables notamment pour les tocophérols, le taux de I’acide linolénique et
de I’activité antioxydante. Nos résultats indiquent clairement des valeurs significativement élevées
pour les tocophérols et I’acide linolénique pour la région de Tilghemt. Ce ne fut pas le cas pour
I’étude précédente ou le taux de I’acide linolénique était trés élevé dans les feuilles de I’arbre d’El
ghaicha (52,02 %). De plus, il n’y avait pas de différence concernant les tocophérols. Ce contrast
pourrait étre expliqué par des facteurs multiples comme les facteurs génétiques propres a chaque
arbre, I’age de ’arbre et tres probablement des facteurs inhérents a la saison d’ou le besoin d’une

étude complémentaire pour confirmer cette donne.

1-2-Influence des facteurs environnementaux sur la composition phytochimique et les

activités biologiques des extraits phénoliques des feuilles (saison 2018)

L'effet des facteurs environnementaux abiotiques des deux régions sur les phytoconstituants

des extraits phénoliques des feuilles de P. atlantica (Tableau 11) est egalement visualisé sous la
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forme d’un graphique de colonne (Figure 37) qui montre une légére élévation de teneur en

polyphénols et flavonoides dans les extraits phénoliques de la région d’Aflou par rapport a ceux de

Tilghemt caractérisés par une moyenne €élevée de tanins.

Tableau 11 : Composition phytochimique et activités biologiques des extraits phénoliques des

feuilles de P. atlantica.

Les Phénols totaux Flavonoides Tanins DPPH L’effet inhibiteur
Echantillons mg E Acide mg E Quercétine mg E Catéchine ECso d’a-amylase
lo] gallique.g’tMst8IN g1 MslSIlf g tMs[EI (Mg.mL DB ] 1Cs0 (Mg.mL1) 81N
Région de Hassi R’Mel (Tilghemt)
TF1 244,121°%+2 754 4,589¢+0,508 111,70°+6,560 4,00°£0,012 27,263b+1,235
TF2 159,9723+11,71 4,811°+0,253 156,41°+3,909 3,40°40,019 17,97¢+0,350
TF3 142,673%45,39 3,115¢+0,416 6,211°+0,082 4,553°+0,074 29,638¢+1,08
TF4 143,489%+1,695 3,670¢+0,395 12,490+0,622 3,168¢+0,015 22,5280¢+0,609
TF5 174,789%46,727 4,254°+0,004 20,23°+0,704 3,12¢40,047 17,523b¢+1,124
TF6 158,470%+3,017 3,093¢+0,622 24,916°+0,279 3,27°4£0,043 17,169b¢+1,425
TF7 236,9692+3,272 4,484°+0,411 36,296+2,46 2,460,062 19,985b¢+1,252
TF8 349,3092+18,75 4,709¢+0,1 14,8245+0,925 3,52¢40,129 26,219%¢+2,11
TF9 328,0182+18,46 6,424¢°+0,406 16,190+0,849 3,21¢40,186 16,2215¢+0,928
TF10 228,8992+10,40 6,645¢+1,705 28,703+1,729 3,440,022 13,904P°+0,57
Moyennes 216,671474,90 4,579+1,203 42,80+49,97 3,414+0,555 20,842+5,305
Région d’Aflou
AF1 230,7273+2,79 5,034¢40,422 15,05P¢+1,45 6,126°+0,1 19,311°+0,353
AF2 163,236246,56 6,123¢40,223 18,550¢+0,072 3,316°+0,09 9,396¢+0,323
AF3 233,131%+8,63 6,857¢+£0,872 93,60¢45,642 3,814¢40,024 4,793°+0,108
AF4 236,9792+12,01 7,904¢40,444 27,43b¢+2 275 4,210°+0,029 12,678°+0,300
AF5 269,742+£10,74 7,915¢+0,816 7,330¢+0,932 5,19°+0,06 16,272¢+0,892
AF6 249,046%+3,98 13,17¢+0,755 21,79b¢+0,715 7,16¢+0,25 9,583¢+0,580
AF7 291,6292+26,18 9,834¢+1,471 33,465¢+0,367 3,373¢+0,02 11,687¢+0,07
AF8 169,258%+15,6 3,313¢+0,386 9,964b¢+1,278 3,086¢+0,028 7,703¢+0,142
AF9 233,2032+2,51 6,841°+0,414 8,148%¢+0,296 5,52¢+0,05 8,510°¢+0,309
AF10 179,5772+3,49 4,133°+0,143 12,756°¢+2,79 2,56°+0,032 11,035¢+0,572
Moyennes 225,653+42,57 7,112+2,87 24,808+25,62 4,435%15 11,097+4,22
Standards
Vitamine C 3,254+0,04
Gluconova 6,24%0,232

(Acarbose 50 mg)

[@] T : Tilghemt, A : Aflou, F : Feuilles. [8] Les différences significatives sont indiquées pardes lettres différentes
dansla méme colonne entre les moyennesdes régions de Tilghemt et d'Aflou selon le test de Fisher a P < 0,05. [1]

Chaque valeurest exprimée sous forme de moyenne + écart-type (SD) (n = 3).
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Variation du contenu phytochimique des extraits
phénoliques des feuilles

w
o
o

216,67 225,65

N
o
o

100

o

4,58 711 42
-

Moyennes des teneurs

Polyphénols
Flavonoides

Tanins

H Tilghemt ® Aflou

Figure 37 : Variation de la composition chimique des extraits phénoliques des feuilles de P.

atlantica selon les deux régions de collecte.

De plus et dans le but de déterminer la relation entre les phytoconstituants et les activités
biologiques étudiées, nous avons établi une analyse ACP dont leur graphique bidimensionnel
explique 63,54 % de la variance. L'axe (F1) est corrélé avec le test DPPH et aux teneurs des
flavonoides avec des valeurs assez élevées, tandis que l'axe (F2) avec les valeurs totales des
phénols, des tanins et de I'effet inhibiteur de l'a-amylase (Figure 38). L’angle aigu entre le contenu
en flavonoides et les valeurs ECsodu test DPPH montre que I’activité antioxydante n’est pas due
aux flavonoides. Une corrélation positive importante est observée entre le contenu en tanins et
l'effet inhibiteur de la a-amylase. Grace aux variables observées, les teneurs en flavonoides sont
tres associées aux caractéristiques de la région d'Aflou (haute altitude, Tableau 3), liée au
rayonnement UV élevé, aux niveaux de précipitation élevés et aux degrés de températures basses
(Tableau 4). Ces conditions préalables étant les plus favorables a la biosynthese des flavonoides,
et elles sont bien argumentées par Jaakola et Hohtola, (2010), ou les caractéristiques des zones
climatiques des latitudes septentrionales (température fraiche, altitude élevee et irradiation
lumineuse) ont stimulé la production supplémentaire et la biosynthese desflavonoides. En addition,
I'augmentation de la teneur en flavonoides est négativement corrélée a I'effet inhibiteur de 1’a-
amylase des extraits phénoliques de feuilles de la région d'Aflou. Les échantillons TF9 et TF10 de
la région de Tilghemt ont formé un groupe avec les échantillons d'extraits phénoliques d’Aflou, et
ils ont montré les mémes propriétés. Ces résultats sonten accord avec les études précédentes (Yuan

et al., 2014 ; Li et al., 2018 ; Proenca et al., 2019), qui ont confirmé la relation d'activité
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structurelle entre les flavonoides et I'effet inhibiteur de I’a-amylase.

En revanche, les teneurs en tanins condensés étaient fortement liées aux conditions
bioclimatiques dusite de Tilghemt (températures élevées, faible altitude et niveaux de précipitation
(Tableaux 3 et 4 dansla partie matérielle et méthodes), et associées a une forte activité antioxydante
selon le test DPPH, par rapport aux échantillons de la région d’Aflouetal'étalon I’acide ascorbique
(ECs0=3,25£0,04 pug/ml). Par contre, elles s'accompagnaient d'un effet inhibiteur de I’a-amylase

plus faible (valeurs 1Cso plus élevees).

Effet Biplot (axes F1 and F2: 63.54 %)
inhibiteurd'o- .
nins
amylase i
3 Phénols totaux
2
= T C 5 DPPHE avonoides
S TF3_TF7, Ay
~ O .
L . . TF10
B Flee® TFS
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3
-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

F1 (41.40 %)

Figure 38 : Graphiques bidimensionnels de I'ACP montrant la variation de la composition
phytochimique et les activités biologiques des extraits phénoliques des feuilles de P. atlantica des
deux régions différentes. Le cercle vert correspond aux échantillons de la région d'Aflou et le
bleu a ceux de la région de Tilghemt.A, Aflou ; T, Tilghemt ; F, Feuilles.

En se basant sur I'analyse d’ACP, nous avons remarqué qu'il y a une forte similitude dans
I'activité antioxydante des extraits lipidiques et phénoliques desfeuilles de P. atlantica dela région
de Tilghemt qui est en relation avec les phytoconstituants. Ces derniers composés bioactifs sont
directement influencés par les facteurs environnementaux abiotiques, ou les extraits lipidiques et
phénoliques des feuilles de la région de Tilghemt (température élevée, faible niveau de
précipitation et altitude) ont présenté la meilleure activité antioxydante, ceci pourrait étre dGau fait

que les plantes, en réponse aux facteurs abiotiques, ont produit des métabolites secondaires
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specifiques (polyphénols, flavonoides, tocophérols et caroténoides) contre les différents types de
stress (Borges et al., 2017), comme un mécanisme de défense empéchant l'altération de leur
métabolisme cellulaire grace a l'intervention d'une modification spécifique de I'expression des

genes métaboliques qui affecte et module les voies de passage des métabolites primaires et
secondaires (Isah, 2019).

