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Reésumé

Pistacia atlantica Desf. (Anacardiaceae), un arbre qui est largement distribué dans le
sud-ouest de I'Asie et du nord-ouest de I'Afrique, a été traditionnellement utilisé a des
fins culinaires et médicinales. Par conséquent, le but de cette étude était de quantifier
phénoligue total (PTC) et flavonoide (FC) dans des extraits de galles de P. atlantica.
Des échantillons ont été prélevés a partir de plantes males et femelles de la région de
Laghouat. Activité antioxydante a été évaluée par le DPPH (2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) et le ferricyanure de potassium (PFC). Les relations entre les activités
et le contenu du TPC, FC mesurées dans les échantillons de galles antioxydants, sont
discutés dans le but de fournir une base scientifique pour une utilisation optimale de
galles du P. atlantica. Contenu de composeés phenoliques totaux (PTC) et les
flavonoides (FC) ont été déterminés par spectrophotométrie. Les galles P. atlantica
de dichlorométhane a montré a étre une source riche en composés phénoligues,
comme PTC allait de 26,23 + 2,84 et 24,55 + 2 GAE / g de matiére séches pour le
dichlorométhane et de l'acétate éthyle, respectivement. FC varie entre 0,154 + 0,022
et 0,11+0,036 mg QE/ g de matiére seches, I'acétate d'éthyle et du dichlorométhane,
respectivement. L'activité antioxydante a été mesurée en utilisant la méthode DPPH
(2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyle), et la méthode de réduction du ferricyanure de
potassium (PFC). L'activité de piegeage des radicaux DPPH (RSA) a varié de 492 a
554 mg AAE/g de matiere séche. La capacité de réduction, évaluée par la méthode de
PFC, variait de 79 a 113 mg AAE / g de matiere seche de galles.

Mots-clés: Pistacia atlantica, composés phénoliques, composés flavonoide, I'activité
antioxydante.




Abstract

Pistacia atlantica Desf. (Anacardiaceae), a tree that is widely distributed in south-
west Asia and north-west Africa, has been traditionally used for culinary and
medicinal purposes. Hence, the aim of this study was to quantified total phenolic
(TPC) and flavonoid (FC) in extracts from galls of P. atlantica. Samples were
collected from male and female plants from Laghouat region. Antioxidant activity
was evaluated by the DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and potassium
ferricyanide (PFC) methods. The relationships between antioxidant activities and
contents of TPC, FC measured in the galls samples, are discussed in order to provide
a scientific basis for an optimal usage of P. atlantica leaves. Contents of total
phenolics (TPC) and flavonoids (FC) were determined spectrophotometrically. P.
atlantica galls of dichloromethane showed to be a rich source in phenolic
components, as TPC ranged from 26.23 £ 2.84 and 24.55 + 2 gallic acid equivalents/g
of dry leaf for dichloromethane and ethyle acetate, respectively. FC ranged between
0.154 + 0.022 and 0.11 £+ 0.036 mg quercetin equivalents/g of dry leaf, for ethyle
acetate and dichloromethane, respectively. Antioxidant activity was measured using
the 2, 2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method and the potassium ferricyanide
(PFC) reduction method. The DPPH radical scavenging activity (RSA) varied from
492 to 554 mg ascorbic acid equivalents/g of dry leaf. The reduction capacity,
assessed by PFC method, varied from 79 to 113 mg ascorbic acid equivalents/g dry
leaf weight.

Keywords: Pistacia atlantica, phenolic compounds, flavonoid content, antioxidant
activity.
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Introduction

Depuis la nuit des temps, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils avaient
a leur disposition contre les maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses,
telles que la tuberculose ou la malaria. Ni le hasard, ni la religion et ni la superstition
qui a guidé la medecine traditionnelle & employer une plante plutdét qu'une autre.
Certainement, c’est I’expérience ou les gens apprécient les vertus apaisantes et
analgésiques des plantes (Iserin) [1].

A travers les siecles, les traditions humaines ont su développer la connaissance et
I’utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et
d’améliorer la santé des hommes (Iserin) [1]. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la
pharmacopée ont recours aux propriétés curatives des plantes et que les traitements a
base de ces derni¢res reviennent au premier lieu car 1’efficacit¢ des médicaments
décroit vue leurs effets secondaires sur la santé publique.

Actuellement, la société scientifique, biologiste et chimiste, met en évidence le role
tragique du processus oxydatif incontrélable induit par les especes réactives
oxygénées. Ces oxydants sont a 1’origine directe de différents états pathologiques tels
que le vieillissement et le cancer et indirecte sur la peroxydation des lipides des
denrées alimentaires. Quel gue soit le cas, le risque est aggravé avec 1’accumulation
de ces molécules dans I’organisme en aboutissant a une chaine réactionnelle
radicalaire qui dégrade les molécules vitales biologiques a savoir I’ADN, les lipides,
les protéines et les glucides. En appuyant sur cette vision, un renouveau de la
phytothérapie vers cette vague verte qui produit une foule des antioxydants a fin de
contrer et piéger ces oxydants. [2]

L’Algérie dispose d’un ensemble d’espéces végétales naturelles et cultivées a
gamme importante et variée. Cette richesse naturelle reste insuffisamment connue.
Une bonne partie des ressources végeétales a intérét économique, social et sanitaire

n’est pas connu du grand public.

Le Pistachier de 1’ Atlas est I’une des plantes médicinales les plus utilisées au niveau
locale. Les extraits des galles de cette plante sont largement utilisés dans la médecine
traditionnelle pour ses vertus thérapeutique. Les galles sont des excroissances
apparaissant sur diverses parties d'une plante (les tiges, les feuilles, les fleurs, les
fruits), généralement provoquée par un insecte ou parfois par un parasite

vegeétal. Chaque fleur ainsi habitée par une larve donne une petite galle arrondie.




Introduction

Dans le premier chapitre de ce manuscrit, nous avons commencé par une étude
bibliographique sur la description (les caracteres botaniques et la systématique) des
galles de P.atlantica, et quelques travaux antérieurs réalisés sur la plante et une étude
sur les composes phénoliques, et flavonoidique et I’activité antioxydante.

Dans le deuxiéme chapitre, nous avons envisageé la partie expérimentale a savoir les
matériels et les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail : ’extraction et la
quantification des composés phénoliques et flavonoidique, I’analyse quantitative et
qualitative par UPLC puis 1’évaluation de pouvoir antioxydant de ces galles par deux
méthodes : DPPH, la réduction de fer.

Enfin, dans le troisieme chapitre, nous avons rapporté les résultats obtenus: les
teneurs des composés phénoliques et flavonoide ensuit les résultats d’analyse par

chromatographie liquide a haut performance et 1’étude de 1’activité antioxydante.
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Chapitre I : Synthese bibliographique

I. Etude des plantes médicinales

Au cours des dernieres décennies, les recherches scientifiques les plus modernes
n’ont fait que confirmer le bien foncé des verus thérapeutique de la plupart des plantes
médicinales utilisées de fagon empirique depuis des millénaires[2]. Ce savoir
traditionnel ancestral transmis de génération est devenu aujourduit une mine
d’informations extrément précieuse pour tous les recherches de [I’industrie
pharmaceutique [3].

Les traitements a bas de plantes reviennet au premier plan, car 1’efficacité¢ des
médicaments tels que les antibiotiques détroit. Les bactéries et les virus se sont peu
adaptés aux médicaments et leur résistent de plus en plus. C’est pourquoi on utilise a
nouveau 1’Abstinthe chinoise ( Arttimisia Amma) et surtout son principe actif pour
soigner la malaria lorsque les protozonaires responsables de la maladie résistent aux
médicaments [1].

1.1. Historique

Depuis les temps le plus reculés, la préoccupation de I’homme a été la satisfaction
de ces besoins alimentaires, il a developpé ainsi intime avec le milieu qui 1’entourait.
Pour se soigner, il apprit a ses dépens discerner les ressources végétales, animales
nécessaires a se servie. Les animaux sont les premiers utilisateurs des plantes
thérapeutiques [4]. C’est seulement a partir de 4000 ans avent Jésus Christ que 1’on
retrouve des documents écrits ou sont mentionnés des drogues comme |’opium, la
jusquiame, etc. Tandis que les civilisations babyloniennes, sumériennes et
égyptiennes accumulent les connaissances empiriques concernant les plantes
médicinales, les arbres diffusent ce savoir autour le bassin méditerranéen [5].