Nous notons avec un grand intérét des différences notables notamment pour les teneurs en phénols
totaux avec le travail de Guersas ou leurs valeurs étaient remarquablement élevées dans les feuilles
de I’arbre d’El ghaicha par rapport a Hassi Delaa (136,75 contre 81,83 mg/g), tandis que les nétres
¢taient proches. Ce revirement de situation pourrait étre expliqué par des facteurs génétiques, I’age
de la plante est vraisemblablement par les conditions météorologiques propres a 1’été 2018
precédant la collecte. Ilest a noter que le niveau inhabituel et considérable des précipitations dans
la région de Tilghemt, caractérisée par un stade bioclimatique aride, qui dépasse 26 mm
(Tableau 4) au mois d'aolt, a formé des mares d'eau qui ont duré longtemps et ont généré un
microclimat spécial caractérisé par des températures basses et une humidité moyenne élevée, alors

que la région d’Aflou est une zone montagneuse et rocheuse qui ne retient pas I'eau en dépit du
niveau tres élevé des précipitations.

Ces caractéristiques régionales pourraient avoir une relation directe avec la qualité et la
quantité des phytoconstituants des extraits phénoliques des feuilles de P. atlantica du site de

Tilghemt et leur puissante activité antioxydante par rapport a la région d’Aflou.

1-3-Influence des facteurs environnementaux sur la composition phytochimique et

I’activité antioxydante des extraits lipidiques des galles (saison 2018)

Les résultats relatifs aux variables lipidiques concernant 19 échantillons de galles sont
mentionnes dans le tableau 12 et la figure 39. Ces résultats sont analysés de la méme maniere que
celle appliquée aux extraits de feuilles. Le graphique bidimensionnel de I'ACP obtenu est présenté
dans la figure 40.
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Tableau 12 : Composition phytochimique et activité antioxydante des extraits lipidiques de P.

atlantica des deux régions étudiées.

Les Tocophérols Caroténoides DPPH FRAP Ci18:1 C18:2 C18:3
Echantillons (mg E o- (mg E B- (mg.mL-1H)M tocophérol.g? (%) (%) (%)
Lol tocophérol.g? | caroténe.g? (8] huile) [M8] 8] (8] 8]
huile)!M (8] huile)I [81
Région de Tilghemt
TGS1 4,265¢+0,86 0,853°+0,07 | 1,410°+0,188 44,8425+8,048 15,76b¢ 0,73¢ NDIL#!
TGS3 5,863°+0,12 0,727¢+0,05 | 6,287°+0,176 25,661P+1,727 9,63b¢ 23,63¢ 5,14¢
TGS6 15,935¢+1,581 0,723°+0,05 | 3,418°+0,027 21,159b+2 449 16,52b¢ NDIL! NDL:]
TGS7 11,056°£2,231 1,056°+0,03 | 1,787°+0,120 48,301°+3,605 3,670¢ 2,55¢ NDIi!
TGS8 6,395°+0,223 | 0,439°+0,013 | 0,422°+0,002 | 191,485°%5,192 26,70¢ NDI#! 2,04¢
TGS9 9,817¢+0,926 |0,825°¢0,181 | 4,610°+0,271 26,554+91,719 17,44b¢ 1,2¢ NDIL!
Moyennes 8,888+4,29 0,770,203 2,989+2,2 59,667+65,514 |14,95+7,8 | 7,03+11,1 | 3,59+2,2
Région d’Aflou
AGS1 6,0585¢+5733 | 0,449°+0,071 | 1,166°+0,020 30,3762+0,940 17 ,44bc 1,2bc NDL!
AGS2 5,80°¢+0,594 0,508¢+0,043 | 3,512°+0,214 23,7423+1,429 27,2b¢ 8,42b¢ 8,62°¢
AGS3 92,91bc+6,527 | 1,911°+0,257 | 0,148°+0,004 374,45623+8,895 31,77b¢ 25,38b¢ 5,89¢
AGS4 14,77°¢+0,779 | 0,608°+0,043 | 1,471°+0,099 39,7742+£3,518 22,63bc NDI! 3,53¢
AGS5 84,638°+4,909 | 1,331°+0,058 | 0,177°+0,003 346,6452+48,73 31,53bc 14 ,6b¢ 4,25¢
AGC5 36,318bc+0,127 | 1,548°+0,047 | 0,323°+0,002 159,4822+2,481 27,06b¢ 15,75b¢ 3,77¢
AGS6 5,78°¢+0,805 0,231°+0,003 | 2,117°+0,031 23,1823+1,731 28,01bc 20,72bc 4,79¢
AGC6 23,22bc+0 741 | 1,616°+0,067 | 0,143°+0,001 263,932+£18,39 15,57b¢ 16,610 9,21¢
AGC7 38,005¢+0,401 | 2,365°+0,239 | 0,255¢+0,002 103,95%+5,523 28,05b¢ 10,59b¢ 1,27¢
AGS8 22,078¢+1,073 |0,309¢+0,035 | 0,478°+0,003 53,4592+6,01 11,00bc 0,96b¢ 1,65¢
AGCS8 42 416°°+0,199 |0,231¢+0,158 | 1,040°+0,024 45,478%+1,412 13,13bc 9,81bc 3,54¢
AGS9 13,606¢+5,329 | 1,005°+0,126 | 0,396°+0,001 71,7122+1,688 43,24bc 15,15b¢ Trace
AGS10 23,57%¢+3 823 | 0,547°+0,074 | 0,617°+0,006 35,3562+0,678 28,75b¢ NDL NDL#!
Standard
Moyennes 31,474+28,24 0,973+0,709 0,911+0,985 120,89+126,235 | 25,03+8,9 | 12,65+7,5 | 4,65+2,62
Vitamine E 0,008+3,18.10%

[¢]T : Tilghemt, A : Aflou, G : Galles, S: Sphérique, C : Circulaire, [{]ND : Non déterminé. [§8] Les différences
significatives sont indiquées par des lettres différentesdansla méme colonne entre les moyennesdesrégions de
Tilghemt et d'Aflou selon le test de Fisher a P < 0,05. []] Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type (n =3).
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Variation du contenu phytochimique des lipides des galles
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Figure 39 : Variation de la composition chimique des extraits lipidiques des galles de P.
atlantica selon les deux régions de collecte.

Un pourcentage total d'informations égal a (72,67 %) est obtenu a partir des deux
combinaisons linéaires pour 'ACP des extraits lipidiques. La comparaison de la variation en
composition chimique des extraits lipidiques des galles entre les deux régions a révélé que les
meilleures teneurs en tocophérols, caroténoides, C18 :1 et C18:2 sont cédées a la région d’Aflou
(Figure 39), ces fortes teneurs sont également observées par l'analyse d’ACP (Figure 40) et elles
sont liées a I’évidente activité antioxydante révélée par les tests DPPH et FRAP. Il faut noter que

I’acide linolénique (C18: 3) est élimine de I'analyse ACP en raison de leur taux non déterminé
dans la majorité des extraits lipidiques de galles.

I1 est a noter que, d’une maniére générale, les points indiquant les galles semi circulaires
(d’Aflou) semblent proches les uns des autres dans la distribution des échantillons dans le
graphique de I’ACP. Cette observation indique une certaine homogénéité concernant les variables

notamment les tocophérols et les valeurs de FRAP.

Nos résultats concernant les tocophérols et I’activité antioxydante sont similaires a ceux de
Guersas, (2018). Par contre, nous notons des différences notables concernant les acides gras. En
effet, nos échantillons sont riches en acides oléiques et a moindre degré linoléique. Ceux de
Guersas sont dominés notamment par 1’acide linolénique. Ceci pourrait étre expliqué par les mémes
facteurs cités précédemment a savoir 1’age de l’arbre, les facteurs génétiques et les facteurs

climatiques propres a la saison.
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Biplot (axes F1 and F2: 72.67 %)
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Figure 40 : Graphique bidimensionnel de 'ACP montrant la variation de la composition
phytochimique et I’activité antioxydante des extraits lipidiques des deux types de galles de P.
atlantica des deux régions différentes. Le cercle vert correspond aux échantillons de la région

d'Aflou et le cercle bleu a ceux de la région de Tilghemt ; A, Aflou ; T, Tilghemt ; G, Galles ; S,
Sphérique ; C, Circulaire.
1-4-Influence des facteurs environnementaux sur la composition phytochimique et les

les activités biologiques des extraits phénoliques des galles (saison2018)

Les mémes résultats de l'activité antioxydante des extraits lipidiques des galles sont
observés pour les extraits phénoliques (Tableau 13 et Figure 41), ou la région d’Aflou présentait
une activité antioxydante maximale (valeurs minimales d’ECso dans le test DPPH, valeurs
maximales de la capacité réductrice ferrique dans le test FRAP) et d'un puissant effet inhibiteur de
I’enzyme o-amylase (Figure 42). Ce potentiel bioactif des extraits phénoliques est probablement
dd a la teneur moyennement élevée en flavonoides par rapport aux échantillons d'extraits
phenoliques de Tilghemt qui présentaient une teneur considérable en phénols totaux et en tanins
(Figure 41) associée a une activité antioxydante et un effet inhibiteur d’enzyme a-amylase

modérée.
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Tableau 13 : La composition phytochimique et les activités biologiques des extraits phénoliques

desgalles de P. atlantica.

~ Les Phénols totaux Flavonoides Tanins DPPH FRAP uM E Effetinhibiteur
Echantillons (mg E acide (mg E (mg E ECso acideascorbique | d’a-amylase
Lol gallique.gtMs) 81 | quercétine.g? catéchine.g? (Lg.mL1)E8] g1 Ms)[El I1Cs0
i Ms) [8101 Ms) [8101] ) i (mg.mL-1) &M
Région de Hassi R’Mel (Tilghemt)
TGS1 189,307%9+11,63 | 1,278°+0,09 | 240,533°+8,291 | 7,47°+0,183 |410,473°+4,94 5,7438+0,10
TGS3 199,552%+6,722 | 1,489°+0,12 | 338,134°+6,451 |5,97¢+0,155 |244,72°+10,31 1,434¢40,12
TGS6 215,604%9+10,13 | 0,594°+0,082 | 343,117°+13,24 | 4,750,232 | 519,96Y+14,43 5,00%+0,153
TGS7 208,728%+4,906 | 0,612°+0,132 | 99,942¢+3,417 | 3,212¢+0,06 | 595,78v+21,72 6,8158+1,10
TGS8 128,659%+12,47 | 1,0242+0,112 | 186,344°+8,815 | 3,066e+0,05 |305,186P+8,697 2,3458+0,10
TGS9 216,334%9+11 .27 | 2,187°+0,192 | 208,971°+3,731 | 5,77°+0,231 | 366,59"+4,844 4,328°+0,23
Moyennes 193,03+33,16 1,197+0,601 | 236,173+93,42 5,04+1,71 407,12+131,71 4,28+2,05
Région d’Aflou
AGS1 156,3709+10,64 | 1,640°+0,005 | 143,968°+10,90 | 3,9102+0,045 | 907,4232+37,26 | 1,892¢+0,024
AGS2 146,2629+1,923 | 2,144°+0,318 | 139,325°+1,184 | 2,995¢+0,098 | 739,5692+5,181 1,261%+0,114
AGS3 127,6649+10,31 | 1,372°+0,064 | 119,429¢+0,346 | 5,010°+0,085 | 937,1812+4,82 1,210°40,030
AGS4 154,0509+2,288 | 1,341¢+0,525 | 107,772°+11,30 | 4,520%+0,050 | 958,8122+8,416 | 4,341°+0,030
AGS5 118,6319+0,198 | 2,092¢+0,088 | 369,596°+18,14 | 3,730%+0,032 | 655,4462+1527 | 1,707¢+0,294
AGC5 109,6539+0,545 | 3,522¢+0,886 | 357,718°+11,53 | 2,350°+0,010 | 263,8682+26,10 | 0,767¢+0,061
AGS6 149,74249+3,20 2,140%40,370 | 220,772°+12,85 | 3,490%+0,010 | 805,9692+5,283 | 1,256°+0,025
AGC6 125,2159+0,261 | 2,3298+1,226 | 220,565°+5,156 | 3,130%+0,060 | 280,222+13,36 1,6328+0,016
AGC7 131,4409+1,881 | 2,983°+0,596 | 319,890°+6,226 | 3,155%+0,073 | 916,4483+20,34 | 1,597¢+0,016
AGS8 125,4579+9,987 | 2,169¢+0,646 | 246,410°+2,923 | 2,866¢+0,072 | 914,678%+13 47 2,757¢+0,149
AGCS8 58,4809+2,169 | 2,828¢+1,005 | 342,683°+3,282 | 2,560°+0,083 | 553,1582+36,25 11,42¢40,10
AGS9 142,8039+2,708 | 1,369¢+0,129 | 88,109°+2,976 | 3,490°+0,095 | 823,9453+189 5,467¢+0,330
AGS10 111,9139+11,12 | 1,3188+0,048 | 127,457°+11,37 | 2,810%+0,142 | 699,0672+4,92 2,687¢+0,022
Moyennes 1275144259 2,096+0698 | 215,67+103,19 | 3,38+0,762 | 727,374+235,87 2,923+2,885
Standards
Acide ascorbique 3,25+0,04
Trolox 3938,27+46,60
Acarbose 6,24+0,232

[o]T : Tilghemt, A : Aflou, G : Galles, S : Sphérique, C : Circulaire. [8] Les différencessignificatives sont indiquées
pardes lettres différentes dans la méme colonne entre les moyennes des régions de Tilghemt et d'Aflou selon le test
de Fisher a P < 0,05. [1] Chaque valeurest exprimée sous forme de moyenne * écart-type (SD) (n = 3).

En outre, les résultats de 'ANOVA unidirectionnelle des extraits phénoliques de galles

présentaient desdifférences significatives pour la teneur en phénols totaux des extraits phénoliques

(Tableau 13). Autant que les extraits lipidiques des galles, les extraits phénoliques présentaient des

différences significatives dans la capacité de réduction ferrique entre les moyennes des deux
régions de Tilghemt et d'Aflou (P < 0,05) selon le test de Fisher.
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Variation de contenu phytochimique des extraits
phénoliques des galles
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Figure 41 : Variation de la composition chimique des extraits phénoliques des galles de P.
atlantica selon les deux régions de collecte.
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Figure 42 : Graphique bidimensionnel de I'ACP montrant la variation de la composition
phytochimique et les activités biologiques des extraits phénoliques des deux types de galles de P.
atlantica des deux régions différentes. Le cercle vert correspond aux échantillons de la région
d'Aflou et le cercle bleu a ceux de la région de Tilghemt. A, Aflou ; T, Tilghemt ; G, Galles ;
Sphérique ; C, Circulaire.
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Comme il a été noté pour les extraits lipidiques, nous remarquons que les quatre
échantillons de galles semi circulaires constituent un groupe homogéne. Nous notons avec un grand
intérét que I’échantillon AGCS se distingue par sa richesse en flavonoides et son effet inhibiteur

sur I’alpha amylase ainsi que son pouvoir antiradical DPPH. Cet échantillon mérite de plus amples

études.

Nos résultats relatifs aux extraits phénoliques de galles sont globalement similaires a ceux
de Guersas (Guersas, 2018).

Contrairement aux extraits phénoliques des feuilles, la meilleure activité antioxydante des
extraits phénoliques des galles est attribuée a la région d’Aflou. Cette observation pourrait
s'expliquer par l'existence d'endophytes fongiques qui se trouvent fréquemment dans les galles
(Wilson, 1995). Les endophytes sont des organismes omniprésents qui vivent dans les tissus
internes des plantes et jouent un réle indirect dans la défense des plantes (Gouda et al., 2016),
l'origine des champignons endophytes trouvés dans les galles est généralement des endophytes
foliaires qui peuvent pénétrer les galles par croissance a partir desfeuilles afin de parasiter I'insecte
(faiseur de galles) (Figure 15 d, voir partie matériel et méthodes) et provoquer sa mort ou affecter
négativement sa performance ou sa ponte sur la plante héte en déclenchant la production de
métabolites secondaires. Il convient de noter que les conditions climatiques de la région d'Aflou
semblent étre les plus favorables aux insectes producteurs de galles, ou les deux types de galles
sont trés abondants dans presque tous les arbres, ce qui explique la fréquence plus élevée de la
colonisation des endophytes qui implique une plus grande synthése de métabolites secondaires, en
référence a l'impressionnante activité antioxydante plutdt que le site de Tilghemt qui se limitait

uniguement en un seul type de galles (sphérique) dont I'abondance est plus faible chez les arbres
deP. atlantica.

2-Collecte des feuilles (saison 2019)

Plusieurs études ont été publiées sur l'influence des hautes altitudes sur les
phytoconstituants des plantes, ou elles ont généralement eu un impact positif sur leur quantité et
leur qualité. Selon nos résultats précédents, cette approche est inversée lorsque la région de
Tilghemt qui se caractérise par une altitude plus basse (environ 750 m) montre plus de contenu en

composeés bioactifs et une activité antioxydante potentielle par rapport a la région d’Aflou (altitude
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élevée > 1350m), ce qui pourrait s'expliquer par le caractére spécial de la saison 2018 qui se traduit
par une pluviométrie inhabituelle dans la période précédant la collecte (ao(t).

Pour cetteraison, nous avons effectué une deuxiéme collecte dansles mémes sites avec une
saison différente (octobre 2019) ; les résultats mentionnés dansle tableau 14 nous permette defaire
une petite comparaison par rapport a ceux de la saison 2018 concernant le contenu chimique et la
variation de la capacité antioxydante des extraits phénoliques et des acides gras insaturés dans les
extraits lipidiques de feuilles de P. atlantica.

Tableau 14 : Composition chimique et capacité antioxydante des échantillons de P. atlantica

provenant d'une saison différente aux mémes sites.

Les La composition chimique et I’activité antioxydante La composition des acides gras
Echantillons des extraits phénoliques des extraits lipidiques en pourcentages (%)
[o] Phénols totaux ¥ | Flavonoidesl®! | TaninslS! DPPH (ECso)L8! C18: 161 C18: 268 C18: 38l
TF1 58,430 4,87¢ 9,62de 5,87¢ 19,064 16,03de 26,52¢d
TF2 72,880 3,34¢ 10,14de 3,84¢ 21,634 15,68de 16,38
Moyennes 1] 65,65+10,22 4,10+1,08 9,88+0,37 4,85+1,43 20,34+1,82 15,85+0,25 21,45+7,17
AF1 87,932 5,61¢ 21,68de 3,45¢ 9,64de 17,42de 29,21¢
AF2 72,022 4,32¢ 4,34de 3,98 9,32de 13,26de 38,2¢
Moyennes [l 79,9745,625 4,96+0,456 13,0146,13 3,67+0,16 9,48+0,113 15,3441 .47 33,70+3,18

[p] T : Tilghemt, A : Aflou, F : Feuilles. [8] Les différences significatives sont indiquées par des lettres différentes
dans la méme colonne entre les moyennes des régions de Tilghemt et d'Aflou selon le test de Fisher a P< 0,05. [1]
Chaque valeurest exprimée sous forme de moyenne + écart-type (SD).