Au cours des derniéres années, plusieurs raisons ont mené au rétablissement de
I’'usage des plantes médicinales en Amérique du Nord. Elles sont d’abord d’un coft
inférieur aux médicaments de synthése, puis elles arrivent a un moment ou le publique
est désillusionné devant la médecine moderne [4].

1.2. Plante médicinale

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes
actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certaines plantes
contenant toute une gamme de matiéres efficaces, peuvent avoir des actions trés

différentes suivent leur mode de préparation [6].
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Depuis toujours les plantes ont constitué la source majeure de médicaments grace a
la richesse de ce qu’on appelle le métabolisme secondaire. Entre 20 000 et 25 000
plantes sont utilisées dans la pharmacopée humaine. 75% des médicaments ont une
origine végeétale et 25% d'entre eux contiennent au moins une plante ou une molécule
active d'origine végétale [7].

Cependant, ’homme n’a decouvert les vertus bénéfiques des plantes que par une
approche progressive, facilitée par 1’organisation des rapports sociaux, en particulier a
partir du néolithique [8]. Certaines plantes sont inoffensives, mais d'autres, dite
nombreuses (digitale, belladone, colchique, etc.), sont toxiques et ne sont utilisées que
sous des formes bien contrdlées, exclusivement commercialisées en pharmacie.
L’emploi inconsidéré de plantes cueilles dans la nature peut aboutir a des
intoxications graves, voir mortelles [5].

1.3. Notion sur la plante étudiée
1.3.1. Présentation de Pistacia atlantica

Le Pistachier de 1’Atlas (Pistacia atlantica Desf), en arbre local ; elbetoum, botma,
detouma ou btouma et en berbere Igth [9].

Le nom commun de cette espece se rapport aux montagnes d’atlas ou cette espece se
développe. Cet arbre est egalement connu comme le pistachier sauvage, faux
Pistachier. Les fruits sont appelés Elkhodiri par les populations locales [10].

Le genre Pistacia est représenté en Algérie par quatre espéces, en 1’occurrence
Pistacia Lentiscus, Pistacia Terebinthus, Pistacia Vera et Pistacia atlantica.

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

1.3.2. Position systématique

Embranchement : Phanérogames ou Spermaphytes.
Sous embranchement : Angiospermes.

Classe : Endicots.

Sous classe : Rosidées.

Catégorie : Arbre dioique.

Ordre : Sapindales (Rutales).

Famille : Anacardiacées- Térébinthacées.
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Genre Espéce : Pistacia atlantica Desf.
Nom commun : Pistachier
Nom latin : Pistacia atlantica Desf. Proche Pistacia Vera, Pistacia Chinensis.
Noms vernaculaires : betoum en arabe local et Igth en berbére
Port : arrondie a ramification étalée, jaune le rameau est rougeatre.
Hauteur : 10 a 12 m.
Plantation : a I’automne ou au printemps.
Multiplication : par bouture.
Sol : tous mais bien draine.
Emplacement : au soleil.
Feuillage : caduc, composé, imparipenné ; 3 a 5 fioles ovales-acuminées, tomenteux
puis coriace a I’age adulte.
Floraison : en été en panicule de petites fleurs apétales (1 a 3) et 1 a 5 sépales.
Pollinisation effectuée par le vent. Fruits récoltés en septembre-octobre.
Couleur : vert brunétre.
Croissance : lente et ne produit qu’a partir de 5-7 ans.
Plantation : a I’automne ou au printemps.
Pays d’origine : Méditerrané orientale (Crimée, Gréce et Turquie) [11].
1.3.3. Propriétés de ’arbre
Le bétoum est un bel arbre, qui existe a 1’état disséminé dans la région de Djelfa
(Senalba, Ain Oussera, Messaad), Laghouat (partie sud) et Ghardaia (dans 1’oued
m’zab) [9]. Il présente un intérét particulier, parce qu’avec arganier, c’est le seul arbre
qui s’accommode de I’étage climatique aride et peut vivre dans les conditions
écologique les plus sévéres. En raison de sa rusticité, de la caducité qui produisent de
bons sols forestiers, de sa résistance a la sécheresse et de ses faibles exigences
pluviométriques. Il est trés utile pour recevoir la greffe de Pistacia vera. Les arbres
greffés sont d’une grande vigueur, trés rustiques et d’une longévité remarquable [12].
Il peut y étre cultivé et supporter les vents forts et les longues périodes de sécheresse.
Les principaux facteurs qui contribuent a dégradation sont 1’exploitation foresticre.
Les incendies de forét et ’action des animaux. En Algérie, Pistacia atlantica est
trouvée en association avec Zizphum lotus qui protége ces nouvelles plantes contre les
animaux et les vents violents. L’utilisation de la culture reste faible malgré son

potentiel d’adaptation aux conditions arides du milieu. Les conditions climatiques de
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plupart des régions agricoles montagneuses et semi-arides de notre pays sont
favorables a son extension [13].
1.3.4. Propriétés et usages thérapeutiques

Les especes du genre Pistacia occupent une place appréciable dans la médecine
traditionnelle et pharmaceutique depuis I’antiquité. Elles attirent 1’attention des
chercheurs grace a ces potentiels antioxydants et ces activités antimicrobienne, anti-
inflammatoire, antipyrétique, antidiabétique, antiradicalaire et cytotoxique. Elles sont
employées dans le traitement d'eczéma, les infections de la gorge, la lithiase rénale,
I’asthme, I’estomac et comme un stimulant.

P. atlantica constitue avec P. lentiscus des especes principales de la production
d’oléorésine. Cette résine qui est produit par 1’écorce et exsudé naturellement de
facon abondante par temps chaud est utilisée comme antiseptique du systeme
respiratoire et aussi pour d’autres usages médicaux.

1.3.5. Travaux antérieurs

L’analyse phytochimique des différentes parties de 1’arbre de Pistachier de I’Atlas a
été 1’objet de quelques études via la composition du fruit en acides gras, en acides
amines, en éléments minéraux et le dosage quantitatif des proteines, des fibres et de
I’amidon [14,15].

En outre une étude plus récente sur les extraits phénoliques de cing différentes
partie de I’arbre de P.atlantica a savoir les feuilles, les écorces, les gales, les fruits et
la partie dégradée de I’arbre (champignon). Les résultats ont montré que les différents
extraits sont riches en composés phénoliques et 1’application des extraits des écorces.
L’analyse de ’activité antioxydante de ces derniers et I’application des techniques
spectrale ont permis de mettre en évidence de deux produits a structure phénolique
responsable de cette activité [16].

I1. Les composés phénoliques
11.1. Géneralités

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne
végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux
structures variées qu’il est difficile de définir simplement. A I’heure actuelle, plus de
8000 molécules ont éte isolés et identifies [17]. Selon leurs caractéristiques
structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent

toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle
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aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions
hydroxyles (OH) [18]. Ces espéces sont des monomeéres, des polymeres ou des
complexes dont la masse moléculaire peut atteindre 9000.

Ils sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignanes,
flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthones et autres phloroglucinols ou
les flavonoides représentent le groupe le plus commun et largement distribué. La
grande diversité structurale des composés phénoliques rend difficile une présentation
globale des méthodes qui permettent leur extraction et leur isolement, des processus
mis en jeu au cours de leur biosynthése, de leurs propriétés physico-chimiques et
biologiques [19].

Les polyphénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les
feuilles de tous les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et
légumes, les boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines
oléagineuses et les légumes secs [20].

Les recherches des dix a quinze dernieres années ont démontré que les composes
phénoliques ne sont nullement des produits inertes du métabolisme. lls subissent dans
les tissus végétaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et
interviennent dans de processus vitaux les plus divers. Le mode de leur action et sa
signification physiologique ne sont pas encore toujours claires. Un réle important est
attribué aux phénols dans la résistance des plantes aux maladies, comme c’est le cas
de la résistance du cotonnier a la maladie de flétrissement, la verticilliose. Le
phénomene d’accumulation des substances phénoliques dans les tissus végétaux
infectés ou dans les zones proximales est également observé a la suite de blessures
causées par des facteurs mécaniques et dans le cas decarence en certains éléments
minéraux comme 1’azote et le soufre [21].

Des travaux plus anciens de Nitsch et Alibert [22, 23] ont montré que les phénols
seraient associés a de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire,
différenciation organogene, dormance des bourgeons, floraison, tubérisation. Les
polyphénols sont aussi connus pour leurs effets protecteurs contre le rayonnement
UV, l’effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs et pour ces
propriétés antifongique et antibactérienne. lls interviennent dans la qualité alimentaire
des fruits en déterminant la saveur, nous citons : les flavanones sont responsables de

I’amertume des Cistus et peuvent donner naissance par transformation chimique a des
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dihydrochalcones a saveur sucrée, les anthocyanes, composés de couleur rouge a
violet, participent a la coloration des fruits mirs et les tannins sont a I’origine de la
sensation d’astringence des fruits non mdrs.

A partir des années quatre-vingt, ¢’est la découverte du role des radicaux libres dans
les processus pathologiques qui a relancé 1’intérét des polyphénols en particulier les
flavonoides dont les propriétés antioxydantes sont trés marqueées.

11.1.1. Les différentes classes de composés phénoliques

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques
trés variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol C,HsOH qui est un
monohydroxybenzene. Les composés phénoliques sont fort répandus dans le regne
végétal : on les rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et I’écorce. La couleur
et I’atome ou I’astringence des plantes dépendent de la concentration et des
transformations des phénols. Les composés phénoliques représentent de 2 a 3 % de la
maticre organique des plantes et dans certains cas jusqu’a 10 % et méme d’avantage.
Tous les phénols, a de trés rares exception (exemple : la lignine) sont des métabolites
énergétiques des échanges cellulaires et interviennent activement dans différents
processus : photosynthése, respiration, croissance aux maladies infectieuses [27].
Dans la nature, ces composé€s sont généralement dans un état 1i¢ sous forme d’esters
ou plus genéralement d’hétéroside. Ils existent sous forme des polyméres naturels
(tanins)

11.1.2. Classification des polyphénols

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : Les non flavonoides
dont les principaux composés sont : les acides phénoliques, les stilbenes, les lignanes,
les lignines et les coumarines et les flavonoides, dont on caractérise principalement :
les flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines
et flavanols [25].
11.1.2.1. Les non flavonoides
11.1.2.1.1. Acides phénoliques (Cs-C1 ou Cg-Cg)

Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des composés
phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts qui sont les acides

hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques.
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11.1.2.1.1.1. Acides hydroxybenzoiques C¢-Cy

Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de 1’acide benzoiques et ont une formule
de base de type Cs-Cy (Figure 1.1). lls sont particulierement représentés chez les
Gymnospermes et les Angiospermes d’ou ils sont souvent libérés aprés hydrolyse
alcaline du matériel végétal.

Les acides hydroxybenzoiques existent fréquemment sous formes d’esters ou de
glycosides. Les principaux acides hydroxybenzoiques retrouvés dans les végétaux
sont les acides phydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique et syringique
[26].

CO-H

R1=R2=R4=H, R3=0H Acide p-hydroxybenzoique
R1=R4=H, R2=R3=0H Acide protocaatéchique
R1=R4=H, R2=0CH3, R3=0H Acide vanillique
R1=H, R2=R3= R4=0H Acide gallique

R1=0H, R2=R3= R4=H Acide salicylique

. Figure 1.1: Quelques exemples des acides hydroxybenzoiques [26]

Le the, certains fruits, les pommes de terre sont des sources importantes des acides
hydroxybenzoiques. Les baies, ainsi que les fraises, peuvent en contenir plusieurs
dizaines de milligrammes par kilogramme de fruit frais, principalement sous formes
d’acides gallique et p-hydroxybenzoique. Par ailleurs, les céréales comme le blé et
I'avoine contiennent de l'acide vanillique, de I’acide salicylique et de 1’acide p-
hydroxybenzoique. Certains condiments (herbes et épices) peuvent également

contenir des acides hydroxybenzoiques [26].
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11.1.2.1.1.2. Acides hydroxycinnamiques Cs-C3

Les acides hydroxycinnamiques repreésentent une classe trés importante dont la
structure de base Cs-C3 dérive de celle de 1’acide cinnamique (Figure 1.2). Le degré
d’hydroxylation du cycle benzénique et son éventuelle modification par des réactions
secondaires sont un des éléments importants de la réactivité chimique de ces
molécules. De plus, I’existence d’une double liaison dans la chaine latérale conduit a
deux séries isomeres (cis ou Z et trans ou E) dont les propriétés biologiques peuvent
étre differentes. Les formes trans sont cependant naturellement prépondérantes et il

est possible que les formes cis ne correspondent qu’a des artéfacts d’extraction [27].

COOH

A

R2
R2
R1=R2=H Acide cinnamique (non phénolique)
R1=H, R2=0H Acide p-coumarique
R1=R2=0H Acide caféique
R1=0CH3, R2=0H Acide férulique

Figure 1.2 : Quelques exemples des acides hydroxycinnamiques [27]

Les acides hydroxycinnamiques sont retrouvés dans toutes les parties des fruits et
des légumes, quoique les concentrations les plus élevées soient observées dans la
partie externe du fruit mdr. Les laitues, les carottes, les myrtilles, les patates douces
(entieres, cuites, et crues), les pommes de terre, les péches, le jus d'orange, les
pommes, les tomates et le raisin sont les sources les plus riches en acides
hydroxycinnamiques. L’acide chlorogénique (ou acide 5-Ocaféoylquinique) est la
forme combiné de I’acide caféique, il est retrouvé en forte concentration dans le café
[28].

10
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11.1.2.1.2. Stilbénes Cs-C»-Cs

Les stilbénes présentent une structure en Cg-C»-Cg, avec un cycle A portant deux
fonctions hydroxyles en position méta et un cycle B portant des fonctions hydroxyles
ou méthoxyles en méta, ortho et para (Figure 1.3). Les deux noyaux aromatiques sont
reliés par un double liaison, formant un systeme conjugué. Cette particularité leur
confére une grande réactivité due a la délocalisation des électrons 7 sur la totalité de
la molécule. Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans 1’alimentation
humaine. lls sont généralement isolés des plantes sous formes hydroxylés, méthylés,
estérifiés, glycosylés ou méme prenylés. Leur solubilité est négligeable dans 1’eau et

accrue dans la plupart des solvants organiques [29].

R4

Rs
R1=R3=R’2=0H, R2=R’4= R’4=H Resvératrol

R1=R3=0CH3, R2=R’1=R’5=H, R’6=0H ptérostilbéne
R1=glucose, R2=R’1=R’3=H, R4=R’5=0H picéide

Figure 1.3: Quelques exemples des structures chimiques des stilbenes. [29]

Ces composés sont présents dans de nombreuses familles de plantes supérieures mais
les principales sources alimentaires sont le raisin (les graines, la peau, et les tiges) et
le vin [30].

Le resvératrol ou le 3, 5,4’-trihydroxystilbéne est un polyphénol non flavonoide et
appartenant a la classe des stilbenes. Il est surtout présent dans la pellicule du grain de
raisin, Seul son isomere trans est actif. Le resvératrol possede de nombreuses
propriétés biologiques ; cependant, son pouvoir anticancéreux a suscité un grand
intérét.
11.1.2.1.3. Coumarines Cs-C3

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base

lebenzo-2-pyrone. lls ont été isolés pour la premiere fois par Vogel en 1820 dans le

11
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Coumarouna odorata [31]. Ce sont des composés phénoliques cyclisés (Figure 1.4)
qui dérivent des acides t-cinnamique et p-coumarique pour la majorité d’entre eux.
Cependant, leur voie de biosynthése peut varier d’une espéce a 1’autre. En effet, la
scopolétine de tabac dérive de I’acide férulique, tandis que des expériences d’apport

de précurseurs marqués semblent montrer que ce n’est pas le cas chez le tournesol.

Ry

X

HO @) O

Figure 1.4 : Quelques exemples des structures chimiques des coumarines. [31]

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant
leur concentration mais aussi suivant I’espeéce. Dans la cellule, les coumarines sont
principalement présentes sous forme glycosylée. Cette glycosylation serait une forme
de stockage permettant d’éviter les effets toxiques des coumarines sur la cellule et la
croissance. Elles sont considérées comme des phytoalexines. Celles-ci sont des
molécules de faible masse moléculaire provenant de voies métaboliques variées
comme celle des phénylpropanoides ou des sesquiterpénes [32].
11.1.2.2. Flavonoides
11.1.2.2.1. Définition

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
¢corces d’orange, cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a
été plutot prété du flavus ; (flavus=jaune).