Les résultats obtenus ont montré que l'acide gras dominant est I’acide linolénique (C18 :3),
qui présentait un pourcentage substantiellement éleve dans les échantillons d'Aflou, notamment
I’échantillon AF2 (38,20 %), comparé a celui de Tilghemt TF2 (26,5 %). Ce résultat est carrément
a l'opposé de ce que nous avons constaté I'année precédente (2018) (Figure 43) ou le meilleur
pourcentage de I’acide linolénique allait au site de Tilghemt avec un pourcentage de 24,29 % contre
Aflou (14,59 %). Cependant, il est trés proche de celui de notre étude Chelghoum et al., (2020)
concernant I'année 2017, corroborant ainsi nos résultats qui montrent pertinemment I'effet des
facteurs environnementaux, notamment la température sur lI'enzyme (désaturase) impliquée dans
I'établissement des insaturations. En effet, I'activité de cette enzyme est beaucoup plus importante
lorsque la température baisse (Beltran et al., 2008), ce qui est le cas dans la région d’Aflou. Ces
résultats montrent le caractére exceptionnel de la saison 2018, caractérisée par des températures

inférieures a la normale saisonniere, notamment pour la région de Tilghemt.
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Variation de contenu d'acide linolénique dans les lipides
de feuilles collectées aux différentes régions et saisons
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Figure 43 : Variation de contenu d'acide linolénique dans les lipides de feuilles collectées aux

différentes régions et saisons.
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Figure 44 : Variation de la composition chimique des extraits phénoliques des feuilles de P.
atlantica selon les deux différentes régions et saisons de collecte.
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En dépit de I'utilisation de la méme méthode d’extraction des composés phénoliques pour
les échantillons des deux saisons, les niveaux des phénols totaux, de flavonoides et de tanins dans
les extraits phénoliques des feuilles collectées en 2019 sont sensiblement inférieurs a ceux de
I'année précedente pour les deux sites (Figure 44). Cette grande différence serait attribuée aux
facteurs suivants : le nombre d'échantillons, I'age desarbres, les facteurs génétiques et les multiples

facteurs climatiques propres a la saison.

Rappelons que lI'année 2019 était marquée par une légere augmentation des températures et
une diminution des précipitations. Ces résultats correspondaient parfaitement au niveau de phénols
totaux pour les autres especes, qui étaient negativement corrélées avec la température élevée

affectant I'enzyme PAL E 2-1 (phénylalanine ammonia-lyase) impliquée dans leur biosynthése
(Albert et al., 2009).

En fonction de la localisation géographique, nous observons une moyenne plus élevée des
teneurs en phénols totaux et en tanins dans les extraits phénoliques de feuilles de la région d'Aflou,
par rapport a ceux de Tilghemt ou les valeurs respectives sont 79,97 contre 65,65 mg E AG/g Ms
et 13,01 contre 9,88 mg EC/g Ms (Tableau 14). Ce résultat ne correspond pas a celui de I'année
précédente, ou la teneur totale en phénols des feuilles de Tilghemt était presque similaire a celle de
la région d’Aflouet le contenu en tanins présentait des valeurs plus élevées pour le site de Tilghemt
(42,80 mg E C/g Ms) par rapport a la région d’Aflou. Ce renversement de situation pourrait
s'expliquer par la saison et le nombre d'échantillons.

Globalement, Nous notons que la teneur en flavonoides est légérement élevée pour les
extraits phénoliques de feuilles d'Aflou (4,96 contre 4,1 mg E Q/g Ms). Ce résultat rime
parfaitement avec ceux de la saison (2018) (7,112 contre 4,597 mg E Q/g Ms) (Tableau 11) et
montre pertinemment l'effet de la localisation géographique (altitude) qui prime sur celui de la
saison.

Les régions montagneuses sont connues par leur indice UV élevé (Schmucki, et Philipona,
2002), ce qui contribue a I'augmentation de la synthese des flavonoides qui jouent un réle important
dans la protection contre I'effet pro-oxydant de ces radiations (Wilkens et al., 1996). Nous avons
mentionné ci-dessus que la capacité antioxydante des extraits phénoliques des feuilles du site de
Tilghemt était plus active que celle d’Aflou pendant la saison de 2018. Tandis que, les extraits de

feuilles provenant des arbres du méme site (Tilghemt) a une saison différente (octobre 2019)
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marquée par une légere augmentation des températures et une diminution des précipitations, se
sont avérés moins actifs que ceux de la région d’Aflou.

Les résultats de I’étude des échantillons de ’année 2019 corroborent ceux des échantillons
del’année 2016 (Guersas, 2018), indiquant le caractére exceptionnel de I'année 2018 caractérisée
notamment par des précipitations élevées et des températures clémentes. Comme nous l'avons
observé pour les résultats de la saison 2019, nous pouvons avancer, sous réserve d’une preuve
formelle, que dans des conditions climatiques classiques, les feuilles des régions montagneuses
auraient une composition chimigue et une activité antioxydante plus prononcées que celles des
Dayas (basse altitude). Alors que dans les conditions climatiques exceptionnelles (fortes pluies

dans les Dayas associées, a des températures douces), la situation serait inversée comme nous
I'avons précédemment démontré avec la saison 2018.

Dans les conditions de fortes précipitations, I’eau stagne dans les Dayas pendant plusieurs
jours voire semaines ce qui crée un microclimat humide et frais ayant un effet positif sur I’enzyme
désaturase (augmentation du taux des acides gras insaturés) et favorisant I’augmentation de la
biosynthése des composés phénoliques. Ces derniers pourraient étre synthétisés par les endophytes

dont la croissance est favorisée par I’augmentation des précipitations (Herrera et al., 2011).

Enfin, les résultats de notre étude ont permis de déterminer la variation de la composition
chimique des extraits lipidiques et phénoliques de P. atlantica, et leurs bioactivités dans deux
régions différentes avec des facteurs environnementaux différents. Il convient de noter que les
conditions climatiques spatiales et la saison de collecte ont un impact évident sur la diversité de la
composition chimique de la plante. Cependant, elles n'empéchent pas l'effet d'autres facteurs tels
que les facteurs génétiques, morphogenétiques et ontogénes. La biosynthése des métabolites
primaires et secondaires des plantes dépend de ces différents facteurs : si un seul facteur varie, il
peut modifier leur contenu, méme que les autres facteurs restent constants.
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3-Fruits

L'un des attributs permettant d'évaluer la maturité est la couleur de la peau pendant la
maturité. La couleur de la peau des fruits de P. atlantica passe du vert clair au début de la
fructification, puis les changements se poursuivent et la couleur vert-rouge passe du jaune rougeatre
au noir rougeatre et enfin au vert foncé ou au noir a la fin du stade de maturité. Le degré de
maturation a un impact direct sur la qualité de diverses huiles végétales tels que I'huile d’olive et
d'argan (Dag et al., 2011 ; Atifi et al., 2017). L'huile de fruits de P. atlantica fait partie de ces
huiles végétales qui subissent d'importantes variations chimiques pendant la maturation. Ces
changements influencent non seulement la qualité, mais aussi les caractéristiques organoleptiques
et nutritionnelles. En fait, la progression de la maturation des fruits entraine des changements dans
les processus métaboliques de certains composés tels que les acides gras, les polyphénols, les
flavonoides, les tocophérols et les caroténoides.

3-1-Effet de degré de maturation sur la variation des rendements en huiles des fruits

La teneur en huile varie considérablement et principalement en fonction du degré de
maturation. En effet, les rendements moyens des échantillons de Tilghemt et d’Aflou augmentent
respectivement a partir du 9,913 et 7,018 % au stade immature jusqu’a 33,941 et 22,603 % au
dernier stade de maturité tout en passant par des taux modérés d'huiles de fruits a maturité
intermédiaire dans la région de Tilghemt (26,46 %) (Tableau 15). Ces résultats correspondent
parfaitement a nos résultats précédents (Chelghoum et al., 2020) et a ceux de Guenane et al.,
(2015) et Bentireche et al., (2019). Comme l’indique le tableau 15, nous ne notons pas de
différences significatives entre les échantillons matures de Tilghemt et leurs pairs d’Aflou. Ceci
est également valable pour les échantillons immatures. Cette observation confirme l'impact
dominant du degré de maturation sur la variation du rendement moyen par rapport aux conditions
environnementales différentes des deux régions. Nous rappelons que les échantillons de fruits a

maturité intermédiaire n’existent pas au niveau desarbres de la région d'Aflou.
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Tableau 15 : Moyennes de rendement en huile des fruits de P. atlantica selon leurs degrés de

maturation.

Régions .
gl Tilghemt Aflou

Extraits lipidiques des fruits
pidiq Moyennes des rendements (%)

Rouge jaunatre (Immatures) 9,913 7,018
Noir rougeatre (Maturité intermédiaire) 26,46 /
Vert foncé (Matures) 33,941 22,603

3-2-Effet du degré de maturation sur la variation de la composition chimique et de

P’activité antioxydante des extraits lipidiques des fruits

Les résultats relatifs aux variables tocophérols, caroténoides, DPPH, FRAP et acides gras
oléique, linoléique, palmitique sont présentés dans le tableau 16. Ces résultats ont servi a

la réalisation d’une analyse en composantes principales (ACP).