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique Chervreul, mais ont été réellement
découverts qu'en par Albert Szent-Gydrgyui, désignés sous le nom de vitamine P, en
raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette
dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne
correspondaient pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces
substances appartiennent aux flavonoides [33].

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célebre
correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les habitants
des régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise

importante de graisses saturées. Prés de 4000 flavonoides ont été décrits [34].

e
12
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11.1.2.2.2. Structure

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un
squelette carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques
(A) et (B) qui sont reliés entre eux par une chaine en Cs en formant ainsi I'hétérocycle
(C).Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systéeme Cg-Cs
Cs,en formant une structure de type diphényle propane dont des groupements
hydroxyles, oxygeénes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de
cette molécule [35]

Figure 1.5 : Squelette de base des flavonoides [36].
11.1.2.2.3. Distribution et classification

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des vegétaux supérieurs :
racines, tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens, ils peuvent aussi étre rencontrés
dans certains boissons et chez certains fourrages (ex: trefle).

Certaines classes de flavonoides sont présentes exclusivement chez certains
végétaux, on trouvera par exemple, les flavanones dans les agrumes, les isoflavones
dans le soja, les anthocyanes et les flavonols ont eu une large distribution dans les
fruits et les Iégumes tandis que les chalcones se retrouvent plus fréquemment dans les
pétales des fleurs, sont considérés comme des pigments naturels au méme titre que les
chlorophylles et les caroténoides [37].

Le Tableau 1.1 représente la distribution des principaux flavonoides dans certains

aliments :

13
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Tableau 1.1 : Distribution alimentaire des principales classes des flavonoides. [37]

Classes

Flavonols

Structure chimique

R1

OH (]

Exemple
R1=H
Kaempférol
R1=0OH
Quercetine
R1=0OCH3

Isorhamnétine

Flavones

OH
HO
R2

R1=R2=H
Apigénine
R1= OH, R2=H
Lutéoline
R1=R2=

Tricine

OCH3

Flavanons

R1
O
OH
OH o
R1
OH O

OH

R1=H
Naringénine
R1=0OH
Eriodictyol
R1=0OCH3
Héspéritine

Flavan-3

ols ou

flavanols

HO

R1

OH

(+)-catéchine
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11.1.2.2.4. Propriétés biologiques et pharmacologiques des flavonoides
v’ Effets Antiallergiques
v’ Effets Anti-Inflammatoires
v’ Effets Anti-Ulcereux
v’ Effets Anticancereux
11.1.2.3. Tannins
Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, a
coté des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la
gélatine et d’autres protéines [38, 39]. Les tannins sont caractérisés par une saveur
astringente et sont trouvé dans toute les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les
feuilles, les fruits et les racines [40]. On distingue deux groupes de tannins différents
par leur structure et par leur origine biogénétique :
11.1.2.3.1. Tannins hydrolysables
Qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre variable d’acide
phénol. Le sucre est tres généralement le D-glucose et I’acide phénol est soit I’acide
gallique dans le cas des gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins

classiqguement dénommes ellagitannins (Figure 1.6) [19].

HO

HO

HO

Figure 1.6: Structure chimique des acides gallique (A) et ellagique (B)

11.1.2.3.2. Tannins condensés ou tannins catechiques ou proanthocyanidols
Qui se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent
pas de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides.

11 s’agit des polymeres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles

e
15



Chapitre I : Synthese bibliographique

par des liaisons carbone-carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés

dans tous les groupes végétaux, Gymnospermes et Fougeres [41].

HO

OH

HOlltn HO

HOWe

HO N o

:IIIIII:

HO

Figure 1.7 : Structure chimique des tanins condensés [41]
I11. Les antioxydants
I11.1. Radicaux libres

Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou
plus) non apparié. De par sa structure particuliére, il a tendance a attirer les électrons
d’autres atomes et molécules pour gagner sa stabilité. Plusieurs éléments peuvent étre
a I’origine de radicaux libres. Les sources des radicaux libres sont nombreuses [41].
I11.2. Origine des radicaux libres

Ils sont produits par divers mécanismes physiologiques (Figure 8) afin de détruire
des bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou
pour réguler des fonctions cellulaires Iétales telle la mort cellulaire programmée ou
apoptose.

Toutefois, au contact entre I'oxygene et certaines protéines du systeme de la
respiration, une production d'anions superoxydes se produit lors du fonctionnement de
la chaine respiratoire mitochondriale.

Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox que
produit dans 1’organisme l'oxydation de molécules comme les quinones. Ce cycle
redox a lieu soit spontanément, soit surtout lors de I'oxydation de ces composés au
niveau du cytochrome. Les rayonnements UV sont capables de géneérer des radicaux
libres et les particules inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux

libres. L'ingestion d'alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers

e
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mécanismes, ¢galement des antibiotiques, des anticancéreux a pour effet d’accroitre la

production de radicaux libres dans I’organisme [43].

Lumiére UV 0 Oxydas
15 O, < ? » H02
Oxygéne Peroxyde
sinaulier Oxygene d’oxygene
o CI'[  myélopero
Arginin xidase
) v
Fe?*
NO 02°
Monoxyde .
d’azote Anion super oxyde Fe
v
ONOO > OH
i /Radical e
Nitra?ion des Activation des Oxydation des Per.o>.<y.dation Oxydation de
protéines cascades de protéines lipidique I’ADN

kinases

Figure 1.8 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de
I’oxygene impliqué en biologie [43]
111.3. Principaux radicaux libres
Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un
role particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres
radicaux libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux

primaires sur les composés biochimiques de la cellule [44].
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Tableau 1.2 : Liste des principaux radicaux libres [45].

Radical Formule

Anion superoxyde 0O;”
Radical hydroxyle OH’
Radical hydroperoxyle HO,
Radical peroxyle RO,
Radical alcoxyle RO’
Peroxyde d’hydrogéne H,0;
Acide hypochloreux HOCI
Ozone O3
Oxygeéne singulet ‘0,
Peroxynitrite ONOO

Monoxyde d’azote NO’

I11.4. Production des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre produits par notre propre organisme au cours de
réactions particuliéres, il s’agit de la voie endogéne de production de radicaux libres.
Les radicaux libres peuvent également avoir une origine exogéene liée a notre
environnement.
111.4.1. production endogene

Le systeme endogene est constitué d’enzymes ou d’agents réducteurs (superoxyde
dimutase, catalase, glutathion peroxydase, complexe enzymatique de la thiorédoxine)
dont I’action est de neutraliser les radicaux libres oxygéneés par leur transformation en
molécules stables et non réactives. L’organisme possédé une seconde ligne de défense
(les piégeurs de radicaux libres) qui sont des composés pour la plupart apportés par
I’alimentation et dont le rdle essentiel est de neutraliser les effets toxiques des
radicaux libres oxygénés, limitant ainsi toute atteinte de 1’intégrité cellulaire. Le
Tableau 1.3 reporte les principaux antioxydants non-enzymatiques retrouvés dans
I’alimentation. Parmi ceux-Ci, on retrouve certaines vitamines : la vitamine E (a-
tocophérol), la vitamine C (ascorbique), les caroténoides (vitamine A et p-caroténe,

les flavonoides....). Ce Tableau 1.3 montre tout I’importante d’une alimentation
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équilibrée, riche en fruit et légumes, pour I’efficacité cellulaire de notre systeme
antioxydant.
Tableau 1.3 : Principaux antioxydants non enzymatique et sources alimentaires

associées. [46]

Vitamine C Agrume, melon, brocoli, kiwi, chou,
poivron
Vitamine E Huile de tournesol, de soja, de mais,

beurre, ceufs, noix

B-carotene Légumes et fruit orange, et vert foncés
Sélésium Poisson, ceuf viandes, céréales, volaille
Zinc Viande, pain complet, Iégumes verts,

huitre laitiers

Flavonoides Fruit, légumes, thé vert
Acide phénoliques Céreéales complétes, baies, cerises
Tanins Lentilles, thé, raisins, vin
Metabolisme de la cystéine, glutathion Caseine, lactalbumine (petit-lait),

produits laitiers, brocoli, chou (ceuf,

poisson, viandes)

111.4.2. Production exogene
L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents extérieurs
capables de donner naissance a des especes oxygéneées réactives [46] :
¢ Les rayonnements UV (par I’intermédiaire d’agents photo sensibilisants) et
les radiations ionisants induisent la synthese de radicaux libres dérivés de
I’oxygéne tels qu’O,’, OH’, 1/20, et de molécules génératrices de radicaux
libres.

« L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO,), des toxiques présents
dans notre environnement (suie, goudron, tabac, polluants industriel) sont
¢galement responsables de la synthése de radicaux libres. Ils sont a 1’origine
d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) des alvéoles

pulmonaires.
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% Il a aussi été montré que ’ingestion d’alcool pouvait étre a 1’origine de la
production de radicaux libres. Ils sont produits au cours de 1’oxydation de
I’acétaldéhyde, principal métabolite de 1’éthanol.

Enfin, certains médicaments anti-cancéreux comme les anthracyclines peuvent aussi
générer des radicaux libres.

Notre organisme a donc besoin d’un équilibre nutritionnel afin de préserver un
équilibre cellulaire adéquat entre les radicaux libres oxygénés et antioxydants. Cet
équilibre <redox>. Or, dans de nombreuses conditions (malnutrition, maladies,
inflammatoires, tabagisme, stress, hypoxie, hyperoxie.....), cet équilibre ou
homéostasie redox est perturbé de maniére chronique. La balance entre les radicaux
libres oxygénés et antioxydants est déséquilibrée, en faveur des oxydants. C’est ce
gue littérature définit comme le (stress oxydant).

111.5. Définition du stress oxydant

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement
maitrisée par des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de
radicaux présents.

Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants
est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par
suite d'une surproduction énorme de radicaux, I'exces de ces radicaux est appelé stress
oxydant [44].

Chaque individu ne possede pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes
alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou 1I’environnement
dans lequel il vit [47]. L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la
cible moléculaire, de la sévérité de I'effort et du mécanisme par lequel I'effort oxydant
est impose [48].

111.6. Antioxydants et systéemes de défense

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand
nombre de substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques
spécifiques, mais aussi de petites molécules hydro- ou liposolubles. Cette grande

variété physico-chimique autorise la présence d’antioxydants dans tous les
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compartiments de 1’organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou
extracellulaires [49].
111.6.1. Antioxydants enzymatiques

Pour faire face a ces attaques, les organismes ont développé des systémes d’action
antioxydant qui visent :
1. A éliminé les espéces réactives de 1’oxygene et les catalyseurs de leur formation.
2. Ainduire la synthése des antioxydants.
3. A augmenté I’activité des systémes de réparation et d’élimination des molécules
endommageées.
Trois types d’enzymes antioxydantes sont mis en ceuvre pour la destruction des

especes réactives de I’oxygene [50] comme illustre la Figure 1.9.

Glutathion Catalase
peroxydas
Chaine Chélateurs
Respiratoire fer Cuivre
NADPH oxydase SOD
Xanthine oxydase 0 ::> H,0,
-
| >
Allopourinol

Oxydation
lipides

rotéines
NO-synthese #> NO' ZDN

Scavengers

Figure 1.9 : Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérives réactifs de

I’oxygene. [50]
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Les superoxydes dismutases (SOD) qui catalysent la dismutation de 1’anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne [51].
« La catalase qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau
permettant 1’élimination de celui-ci [52].
% La gluthathion peroxydase (GPX) qui décompose aussi le peroxyde
d’hydrogéne en utilisant le gluthation comme donneur d’hydrogéne [53].
111.6.2. Antioxydants non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils
peuvent se comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions
directes sur les molécules prooxydantes ou indirectement, en chélatant les métaux de
transition, empéchant ainsi la réaction de Fenton. Ce type d’antioxydants possede un
avantage considérable par rapport aux antioxydants enzymatiques. Du fait de leur
petite taille, ils peuvent en effet pénétrer facilement au cceur des cellules et se
localiser a proximité des cibles biologiques. Ce type d’antioxydants regroupe un
grand nombre de substances hydrophiles ou lipophiles et ils sont en partie produits par
I'organisme au cours de processus biosynthétiques. Néanmoins le nombre
d'antioxydants produits in vivo est tres limité ; on peut citer parmi les plus actifs : le
glutathion [54], le NADPH, les dipeptides [55], I'acide urique, I'acide lipoique ou la
bilirubine [56].

Le taux de ce systeme de défense dans I'organisme est essentiellement assuré par un
apport alimentaire. Parmi les antioxydants naturels de faible poids moléculaire, on
peut citer les plus connus et les plus importants ci-dessous :

+ Acide ascorbique (vitamine C)

La vitamine C ou acide ascorbique représentée par la Figure 1.10 est une vitamine
hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux ultraviolets et a 1’oxygéne. Aprés ingestion,
elle passe rapidement dans le sang puis diffuse de fagon variable dans tous les tissus.
Un apport quotidien minimal d’origine alimentaire est donc nécessaire, celui-Ci
provient essentiellement des fruits et légumes frais [57].

La vitamine C est nécessaire pour de nombreuses fonctions physiologiques de la
biologie humaine. La plupart des plantes et des animaux peuvent synthétiser I'acide
ascorbique sauf les singes et les humains en raison du manque de I’enzyme

gulonolactone oxydase [58].
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OH HO

Figure 1.10: La structure de I’acide ascorbique. [58]

Elle est un antioxydant puissant hydrosoluble, capable de piéger / neutraliser a des
concentrations trés faibles les especes réactives de l'oxygéne. Elle est un réducteur
susceptible de limiter la peroxydation lipidique et intervient dans la régénération des
autres antioxydants tels que les a-tocophérol [59].

+ Tocophérols (dont la vitamine E)
Les tocophérols (Figure 1.11) sont des composés liposoluble, ils regroupent
quatre substance dont l'alpha-tocophérol aussi appelé Vitamine E est I'antioxydant

majeur, la plus active biologiquement [60].

R1=R2=R3=CH3; a-Tocopphérol

R1=R3=CH3, R2=H B-Tocophérol
R2=R3=CH3, R1=H y-Tocophérol
R1=R2=H, R3= CH3 &-Tocophérol

Figure 1.11 : Structures des tocophérols. [60]
L’o-tocophérola été largement étudiée comme complément alimentaire
potentiellement préventive dans les maladies cardiovasculaires. Il joue un réle dans
I'atténuation du stress oxydatif, dans les symptémes des maladies neurodégénératives,
et en particulier dans la maladie d'Alzheimer qui a récemment recu un grand intérét.
En conséquence, il entrave I'adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales,

I'agrégation des plaguettes et la formation consécutive des plaques d'athérome. Il est

e
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présent dans les membranes des cellules et les organites cellulaires, ou il joue un réle
important dans la suppression de la peroxydation des lipides et il s'accumule sur ces
sites au sein des cellules dans lesquelles la production des radicaux d'oxygene est plus
grande. Il neutralise les radicaux peroxyle, alkyle et alcoxyle.
111.6.3. Antioxydants synthétiques

Parmi les antioxydants phénoliques de synthése qui sont autorisés dans certains
aliments : le BHT 321 (3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluéne), BHA 320 (3-tertiobutyl-
4-hydroxyanisole), sont I’un et I’autre soluble dans les lipides et résistent bien a la
chaleur. Ils ont une action synergique, ils présentent 1’inconvénient d’avoir une odeur
désagréable et s’évapore rapidement. Le TBHQ (tertiobutyl-hydroxyquinone) est
moins soluble dans les graisses et le PG (gallate de propyle) a 1’avantage d’étre
relativement soluble dans I’eau, mais 1’inconvénient d’étre peu soluble dans les
lipides, peu résistant a la chaleur et de donner avec le fer des sels de couleur foncée.
Le nitrite présent des propriétés anti oxydantes, il peut aussi former des nitrosamines
cancérigénes. Les chélateurs de métaux utilisés et plus efficaces sont les

polyphosphates et les dérivés d’acide citrique [61].
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. Matériels

I.1. Appareils et Produits

Produits
Tableau 11.4 : Les produits chimiques et les réactifs
Méthanol (CH -OH) M=32.04 g/mol, 99%
Acétone
L’eau distillée M=19 g/mol
Acétate d’éthyle (CH3COOHCH2CH3) D=88.1, 99.8%
Dichlorométhane
Sulfate de sodium Na;SO4 M=142.04 g/mol
Acide galliqgue monohydrate M=188.14
(C7HsO5H,0)
Folin-ciocalteu d=1.22
Carbonate de sodium Na,CO3
Chlorure d’aluminium(AICl5) M=241.43 g/mol
HCI M=36 g/mol
DPPH M = 394.3g/mol
TCA ou acide trichloracétique M=163.39
(CCI3COOH)
Potassium ferricyannate KzFe(CN)g M=329g/mol
Chlorure ferrique FeCls M=162.21g/mol
Acide ascorbique M=152g/mol
Quercétine. M=302 g/mol
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Appareils et instruments
Tableau I1.5: Appareils et instruments

: Appareils et matériels : Caractéristiques

Balance électronique

Bécher

Erlenmeyer

Ballon

Eprouvette

Fiole jaugée

Pipette

Propipette

Tube a essai

Micropipette SL-plus 100

Rota vapeur

Ampoule a décanter 250 ml

Ballons pour le rota-vapeur 250 ml-1000ml

Agitateur

Centrifugeuse

Etuve

Spectrophotométre ultraviolet-visible
UPLC
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1.2. Matériel végétal
1.2.1. Récolte de I’échantillon

Les galles du P. atlantica sont récoltées de la région de Laghouat au cours du mois
d’Aout 2013.