L’ACP des trois principaux acides gras, la teneur totale en tocophérols, caroténoides et I'activite
antioxydante évaluée par deux tests (DPPH et FRAP) donnent deux combinaisons linéaires qui
expliquent, au total, 63,55 % de la variance. La figure 45 présente les vecteurs de chaque paramétre
(variables) et la distribution de tous les échantillons étudiés sur le plan défini par les valeurs des

deux composants principaux.
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Tableau 16 : Composition phytochimique et activité antioxydante des extraits lipidiques des

fruitsde P. atlantica aux différents stades de maturations (immature et matures) des deux régions

étudiées.
Echantillons Tocophérols®M Caroténoides®™™ DPPH ECso 1" FRAPEI Cc18:1 C18 :2 C16 :0
(o] Mg E o-T.g huile mg E BC.g huile (mg.ml?h) (uM Ea-T.g* huile) (%)5'M (%)M (%)M
Fruits immatures
TFr Rj1 34,49420,91 2P0 0,206+0,008%" 3,094+0,06 %" 59,03+7,79° 49,67° 22,447 23,2470 |
TFr Rj2 4,132+0,433°0¢ 0,193+0,0329" 6,491+0,05°€f" 15,755+0,540% 52,92° 27,17° 15,690cdefon
TFr Rj4 4,212+0,397°% 0,248+0,01°" 5,299+0,235efh 23,373+0,78 2 50,17° 25,83° 16,430cdefon
AFIRj 1 7,897+0,118Pcel 0,3554+0,019" 6,547+0,08°¢k" 225,3+21,32 2 50,27° 28,69° 17,61 bedefon
AFT Rj6 7,6748+0,1000¢¢% 0,8422+0,029" 4,651+0,202°4¢fn 27,467+0,960 47,80° 30,16° 17,840cdefon
AFr Rj8 20,774+0,0200¢¢% 0,7579+0,089" 0,9902:+0,03¢4¢fon 41,675+1,495% 51,292 24,06° 22,1 2bcdefon
AFr Rj9 4,936+1,090 Pedel 0,3676+0,01°" 3,828:+0,054¢f" 30,116+0,22 2 51,78% 25,79° 17,580cdefon
AFr Rj10 5,429+0,300"0 0,257+0,056" 3,940,247 0N 24,166+0,87 58,85 22,54" 15,83Pcdefon
Moyennes 19,828 0,4034 4,35 55,86 51,594 25,835 18,292
Fruits de moyenne maturité
TFr Nrl 3,349+0,28790N 0,176+0,01°" 1,463+0,018Pcdefen 431,35+20,070c4¢fon 56,702 21,730cdef 18,21°
TFr Nr2 3,511+0,271%f" 0,147+0,006°" 10,169:+0,185Pcdefon 9,712+0,773bcdehn 56,212 22,65 17,93°
TFr Nr3 2,778+0,2849¢fN 0,1005+0,019" 12,315+0,114°¢fh | 11 74441 278Pcdefdn 54,18% 25,580cdef 16,50°
TF Nr4 1,795+0,398¢¢fn 0,104+0,03°" 6,557+0,19gbcdefen 10,9+0,895Pcdefen 38,67° 19,750 28,00°
TFr Nr5 4,259+0,387%0" 0,132+0,01°" 8,897+0,625"%9" 12,616+0,246°eh 61,00° 18,86 23,96°
TFr Nr7 3,612+0,112%0" 0,133+0,006" 10,994+0,116°n 36,865:+3.4 504" 53,69° 28,96 13,79°
TFr Nr8 2,491+0,236%0" 0,111+0,020°" 12,61+0,13gPcdefon 13,730=0,9Pcdefon 53,71° 20,630 29,31°
Moyennes 3,014 0,1235 9,558 11,74 52,4 20,473 24,8
Fruits matures
TFrN9 3,24120,124" 0,085+0,001 " 26,867+0,929" 19,506+2.381° 54,31° 16,26"¢¢" 22,820
TFr N10 1,276+0,184"" 0,047+0,002" 17,768+0,897° 8,801+0,836 * 51,77° 18,28Pcc" 20,95
AFr N1 2,217+0,322%" 0,0544+0,005" 30,285+1,96 ° 144,06+14,14° 56,78° 22 57bedeton 16,9 bedef
AFr N3 0,637+0,013%" 0,141+0,0003" 15,558+0,274 " 7,418+0,198 2 57,612 22, 54Pcdefon 16,060
AFr N10 0,368+0,04"" 0,015+0,0001" 39,560,551 " 5,367:+0,086 * 51,66° 18,7700 26,76
Moyennes 1,548 0,0685 26,008 46,691 54,426 19,684 20,7
TFr Vf1 2,426+0,430°" 0,089+0,010%" 20,08+0,620"" 37,65+4,670c0cmn 54,96 ° 18,220¢e 23,28
TFr V2 2,943+0,236°0" 0,132+0,0089" 23,213+0,02°% 9,179+0,626°c¢f" 56,21° 18,50°¢ 21,08
TFr V3 1,947+0,128°%4" 0,068+0,007°" 18,56+0,501°% 12,897+2,80°defn 54,18% 25,580%® 16,50
TFr Vf4 2,459+0,219°0" 0,136+0,007°" 10,12+0,214%% 11,162+0,9350¢defn 51,952 25,570% 18,31
TFr V6 2,352+0,106°0" 0,087+0,008¢" 9,667+0,821° 20,93:+1.8270cdefn 53,48° 19,230 28,29
AFr V2 0,544+0,100°0" 0,122+0,0179" 20,980,255 17,928+1,2590cdefon 52,47% 19,150% 24,88
AFr V3 0,687+0,003°0" 0,133+0,0089" 24,49+1,364% 4,503+0,682Pcemn 56,582 20,740% 18,92
AFr V{5 1,332+0,050°9" 0,172+0,0049" 36,02+0,797° 30,863,741 °cdefn 50,222 25,64 21,60
AFT V6 0,574+0,042°0" 0,102+0,006°" 34,65+0,066° 9,024+0,202°cdefon 55,282 20,010% 31,81
AFr V7 1,024+0,110°%9" 0,050+0,0019" 18,23+0,774°« 4,164+0,552Pcefn 52,54% 23,66 20,18
AFr V8 0,945+0,06°0" 0,035+0,0019" 31,530,380 9,162+0,261 Pcdehon 53,152 22,220 21,64
AFr V{9 0,620+0,03°0" 0,043+0,0029" 27,74+2,248°% 5,29+0,6880cdefon 55,862 20,240%% 21,14
AFr V10 0,590:+0,03°0" 0,094+0,006°" 17,77+0,417° 6,274+0,169"cehn 4150° 21,14 39,96™
Movennes 23412 0.0971 22,543 13,771 52,952 21531 23.661

[o] T : Tilghemt, A : Aflou, Fr : Fruits, Rj : coloration rouge jaunatre, Vf : coloration vert foncé, N : coloration noir.
[8] Les différences significatives sontindiquées pardes lettres différentesdansla méme colonne entre les moyennes
des trois stades de maturation desfruits selon le test de Fisher a P< 0,05. [1] Chaque valeurest exprimée sous forme
de moyenne * écart-type (SD)
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Figure 45 : Graphique bidimensionnel de 'ACP montrant la variation de la composition
phytochimique et I’activité antioxydante des extraits lipidiques des fruits selon le degre de
maturation provenant de Tilghemt et Aflou. Le cercle bleu correspond aux échantillons
immatures de deux régions et le cercle orange a ceux des fruits matures et de moyenne maturité
de deux régions.

Nous observons que les échantillons de fruits immatures des deux régions de collecte
constituent un groupe distinct caractérisé par une forte teneur en tocophérols, caroténoides et en
acide linoléique ; ces constatations consolident les résultats de I'étude précédente de Bentireche et
al., (2019), ou les niveaux élevés destocophérols et la teneur impressionnante en acide linoléique
(C18: 2) sont attribuées aux huiles des fruits immatures.

Les échantillons de fruits dotés d'une activité antiradicalaire trés puissante et d'une capacité

importante de réduction ferrique sont les immatures. Ces derniers affichent les valeurs les plus
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élevées concernant les tocophérols et les caroténoides, ce qui est conforme parfaitement a la
littérature qui a classé les tocophérols comme des antioxydants importants dans la régulation des
réactions de peroxydation et le contr6le de la production des radicaux libres (Singh et al., 2013),

et les caroténoides comme des antioxydants efficaces qui captent I'oxygéne moléculaire singulet et
les radicaux pyroxyles (Stahl et Sies, 2004).

Le second groupe distancié appartenait aux fruits matures vert foncé, et de noir rougeatre
de maturité intermédiaire provenant des régions de Tilghemt et d'Aflou qui présentaient une bonne

teneur en acides oléique et palmitique associée a une activité antioxydante modérée selon les
valeurs de la capacité équivalente et d’ECso des tests FRAP et DPPH.

Au cours du processus de maturation, les huiles des fruits subissent des modifications
chimiques importantes, liées a la synthese de substances organiques. Le degré de maturation est un
facteur limitant dans la composition des acides gras et la teneur en polyphénols, tocophérols et
pigments dans I'huile (EI Sohaimy et al., 2016). Selon nos résultats obtenus, I'influence des stades
de maturité des fruitsde P. atlantica sur leur composition chimique et leurs activités antioxydantes
domine par rapport a l'impact des différentes conditions environnementales de chaque zone
géographique de croissance. Le test LSD (Fisher) a montré que les échantillons des fruits de P.

atlantica de différents niveaux de maturité présentaient des différences statistiques significatives,
(p <0,0001) (Tableau 16).

Nous remarquons cette influence lors du processus de maturation par les modifications
survenues dans la teneur décroissante en tocophérols et caroténoides totaux avec la progression du
degré de maturation comme le montre diagramme en boite (Figure 46). Cette observation confirme
les résultats rapportés dans diverses étudessur les extraits lipidiques d'olive, ou ils présentaient une
teneur plus élevée en pigments et en antioxydants (caroténoides et tocopherols) dans les stades
précoces de la maturation des olives (Martakos et al., 2019).

La maturation des fruits est un processus stressant qui génére la surproduction de (ERO) et
le processus global de maturation des fruits est considéré comme une forme de sénescence
modifiée, pendant les premiers stades de la maturation des fruits. Le systéme antioxydant protége
le fruit contre les effets démolisseurs d’un stress oxydatif progressif ; mais durant les stades les
plus avancés de la maturation, les dommages oxydatifs se produisent induisant des changements

destructifs associés a la maturation (Resende et al., 2012).
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Figure 46 : Box plots ou digramme en bofte montrant la variation en teneur des tocophérols totaux et
caroténoides selon les degrés de maturation des fruits. A lettre. + Fais référence a la médiane, la ligne
fine (moustache) indique la gamme des résultats, et le point circulaire indique les valeurs aberrantes.

Les tocophérols et les caroténoides sont des composés trés réactifs dus a leurs structures
hautement insaturées. Ils sont également susceptibles a la dégradation, I'isomérisation et a I’oxydation.
Le niveau de I’a-tocophérol diminue lors d'un stress important car ’accumulation des ERO dans les
chloroplastes explique leur diminution durant la maturation des fruits (Pénicaud et al., 2011 ; Kaur et
Nayyar, 2014 ; Guenane et al., 2015). Puis, la deuxiéme modification majeure porte sur le profil des
trois principaux acides gras, les acides C18 :1 et C18 :2 ont augmenté au fur et a mesure de la maturation,
alors que l'acide C 18 :3 a diminué (Figure 47). L’enzyme de désaturase joue un réle important dans ce
processus. L'acide linoléique présente le taux le plus élevé parmi les acides gras poly-insaturés dans les
extraits lipidiques des fruits non matures et son pourcentage décroit avec le progrés de la maturation.
Ceci pourrait s'expliquer par sa plus grande sensibilité a I'oxydation que les acid es gras mono-insaturé et
saturés en raison de facteurs externes, tels que la lumiére, les températures élevees et I'oxygene, et de
facteurs intrinseques, tels que les prooxydants (Yun et Surh, 2012).

99



Résultats et discussion | Chapitre III

Box plots (C18:1) Box plots (C18:2) Box plots (C16:0)
0 33 45
31

< 65 — =
S S 29 S *
o 90 . o ©
o o 27 o35
g 55 8 25 g
c e c
gof P gz ! :
sl = 21 = 25
> 45 > =] *
o R o 19 °
Q. 40 R o 17 o 20

35 15 15

Fruits ~ Fruitsde  Fruits Fruits Fruits de Fruits Fruits ~ Fruitsde Fruits
Immatures MOYeNne matures immatures moi"*”.;‘? matures immatures MOYenne 4 reg
(Rj) mz?:\lljrrlte (Vf et N) R meE,\Trr; é (Vf et N) (R maturité (Vf et N)

Figure 47 : Box plots ou digramme en boite montrant la variation en contenu de I’acide oléique
(C18 :1) linoléique (C18 :2) et palmitique (C16 :0) selon les degrés de maturation des fruits. A lettre.
+ Fais référence a la médiane, la ligne fine (moustache) indique la gamme des résultats, et le point
circulaire indique les valeurs aberrantes.

Les pourcentages des AGS (acides gras saturés), AGMI (acides gras mono-insaturés) et AGPI
(acides gras poly-insaturés) et le rapport AGI/AGS sont également calculés. Ce dernier rapport diminue
a la mesure que la progression de la maturité desfruits de P. atlantica (Tableau 17). Le rapport AGI/AGS
est important offrant aux huiles des propriétés nutritionnelles. En fait, une relation inverse est constatee
entre 'AGS et 'AGI pendant la maturation, ou I'AGS a augmenté et 'AGI adiminué (Figure 48).

Tableau 17 : Moyennes de composition en acides gras des échantillons de fruits de P. atlantica selon
leurs degrés de maturation obtenus par CPG (%).

Moyennesdes acides gras (%) Fruits immatures (Rj) Fruits a moyennematurité (Nr) Fruits matures (Vf et N)
Cl4:0 0,125 0,167 0,121
C16:0 18,292 24,8 22,838
Cl6:1 1,1025 0,785 0,994
C18:0 2,005 1,84 1,874
C18:1 51,594 52,397 53,362
C18:2 25,835 20,472 21,018
C18:3 0,831 0,365 0,5214
C20:0 0,613 0,403 0,227
C20:1 0,3267 0,57 0,481
> AGS 21,036 27,21 25,06
2AGMI 53,023 53,752 54,837
2AGPI 26,66 20,837 21,539
2AGI 79,683 74,589 76,376
AGI/AGS 3,631 2,741 3,048

AGS : acide gras saturé ; AGMI : acide gras mono-insaturé ; AGPI : acide gras poly-insaturé. AGI : acide gras insaturé.
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Figure 48 : Variation en composition des AGS, AGMI, et AGPI dans les extraits lipidiques selon le
degré de maturation des fruits.

3-3-Effet du degré de maturation sur la composition chimique et I’activité antioxydante

des extraits phénoliques des fruits

Les résultats relatifs aux variables phénols totaux, flavonoides, DPPH et FRAP sont présentes
dans le tableau 18. L'ensemble de ces résultats ont servi a une analyse de données (par ACP) afin de
visualiser d'éventuels groupes distincts selon les paramétres étudiés (Figure 49).
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Tableau 18 : Composition phytochimique et activité antioxydante des extraits phénoliques des fruits
de P. atlantica aux différents stades de maturations (immature et matures) des deux régions étudiées.

Les Phénols totaux Flavonoides DPPH ECso FRAP (CRF)
Echantillonsi®! | (mg E AG.g! Ms) Bl | (mg E Q. g Ms) (811 (ug.ml1) [BI uM E o-T.g1 Ms BT
Fruits immatures
TFr Rj1 21,103+1,547¢ 5,746+0,47 ¢ 9,89+0,185¢ 66,646+0,7942
TFr Rj2 24,846x0,714°¢ 3,051+0,05¢ 13,10+0,0274¢ 237,69+12,152
TFr Rj3 32,62+0,646 ¢ 4,757+0,146¢ 10,89+0,2194¢ 72,48140,1372
TFr Rj4 18,835+0,662 ¢ 2,813+0,356 ¢ 13,58+0,300¢ 93,698+3,1702
TFr Rj5 27,995+0,690°¢ 3,098+0,134¢ 14,04+0,187¢ 137,76+£4,9442
TFr Rj7 16,272+0,900°¢ 2,885+0,136 ¢ 16,91+0,610¢ 135,07£1,4492
TFr Rj8 49,902+1,819¢ 4,537+0,245¢ 10,65+0,198 ¢ 178,242,744 2
TFr Rj9 69,734+0,675¢ 4,945+0,619¢ 7,066+0,0744 241,443,846
TFr Rj10 35,991+0,482¢ 5,233+0,236¢ 21,86+0,1744 137,44£10,972
AFRj 1 45991+1,644¢ 4,491+0,447¢ 11,30+0,274¢ 136,392+2,552
AFr Rj6 30,913+0,823¢ 3,239+0,502¢ 9,89+0,603 ¢ 126,247+1,22
AFr Rj8 24,529+4 523¢ 3,763%0,590¢ 10,91+0,367 ¢ 291,76+24,942
AFr Rj9 51,079+1,620¢ 2,801+0,555¢ 8,22+0,074¢ 150,2043,5272
AFr Rj10 38,996+2,800°¢ 2,970+0,04 ¢ 11,88+0,130¢ 261,55+14,792
Moyennes 34,690 3,835 12,102 160,774
Fruits de moyenne maturité
TFr Nrl 43,356+0,329 5,467+0,4494 20,41+0,402 ¢ 81,866+5,792b
TFr Nr2 14,607+0,615 ¢ 5,06+0,204 ¢ 18,17+0,149 ¢ 109,19+1,915°
TFr Nr3 12,81+0,473 ¢ 6,876+0,692¢ 24,77+0,404 ¢ 43,378+0,734b
TFr Nr4 11,539+0,295 < 5,009+0,434¢ 20,07+0,731 ¢ 48,201+0,758"
TFr Nr5 18,899+0,737 < 3,132+0,010¢ 15,83+0,351 ¢ 107,45+6,848"
TFr Nr7 14,616+0,689 ¢ 2,393+0,198¢ 13,37+0,389 ¢ 86,884+1,22P
TFr Nr8 36,916+0,180 d 5,312+0,096 ¢ 14,60+0,287 ¢ 79,4845,623P
Moyennes 21,642 4,75 18,153 79,492
Fruits matures
TFrN9 15,529+0,735 < 0,705%0,026 ¢ 21,14+0,128 ¢ 58,45+0,961P
TFr N10 9,611+0,535cd 0.928+0,121¢ 16,540,311 40,428+5,28"
AFr N1 21,452+0,900 cd 5.118+0,204¢ 17,86+0,309 ¢ 49,971+0,2°b
AFr N3 22,543+1,112 ¢ 6,522+0,531¢ 8,851+0,223 cd 198,35+11,9°
AFr N10 19,785+1,077 < 3,194+0,480¢ 20,48+1,221 ¢ 39,738+3,05"
Moyennes 17,784 3,293 17,215 77,388
TFr Vf1 27,592+1,981 17,25+0,825¢ 12,22+0,354¢d 127,05+11,88"
TFr Vf2 29,338+1,852 21,42+0,597¢ 46,43+1,232¢d 65,99+2,828P
TFr V3 19.537+1,380% 13,39+0,886 ¢ 12,74+0,150 ¢ 107,94+9,834 "
TFr Vf4 16,841+0,644 < 13,805+0,11¢ 19,460,284 ¢ 62,51645,454 0
TFr Vf6 25,500+1,996 < 20,25+0,177¢ 16,860,290 ¢ 161,11+2,002°
Afr Vf2 21,512+0,842cd 10,03+0,259 ¢ 16,21+0,585 ¢ 62,735+0,274 "
AFr Vf3 16,048+0,522 < 10,80+0,300¢ 10,89+0,175 ¢ 101,4345,457°
AFr Vf5 15.00+0,885 o 6,120+0,534¢ 12,40+0,127 ¢ 47,12+1,003°
AFr Vf6 17,85+0,974 ¢ 14,35+0,520 ¢ 17,18+0,211 ¢ 91,32+6,106"
AFr Vf7 14,465+0,797 < 8,866+0,801¢ 14,89+0,375 ¢ 86,688+2,31P
AFr Vf8 16,824+0,890 ¢ 11,85+1,170¢ 9,100+0,173cd 65,619+5,49°
AFr Vf9 13,373+1,392 < 4,627+0,451¢ 13,38+0,439 ¢ 36,373+0,143"
AFr Vf10 23,132+1,882 7,118+0,480¢ 20,31+0,465 ¢ 67,4740,8°
Moyennes 19,625 12,250 17,075 83,513