1.2.2. Séchage et conservation

Apres la récolte le matériel végétale est nettoyé (débarrassé de ses débris), étale sur
papier et laissé sécher a température ambiante dans une piece aérée a 1’abri de la
lumiére et protégeé de ’humidité.

I1. Méthode d'extraction
11.1.Extraction des composés phénoliques

La méthode d’extraction utilisée pour les composés phénolique est celle d’ Amiot [1]
et modifiée [2]. L’objectif de I’étape de I’extraction est de séparer les substances
phénoligues de la poudre solide et les faire passer en solution. Elle est réalisée en trois
étapes :

On peser 2 g de matiére vegétale obtenue est mise a macération dans un mélange
hydro alcoolique (Acétone / eau ; 70/ 30 ; V / V). Cette macération est répétée 5 fois
avec renouvellement du solvant chaque 24 heure a température ambiante et a
I’obscurité.
> La dépigmentation
Aprés la filtration d'extrait hydro-alcooliques, il subit une évaporation sous vide
dans un rotavapeur a une température de 60°. La phase aqueuse est extrait un ou
plusieurs fois jusqu’a épuisement total avec un demi-volume d'éther de pétrole dans
une ampoule a décanter afin d'éliminer toutes traces de composes apolaires (pigments,
lipides...)
» La Purification
La solution résulte a subi des extractions successives de type liquide-liquide, en
utilisant des solvants de polarité croissante, dichlorométhane et 1’acétate d’éthyle.

Les phases organiques obtenues sont séchees par le sulfate de sodium
anhydrideNa,SO, pour éliminer toutes les traces d'eau. Aprés la filtration de solvant
sont évapore sous pression réduite a 60°C. Les extraits obtenus sont sous forme d'une
poudre, ils sont péses pour calculer le rendement de plante. Le résidu est repris dans

10 ml de méthanol pur et conserve a -10°C dormant I'extrait phénolique purifie.
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11.2. Analyses quantitative des composés phénoliques

La teneur en phénols totaux estimée par la méthode de Singleton et Ross pour
chaque extrait a été rapportée en mg équivalent d’acide gallique/g de matiere seche.
La teneur en flavonoides déterminée par la méthode de Lamaison et carnat pour
chaque extrait a été rapportée en mg équivalent de quercétine/g de la matiere séche
[3].
11.2.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des composés phénoliques totaux a été effectué par une méthode adaptée
de singleton et Ross [4] avec le réactif de folin-Ciocalteu. En milieu basique, le réactif
de folin-Ciocalteu qui est formé d’acide phosphotungstique H3PW1,049 et I’acide
phosphomolybdique H3PMO,0, oxyde les groupements oxydables des composés
polyphénoliques présents dans 1’échantillon. Les produits de réduction (oxydes
métalliques Wg0,3/M0g0,3) de couleur bleue, présentent un maximum d’absorption
dont I’intensité est proportionnelle a la quantité des composés phénoliques présents
dans I’échantillon. La concentration massique des constituants utilisés dans la
préparation des réactifs, a été optimisée pour obtenir la réponse analytique la plus
linéaire possible en respectant le rapport réactifs/composes phénoliques totaux. Dans
cette méthode on a utilisé 1’acide gallique comme étalon [5].

Les lectures de la densité sur un spectrophotométre, des solutions ainsi préparées

ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique[6].

HO

HO

OH

HO

Figure 11.12 : Structure de I'acide gallique [6]
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> Procédure expérimentale

La courbe d’étalonnage standard a été obtenue a partir des solutions d’acide gallique
de différentes concentrations (0-0.3mg/ml). On prend 100ul de chaque solution dilué
ont été introduit a 1’aide d’une micropipette dans des tubes a essai, suivi de 1’addition
de 500ul du réactif de folin-Ciocalteu (diluée 10 fois). Apres incubation pendant 2
minutes, 2 ml de carbonates de sodium Na,COsa 4% (favoriser un milieu alcalin pour
déclencher la réaction d’oxydoréduction) ont été ajoutées, puis maintenues dans
I’obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. L’absorbance de chaque
solution a été déterminée a 760 nm contre un blanc préparé de la méme maniere sauf
qu’il ne contient pas d’acide gallique (I’extrait phénolique). Les lectures de la densité
optique a 760 nm, des solutions ainsi préparées ont permis de tracer la courbe
d’étalonnage de ’acide gallique.
11.2.2. Dosage des flavonoides

Flavonoides sont été¢ quantifiés par un dosage direct a 1’aide d’une solution aqueuse
de trichlorure d’aluminium). Cette solution forme un complexe trés stable avec les
groupements hydroxydes OH des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiere
visible a une longueur d’onde 415 nm. Les phénols sont estimés par une spectroscopie
UV, dont la quercétine est utilisé comme un standard a une longueur d’onde A =430

nm [7,8].

OH

OH

HO @)

OH

OH @)

Figure 11.13 : Structure du quercétine
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» Procédure expérimentale
Un standard de calibration a été prépare en utilisant des solutions de quercétine de
différentes concentrations de 0 jusqu'a 0.012mg/ml.

A une quantité de 1 ml de chaque solution dilué ainsi préparés on ajoute le méme
volume d’une solution de 1% de trichlorure d’aluminium. Aprés incubation a
I’obscurité et a la température ambiante pendant 15 min, I’absorbance du mélange de
la réaction a été mesurée a 430 nm contre un blanc en employant la méme
spectrophotomeétrie utilisée précédemment.

On trace la courbe d’étalonnage de la quercétine qui représente la variation de
I’absorbance du mélange des solutions déja préparées pour déterminer la quantité des
flavonoides.

11.3. Analyse des extraits par Chromatographie en Phase Liquide Ultra haute
Performance (UPLC)

L’analyse chromatographique des extraits bruts, des 2 fractions acétate d’éthyle et
dichlorométhane de galle du P. atlantica ont été réalisée par UPLC dans le
laboratoire de pharmacognosie de 1’Université Catholique de Louvain. Le
chromatographe utilisé est de type Perkin Elmer série 200 muni d'une pompe
quaternaire, d'un injecteur automatique, d'un four a effet pelletier et d'un détecteur UV
a barrette de diodes (DAD). La méthode développée est un gradient constitué d°H,O
ultra-pure et de méthanol tous les deux acidifiés a 1% d‘acide acétique (CH3COOH)
dont les proportions sont résumes dans le Tableau 11.6. La séparation a été réalisée a
0.3 ml/min et & 25°C sur une colonne ChromolithTM Performance RP-18e columns

(100 mm %x4.6 mm 1.D.) en injectant 5 pL d‘extrait.

Tableau 11.6 : Conditions du gradient d‘analyse UPLC

Time (min) Solvant A (H20 : 1% Solvant B (MeOH : 1%
CH3;COOH)

CH;COOH)
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11.4. Evaluation de pouvoir antioxydant
Des nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de 1’activité antioxydant
des composés phénoliques purs ou des extrais. La plupart de ces méthodes sont basées
sur la coloration ou décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre
étude nous avons utilisé 2 tests chimiques différents a savoir :
e La meéthode du radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Ascorbic Acid
Equivalent Antioxydant Capacity) (Brand-Williams) [9]
e Reéduction de fer (Reducing Power Assay) (Ascorbic Acid Equivalent
Antioxydant Capacity) [10]
11.4.1. Méthode de radical DPPH
Le DPPH [9] [11] (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le
plus utilisé pour 1’évaluation rapide et directe de I’activité anti-oxydante en raison de
sa stabilité¢ en forme radicale libre et la simplicit¢ de 1’analyse. Il absorbe dans le
visible a la longueur d’onde de 515 a 520nm [12].
e Principe
Le DPPH (2,2-Diphényl-1-1picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur
violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés antiradicalaire, le radical
DPPH’ est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a
517 nm (Figure 11.14) [13].