[@]T : Tilghemt, A : Aflou, Fr : Fruits, Rj : coloration rouge jaunatre, Vf : coloration vert foncé, Nr : coloration noir
rougeétre, N : coloration noir. [§8] Les différences significatives sont indiquées par des lettres différentesdansla méme

colonne entre les moyennes destrois stades de maturation des fruits selon le test de Fisher a P <0,05. [{] Chaque valeurest

exprimée sous forme de moyenne * écart-type (SD) (n = 3).
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L’ACP des fruits a un pourcentage d’inertie tres significatif et informatif 74,61 %. La distribution
des échantillons d'extraits phénoliques des tourteaux des fruits étudiés indique pertinemment qu'ils sont
répartis en deux groupes distincts. Le premier englobe les fruits immatures de coloration rouge jaunatre
desdeuxrégions (Tilghemt et Aflou), caractérise par des teneurs importantes en phenols totaux associées
a un pouvoir antioxydant témoigné par une capacité réductrice de fer équivalente élevée et des ECso bas
selon, respectivement, les tests de FRAP et DPPH. Cependant, ce groupe est caractérisé par une teneur
faible en flavonoides. Les échantillons de moyenne maturité TFrNr 1, TFr Nr8 et mature AFr N3 de
Tilghemt et Aflou sont inclus dans ce groupe montrant des propriétés communes. Le deuxiéme groupe,
quant a lui, comprend les extraits phénoliques des fruits noirs rougeatre de maturité moyenne et les
extraits de fruits vert foncé et noir matures desdeux régions. Nous rappelons qu'il n'y a pas d'échantillons
de fruits @ maturité intermédiaire pour la région d'Aflou. Ce groupe est caractérisé par une teneur en
flavonoides élevée. Tandis qu’il est moins riche en phénols totaux par rapport au premier groupe et moins

actif.

De ce qui précede, nous notons avec intérét que les facteurs de la localisation géographique et les
différentes conditions environnementales de chaque région ne sembleraient pas constituer des facteurs
d’influence directs ou distinctifs devant I’impact du degré de maturation sur la variation des contenus en

phénol totaux et flavonoides des extraits phénoliques et leurs activités antioxydantes.
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Figure 49 : Graphique bidimensionnel de I'ACP montrant la variation de la composition
phytochimique et ’activité antioxydante des extraits phénoliques des fruits selon le degré de
maturation provenant de Tilghemt et Aflou. Le cercle bleu correspond aux échantillons immatures de
deux régions et le cercle orange a ceux des fruits matures et de moyenne maturité de deux régions.

L'effet du stade de maturité sur la teneur en phénol et flavonoides est clairement observé
(Figure 50) et confirmé par la différence statistique significative de la composition chimique entre les
extraits phénoliques des fruits immatures, matures et de moyenne maturité selon I’analyse de variance
suivie par le testde Ficher (Tableau 18). Les extraits phénoliques étudiés présentaient des niveaux élevés
de teneur en phénol aux premiers stades de la maturité, puis la teneur en phénol diminuait au fur et a
mesure que le fruit mdrissait. Pour tous les échantillons des deux régions de collecte, nous avons constaté

une diminution de la teneur en phénol au cours de la maturation.
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Figure 50 : Box plots ou digramme en boite montrant la variation en teneur des phénols totaux et
flavonoides aux extraits phénoliques selon les degrés de maturation des fruits. A lettre. + Fais référence
a la mediane, la ligne fine (moustache) indique la gamme des résultats, et le point circulaire indique les

valeurs aberrantes.

Ces résultats sont conformes a ceux rapportés pour une autre étude sur ’espéce de Pistacia
palaestina par (Zam et al., 2019). Cette diminution de la teneur en phénol était probablement due a
I'activité de la polyphénoloxydase (PPO), La PPO est la principale enzyme impliquée dans l'oxydation
des phénols, a la fois dans les processus physiologiques associés a la maturation des fruits et a toute
forme de la manipulation du fruit impliquant des Iésions ou des ruptures destissus (Garcia-Rodriguez
et al., 2011). De ’autre part la teneur en flavonoides dans les extraits phénoliques des fruits de P.
atlantica augmente parallélement a la diminution des phénols totaux durant la maturation. Cette
augmentation est due a ’accumulation des anthocyanes, une sous-classe de flavonoides, responsables en

partie des pigments des fleurs et des fruits durant la maturation (Jaakola et al., 2002).
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Conclusion

Cette étude a fourni des preuves a l'appui des effets de plusieurs facteurs tels que le stade
phénologique, le degré de maturation, l'altitude, la température, les précipitations et les facteurs
liés a la saison de collecte sur P. atlantica, qui pourraient expliquer les variations significatives de
nos résultats par rapport a la composition chimique des huiles brutes et extraits phénoliques des
feuilles, des galles et des fruits, ainsi qu'a leurs capacités antioxydantes et a 1’effet inhibiteur de
l'alpha-amylase des extraits phénoliques des feuilles et galles. Ainsi, & travers les résultats obtenus
nous avons tiré des conclusions récapitulées comme suit :

» L’¢tude qui visait linfluence des stades phénologiques sur la variation des
phytoconstituants dans les extraits lipidiques de différents organes de P. atlantica et leurs
pouvoirs antioxydant nous a permis de constater que le meilleur moment de collecte en
termes de molécules bioactives quantitatives et qualitatives, en particulier les antioxydants
naturels pour les feuilles et les galles appartiennent au stade final de développement tandis

que pour les fruits, cela dépend du degré de maturation.

> L’interaction plante-environnement a confirmé que I'origine géographique de 1’espéce P.
atlantica et ses conditions environnementales de croissance (altitude, température,
précipitation) affectent de maniere significative les composants chimiques puis les activités

biologiques de ses extraits lipidiques et phénoliques.

» Les extraits lipidiques et phénoliques extraits a partir des feuilles et des galles des plantes
de P. atlantica qui poussent dans les zones de haute altitude (Aflou) contiennent les
composés les plus bioactifs (activité inhibitrice d’o-amylase puissante). Néanmoins, la
région caractérisée par des températures élevées et des conditions de sécheresse (Tilghemt)
affectent également les plantes de P. atlantica pour produire des molécules antioxydantes

(potentiel antioxydant) en réponse au stress exercé par I'environnement.

> Lesfeuilles desrégions montagneuses (Aflou) ont une composition chimique et une activité
antioxydante plus prononcées que celles des Dayas (Tilghemt, basse altitude) dans des
conditions climatiques classiques. En revanche, dans des conditions climatiques

exceptionnelles (fortes précipitations dans les Dayas associées a des températures douces),
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la situation serait inversée. Cela est dii a I’intervention du facteur de saison qui joue un réle
primordial dans la variation de la composition chimique des extraits lipidiques et

phénoliques des feuilles de P. atlantica.

Les deux types de galles de P. atlantica font le paradoxe par rapport aux feuilles car la
meilleure activité antioxydante des huiles brutes et extraits phénoliques est attribuée aux
galles sphériques et circulaires de la région d’Aflou caractérisée par une abondance de la
fréquence des galles. Cette observation pourrait s'expliquer par I'existence des organismes
omniprésents dans les galles nommées endophytes. Ces derniers jouent un réle indirect
dans la defense des plantes contre les insectes faiseurs de galles par la production de
métabolites secondaires notamment les composés phénoliques. La quantité de ces
composés est d’autant plus €levée que les attaques par les insectes sont intenses d’ou une

capacité antioxydante importante.

I1semblerait que les galles circulaires aient une capacité antioxydante par rapport aux galles
sphériques. Ce type de galles recele beaucoup de mystéres et il mérite de plus amples

études.

Les teneurs en phytoconstituants (tocophérols, caroténoides, polyphénols et flavonoides)
ainsi que l'activité antioxydante des extraits lipidiques et phénoliques de fruits de P.

atlantica sont influencées par le degré de maturité.

Bien que l'influence des facteurs de la localisation géographique et des différentes
conditions environnementales soit trés évidant sur la variation de la composition chimique
des feuilles et des galles, ces conditions ne sembleraient pas constituer des facteurs

d’influence directe par rapport & I’impact du degré de maturation pour les fruits.
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Perspectives

Les travaux que nous avons réalisés ont abouti aux résultats qui sont récapitulés en conclusion
ci-dessus. Ainsi, nous insisterons sur certains points qui nous paraissent importants a poursuivre

afin d’ouvrir de nouvelles perspectives menant aux nouvelles recherches :

v" Vu la variabilité de la composition chimique exprimée par ’espéce P. atlantica d’une
saison a une autre, nous recommandons de procéder a des études prenant en consideération

un échantillon plus large, et des périodes plus étalées comprenant plusieurs saisons.

v Il est apparant que les facteurs d’altitude, de température et de précipitation ont un impact
sur la variation des phytoconstituants. Il serait donc intéressant de procéder a un
échantillonnage trés vaste en tenant compte de [Iinfluence d’autres facteurs
environnementaux comme le type de sols, 1’age de I’arbre, I’aridité, la salinité, ’indice UV
en précisant le ou les facteursles plus influants et pourquoi pas d’aller également vers I’effet

des facteurs biotiques.

v" Nous avons constaté une diversité en composition chimique chez I’espéce étudiée (P.
atlantica) en fonction des conditions environnementales des deux régions de collecte
(Tilghemt et Aflou). Il serait important de procéder aux extractions des huiles brutes et
extraits phénoliques sur des plantules originaires de différentes régions aux conditions
environnementales différentes et cultivées dans les mémes conditions pour mettre en

¢évidence la part de I’effet génétique sur cette différence observée in situ.

v" Il serait intéressant de procéder a I’isolement et la caractérisation (par HPLC, HPLC/MS)
des composeés bioactifs extraits de cet arbre, et a les tester en diversifiant le panel des

activités biologiques notamment les activités anticancéreuse et anti-inflammatoire (tests in
vivo, et cultures cellulaires).
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Annexel
Les produits chimiques et réactifs utilisés

Dichlorométhane, n-hexane, chloroforme, éthanol, méthanol, méthylate de sodium (NaOCH30,5%), 1,1diphényl-
2- picrylhydrazyl (DPPH), charbon actif, sulfate de sodium, 1,10-phénanthroline (0,4%), FeCls (0, 12%), acide
gallique, quercétine, catéchine, réactif de Folin ciocalteu, AICI3, vanilline, vitamine E commerciale, vitamine C,
acarbose, [-caroténe, 2,4,6-tripyridyls-Triazine (Tptz), acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA), tampon
(K2HPO4/KH2P0O4) 0.02 M, NaCl 0,006 M (pH 6,9), EC 3.2.1.1-a-amylase, acide chlorhydrique, acide acétique,
FeCl3.6H20 (20 mM), tampon acétate 300 mM (pH = 3. 6), acétate de sodium CH3COONa, carbonate de sodium
Na2COs, sont achetés chez Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), le gel de silice 60A 70-230 mesh, 63-200 um pour
la chromatographie sur colonne est acquis chez Fluka Analytical. Tous les produits chimiques et réactifs utilisés

étaient de qualité analytique.
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Annexe 2

Conditions Chromatographiques pour esters méthyliques des huiles

|Chromatographe bhrompack CP 9002
|Détecteur \FI D
Injecteur SPLIT 1/100

|Gaz vecteur

Azote

|Co|onne Capillaire

k:p Sil 8 CB (5%Phenyl+ 95%dimethylpolysiloxane)

|Longueur bO m

|Diamétre intérieur b,32 mm *0.25 UM
|Epaisseur b,25 pm
|Température de I’injecteur b50°C
|Température du détecteur b50°C

’Température du Four Isotherme 250C°
Quantité injectée 0.8ul

Vitesse du papier 0.5 cm/ mn
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Annexe 3

Les courbes de pouvoir antioxydant de toutes les échantillons de extraits lipidiques durant les stades

phénologiques appartenant de la collecte de I’année 2017 selon le test DPPH .
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70 - y 80 1 80 -
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Les courbes de pouvoir antioxydant de quelques échantillons des extraits lipidiques des feuilles appartenant de la

deuxieme collecte 2018 des deux régions de Tilghemt et Aflou selon le test DPPH :
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Pl (%)
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Les courbes de pouvoir antioxydant de quelques échantillons de extraits lipidiques des galles appartenant de la

deuxiéme collecte 2018 des deux régions de Tilghemt et Aflou selon le test DPPH :
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Les courbes de pouvoir antioxydant de quelques échantillons de extraits lipidiques des fruits de différents degrés

de maturation appartenant de la deuxieme collecte 2018 des deux régions de Tilghemt et Aflou selon le test

DPPH :
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Les courbes de la capacité antioxydante de quelques extraits phénoliques desfeuilles de P. atlantica Desf.

appartenant de la deuxieme collecte 2018 des deux régions de Tilghemt et Aflou selon le test DPPH :
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Les courbes de la capacité antioxydante de quelques échantillons des extraits phénoliques des galles de P.

atlantica Desf appartenant de la deuxiéme collecte 2018 des deux régions de Tilghemt et Aflou selon le test

DPPH :
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Les courbes de la capacité antioxydante de quelques échantillons de extraits phénoliques des fruits a différents

degrés de maturation de P. atlantica Desf appartenant de la deuxiéme collecte 2018 des deux régions de Tilghemt

et Aflou selon le test DPPH :
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Les courbes de pouvoir inhibiteur de quelques extraits phénoliques des feuilles sur ’a-amylase :
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Les courbes de pouvoir inhibiteur de quelques extraits phénoliques des galles sur I’a-amylase :

Pl (%)

80
70
60

50 -

40
30
20
10

0

TG7
y =7,3374x
R?=0,9918

5
C(mg/ml)

10

AGC6
y =30,635x
R2=0,9991

AGC5
y = 65,154x
R?2=0,9979

0,5
C(mg/ml)

144



Valorisation des travaux scientifiques



Publicationsinternationales

1-Total Tocopherols, Carotenoids, and Fatty Acids Content Variation of Pistacia atlantica from
Different Organs’ Crude Oils and Their Antioxidant Activity during Development Stages.
Authors: Manel Chelghoum, Hamid Guenane , Mohamed Harrat, Mohamed Y ousfi.

Journal: Chemistry and Biodiversity.

Date de publication: 17 Juin 2020.

doi: https://doi.org/10.1002/cbdv.202000117.

2- Influence of altitude, temperature, and precipitation on the phytoconstituants, antioxidant, and
a-amylase inhibitory activities of Pistacia atlantica

Authors: Manel Chelghoum, Hamid Guenane, Djillali Tahri, Imane Laggoun, Fatima Zohra
Marfoua, Fatima Zohra Rahmani, Fairouz Khenifer, Mohamed Y ousfi.

Journal: Journal of Food Measurement and Characterization.
Date de publication : 19 juin 2021.
doi: https://doi.org/10.1007/s11694-021-01006-5.

Communicationsinternationales

The Third International Symposium (Medicinal Plants and Materials MPM-2020) organized in
University of Larbi Tebessi- Tebessa (Algeria) on February 25 to 27, 2020.

Poster communication presentation entitled: Total tocopherols and carotenoids composition of
Pistacia atlantica Desf. leaves crude oils and their antioxidant activity from two different region
in Laghouat —Algeria.

Authors: Chelghoum manel., Guenane Hamid., Hefied Fatiha., Y ousfi Mohamed.
Communications nationales

The First National Seminar of Bioactive Molecules (Valorisation of Medicinal plants to fight Cell
Damage) organized in University of Larbi Ben M’hidi-Oum Elbouaghi on November 18 to 19th
2019.

-Oral communication presentation entitled: Chemical composition and antioxidant activity of
Pistacia atlantica Desf leaves phenolics extracts from two different regions.
Authors: Chelghoum Manel., Guenane Hamid., Y ousfi Mohamed

-Poster communication entitled: Influence of maturation degree on composition of total phenols,
Flavonoids and antioxidant activity of phenolics extracts from Pistacia atlantica Desf. fruits.

Authors: Chelghoum Manel., Guenane Hamid., Tahri Djillali., Y ousfi Mohamed.

The First National Seminar of Nutrition and Health (The research in the service of the nutrition and
health) Held at Hassiba Benbouali University of Chlef, from 16-17 December 2019.


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Chelghoum%2C+Manel
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Guenane%2C+Hamid
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Harrat%2C+Mohamed
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yousfi%2C+Mohamed
https://doi.org/10.1002/cbdv.202000117
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Chelghoum%2C+Manel
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Guenane%2C+Hamid
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Yousfi%2C+Mohamed
https://doi.org/10.1007/s11694-021-01006-5

Poster communication presentation entitled: Phytochemical content, antioxidant and a-amylase
inhibitory activities of Pistacia atlantica Desf.leaves phenolics extracts from two different regions
in Laghouat —Algeria.

Authors: Chelghoum Manel., Guenane Hamid., Y ousfi Mohamed.