NO, NO,
. H

ON N—N ON N—N
NO, NO3

DiPhenylelPicrylHydrazyle (radical libre)  DiPhenylelPicrylHydrazyle (non

radical)

Figure 11.14 : Réduction du radical libre DPPH’[14]
Le radical stable DPPH" est utilisé comme radical oxydant pour étre réduit par
I’antioxydant (AH) et comme indicateur coloré de la réaction selon le mécanisme

suivant;
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DPPH'+ AH — DPPH-H + A’ (avec AH : antioxydant) [15]

Il fixe un radical hydrogéne arraché a I’antioxydant AH pour former le

DPPH-H lequel n’absorbe pas a 517 nm.
» Procédure expérimentale

On mélange 1 ml de chaque de ’extrait qui ét¢ diluée dans le méthanol avec 1 ml
d’une solution de DPPH’ (250 uM) préparée dans le méthanol. En laisser le mélange
incubé a I’obscurité pendant 30 min a une température ambiante, 1’absorbance du
milieu réactionnel est mesurée & 517nm contre un blanc. En trace la courbe
d’étalonnage de 1’acide ascorbique a différentes concentrations pour déterminer le
pouvoir antioxydant de nos extraits en AAEAC (Acid Ascorbic Equivalent
Antioxydant Capacity).

11.4.2. Le pouvoir réducteur des composés phénoliques (Reducing Power Assay)

Ce test est découvre par Oyaizu [10] .Ce test est considéré comme un test direct et
rapide dont est utilisé pour mesurer le pouvoir des antioxydants non enzymatiques, et
utiliser pour déterminer 1’activité antioxydant des extraits étudies dans un milieu
neutre .Ce test est basé sur la réduction des ions [Fe (CN)g]s-a des ions de [Fe (CN)g]a-
[16], qui peut étre mesurer leur absorbance a une longueur d’onde A= 700 nm.
L’activité antioxydant est mesuré avec un nouveau terme appelé AAEAC : qui
présente 1’activité antioxydant en équivalant de 1’acide ascorbique des extraits étudiés
(Acid Ascorbic Equivalent Antioxydant Capacity).L’évolution de [’activité
antioxydant de nos extraits est comparée par rapport a 1’acide ascorbique et cela en
tragcant une courbe d’étalonnage.

> Procédure expérimentale :

Dans une tube a essais contenant 2.5 ml de I'échantillons dilué mélangé avec 2.5
ml de tampons phosphate 200 mM, pH 6.6 et 2.5 ml de hexacyanoferrate de
potassium [K3FeCNg] 1% l'ensemble chauffé 50 °C pendant dans bain marie
pendant 20 min. Un volume de 2.5 ml trichlorure acétique est ensuite ajouté et le
mélange centrifugé a 300 min /tours pendant 10 min. enfin 2.5 ml du surnageant ont
été mélangé avec 2.5 ml de I'eau distillé et 0.5 ml de chlorure ferrique (0.1 %) FeCls
on remarque l'apparition une coloration bleue. L’absorbance de chaque solution a été
déterminée a 700 nm contre un blanc. Les lectures de la DO a700 nm, des solutions

ainsi préparées ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique [17]
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Chapitre III : Résultat et discussion

I. Extraction des composés phénoliques

Les extraits phénoliques obtenus présentent généralement un aspect d’une poudre
de couleur rouge brique pour les extraits des galles de Pistacia atlantica, les
caractéristiques organoleptiques sont représentées dans le Tableau 111.7 ci-dessous.

Tableau 111.7 : Caractéristique organoleptique des galles de P.atlantica

Extrait Aspect physique

Pistacia atlantica Poudre Rouge brique.

1.1. Dosage des composés phénoliques totaux

Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux de
I’échantillon. Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de
Singleton et Rossi en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. L’absorbance a été lue
dans une longueur d’onde de 760 nm. [1]
1.2.Teneur en composes phénoliques totaux

La quantification des composés phénoliques a été fait en fonction d’une courbe
d’¢talonnage linéaire (Y=AX) réalis€és par une solution étalon (en utilise 1’acide

galligue comme un standard) a différente concentration.

1,2 -

y = 3,7683x
R?=0,9985

1 -

Absorbance at 760 nm
o o o
> [e)} [}

o
)

o

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
concentration of gallic acid (mg/ml)

Figure 111.15 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

La teneur en composes phénolique de chaque fraction été alors calculée a partir de

courbe d’étalonnage est exprimée en milligrammes équivalente en acide gallique par
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gramme de la matiére séche (MS), la mesure de la densité optique a été effectuée a la
longueur d’onde de 760 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure

111.16 suivant :

26,5 26,23

26

25,5

25

24,55

24,5

24

23,5
dichlorométane acétate d'etyle

Figure 111.16 : Quantité des phénols totaux dans les deux fractions

Le réactif de folin-ciocalteu a été réduit par les phénols en mélange d’oxyde bleu de
tungsténe et le molybdéne, on remarque d’apres le resultat consigné dans la Figure
111.16 que la quantité des composés phénoliques varie entre 26 et 24 mg GAE/g MS.
Le teneur des composés phénoliques est le plus €élevé ont été détecté dans 1’extrait par
le dichlorométhane (26.23 +2.84 mg GAE/g MS) par rapport a celle de fraction de
I’acétate d’éthyle (24.55 £2 mg GAE/g MS), cela a peut étre justifié par la quantité
des composés phénolique qui soluble dans les solvants moyennement polaire
(dichlorométhane).

Ce résultat indique que les galles de P. atlantica contiennent des composés
phénoliques apolaires.

En comparant nos résultats avec ceux de littérature (galle du Calliandra brevipes
Benth), on remarque un écart remarquable [2]. Ce dernier a un teneur plus élevé (173
mg GAE/ g MS) que nos extraits. Cet écart peut étre lié aux conditions climatiques de
I’Algérie et celle du Brésil. En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un
certain nombre de facteurs intrinseques (génétique) et extrinséques (conditions
climatiques, les pratiques culturelles, la maturité a la recolte et les conditions de

stockage) [3, 4]. Rababah et ses collaborateurs [5] ont montré 1’effet du traitement de

R
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pré-extraction (irradiation ionisante) et du solvant d’extraction, sur la concentration
des composés phénoliques totaux dans les extraits du Pistacia atlantica.

Les résultats de Michelle de Lima Detoni [2] s’étend de 34.1 a 173 mg GAE/g MS
confirment que cette teneur montre des différences considérables, au cours des
différents intervalles de I’année et méme avec les conditions géographiques.

Comparativement a d’autres travaux sur la quantité des composés phénoliques des
feuillies du P. atlantica déja étudiées [6], On peut déduit que la teneur des composés
phénoliques des galles du Pistacia atlantica est trés faible par rapport a ses feuilles
(239 mg GAE/g MS). La seul explication de I’indépendance de 1’accumulation des
composés phénoliques entre les feuilles et les galles peut étre interpréter que les
feuilles sont plus exposés les agressions environnementales (les éliciteur, micro-
organisme, rayons solaires....).

1.3. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par
Lamaison et carnat [7] basée sur la complexation des flavonoides par I’ Aluminium en
utilisant le trichlorure d’aluminium comme réactif dans cette méthode.

1.3.1. Principe

La méthode de chlorure d’aluminium est basée sur la formation d’un complexe
flavonoides-aluminium, ce dernier a un maximum d’absorption 430 nm [8].
1.3.2. Teneur en composés flavonoidique totaux

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y = a x) réalisé par un standard étalon "la quercétine” a différentes
concentrations (0-0.014 mg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les
résultats sont exprimés en milligrammes d’équivalent de quercétine par gramme
d’extrait (mg EQ/ MS @).
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Figure 111.17 : Courbe d’étalonnage de quercétine
La quantité des flavonoides dans nos extraits a été déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage de quercétine. Les résultats obtenus exprimés en milligrammes par
gramme de la matiére séche en équivalent de quercétine. Ainsi que le taux en
flavonoides par apport aux teneurs en phénols totaux, sont regroupés dans le Tableau
11.8.
Tableau 111.8 : La teneur et le taux des flavonoides des galles de P. atlantica dans les

deux fractions

Dichlorométhane 0.11+0.036 0.42+0.009
Acétate d’éthyle 0.154+0.022 0.62+0.005
(% : Standard de déviation de 6 réplicas).

Les résultats d’analyse du dosage des composés flavonoidique des galles de P.
atlantica montre clairement que 1’extrait de acétate d’éthyle est plus riche en
flavonoidiques est présente une valeur moyenne de 1’ordre 0.154+0.022mg QE/gMS.
En revanche I’extrait de dichlorométhane présente la teneur la plus faible par une
valeur moyenne est de 1’ordre 0.11+0.036 mg QE/gMS.

En revanche, les taux des flavonoides de dichlorométhane (0.42 %) moins élevés
part apport a celle de I’extrait de 1’acétate d’éthyle (0.62%), ce qui laisse supposer que
les flavonoides des galles du P. atlantica sont en grande partie polaires. L’acétate

d’éthyle est utilisé pour I’extraction des flavonoides aglycones ou flavonoides mono
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O- glycosides et partiellement di-O-glycosides, tandis que le dichlorométhane est
utilisé pour I’extraction des flavonoides C- glycosides [9].

Dans un souci de simplification les deux fractions ont été classées par ordre
décroissant en teneur des composés phénoliques. Nous présentons alors, dans
I’histogramme ci-dessous (Figure 111.18) les deux valeurs du contenu en phénols
totaux et en flavonidiques pour chaque extrait. 1l est clair a partir de cet histogramme
que les quantités des phénols totaux et les flavonoides ne varient pas dans le méme
sens a titre d’exemple, on remarque que le pourcentage en flavonoides dans 1’extrait
de ’acétate d’éthyle est plus important que 1’autre extrait (dichlorométhane) alors qui
n’est pas I’extrait le plus riche en composés phénoliques (Tableau 111.8). Ce résultat
peut étre traduit par le fait que la quantité des composés flavonoides varie
inversement proportionnelles avec tout le contenu en composés phénoliques. Cette
corrélation indique que les composés flavonoidiques représentent donc un groupe de
substances naturelles importantes a la fois par le nombre de molécule concernée mais
¢galement par 1’originité d’une origine biosynthese mixte (celle d’acétate d’éthyle et

celle de I’acide schikmique) part apport aux composés phénoliques.

H polyphenol ® Flavonoide

26,23
24,55

0,62

Dichlorométhane Acétate d'éthyle

Figure 111.18: Comparaison du contenu en composeés phénoliques et en flavonoides
dans les deux fractions
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I1. Analyse par Chromatographie Liquide Ultra Performance (UPLC)

La chromatographie est une technique de séparation, d’analyse quantitative et
qualitative. Le principe de base repose sur les équilibres de concentration des
composés entrainés entre deux phases non miscibles dont I’une, dite stationnaire, est
emprisonnée dans une colonne ou fixée sur un support et I’autre, dite mobile, qui se
déplace au contact de la premiére. L’échantillon doit impérativement étre soluble dans
la phase mobile (solvant d’élution). Le temps de rétention associé a un pic
chromatographique (Figure 111.19 et 111.20) caractérise qualitativement une substance
dans des conditions chromatographiques données. L’aire ou la hauteur des pics
chromatographiques permet de mesurer la concentration de chaque soluté dans le
mélange injecté. L’analyse des métabolites présents dans les deux fractions d’acétate
d’éthyle et dichlorométhane a été réalisée a 1’aide d’une Chromatographie Liquide
Ultra Performance. L’utilisation de I’'UPLC augmente la sélectivité et la sensibilité
par rapport a I’HPLC. Lors de la chromatographie liquide, les molécules présentes
dans 1’échantillon analysé sont séparées en fonction de leur nature chimique. On
remarque d’aprés les résultats des deux chromatogrammes (Figure 111.19 et 111.20) que
le nombre des pics de I’extrait de 1’acétate d’éthyle (17 composés) est supérieure part

apport a celle de dichlorométhane (9 composés).
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Figure 111.19 : Chromatogramme d’UPLC de I’extrait de I’acétate d’éthyle

enregistré a 254 nm
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Figure 111.20 : Chromatogramme d’UPLC de ’extrait de dichlorométhane enregistré
a254 nm

A partir des deux chromatogrammes des deux fractions, nous avons dresse les
Tableaux I11.9 et 111.10 qui indiquent le pourcentage relatif de chaque compose
obtenu par les deux fractions de 1’acétate d’éthyle et dichlorométhane.

Nous avons observé que I’extrait de I’acétate d’éthyle contiens 17 composés est
caractérise par leur richesse en trois composes (pic 3 ayant le temps de rétention de
3.11 min) suivi de composé 2 (pic 2 ayant le temps de rétention 1.15 min) et le
composé 4 (pic 4 ayant le temps de rétention 3.29 min). Ces trois composés

présentent un pourcentage supérieur a 40% de I’ensemble de la fraction de 1’acétate
d’éthyle.
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Tableau 111.9: Les composés de 1’acétate d’éthyle identifié par UPLC

Les composeés Temps de rétention (min) %
Pic 1 0.52 12
Pic 2 1.15 15.53
Pic 3 3.11 19.89
Pic 4 3.29 8.63
Pic5 3.39 5.45
Pic 6 3.56 3.45
Pic7 4.01 0.78
Pic 8 4.25 0.84
Pic 9 5.58 0.93
Pic 10 5.97 3.21
Pic 11 6.55 2.89
Pic 12 6.73 2.45
Pic 13 7.85 2.21
Pic 14 8.10 2.81
Pic 15 8.30 2.15
Pic 16 8.57 7.79
Pic 17 9.25 7.33

Le profil chromatographique de la fraction dichlorométhane, réalisé dans les
mémes conditions de la fraction acétate d’éthyle, permet d’obtenir 9 composés.
Toutefois, cette estimation est basée sur les pourcentages relatifs des aires des pics des
constituants (méthode de normalisation) et ne constitue donc pas un dosage au sens
strict de chacun des constituants. A partir de ces données, on peut déduire que les 3
composeés ; 4 (pic 4 ayant le temps de rétention de 3.12 min), 2 (pic 2 ayant le temps
de rétention 1.16 min) et 1 (pic 1 ayant le temps de rétention 0.52 min) représentent la
fraction majoritaire  avec un taux de 42% par rapport I’ensemble de Ia

dichlorométhane.
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Tableau 111.10: Les composés de dichlorométhane identifié par UPLC

Les composés Temps de rétention (min) %
Pic 1 0.52 11.38
Pic 2 1.16 13.53
Pic 3 1.94 2.56
Pic 4 3.12 17.36
Pic 5 3.31 4.33
Pic 6 3.58 2.33
Pic 7 8.60 0.93
Pic 8 9.27 7.22
Pic 9 5.58 0.93

Si on compare la composition des métabolites secondaire des deux fractions de
I’acétate d’éthyle et dichlorométhane, on note une différence du point de vue
qualitatif. On constate la disparation de ces substances ; 10 (pic 10 ayant le temps de
rétention 5.97 min), 11 (pic 11 ayant le temps de rétention 6.55 min), 12 (pic 12 ayant
le temps de rétention 6.73 min), 13 (pic 13 ayant le temps de rétention 7.85 min), 14
(pic 14 ayant le temps de réetention 8.10 min), 15 (pic 15 ayant le temps de rétention
8.30 min), 16 (pic 16 ayant le temps de rétention 8.57 min) et 17 (pic 17 ayant le
temps de rétention 9.25 min) lors de passage d’un system d’extraction 1’acétate
d’éthyle a dichlorométhane. Ce résultat montre principalement que les composés
phénoliques ne sont pas abondants au niveau de la fraction de dichlorométhane ce qui
revient probablement a la solubilité relative des composés phénoliques présents dans
les galles du P. atlantica. En effet la solubilité des composés phénoliques est
conditionnée par le type de solvant utilisé ; pour une haute récupération des composés

phénoliques 1’acétate d’éthyle est le solvant approprié.
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I11. Résultats de I’étude du pouvoir antioxydant
Activité anti-oxydante

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements
fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des
extraits pourrait mener a des résultats dispersés selon I'essai utilisé. Par conséquent,
une approche avec des analyses multiples pour évaluer I’activité antioxydant des
extraits serait plus instructive et méme nécessaire.

Dans ce travail, deux méthodes sont utilisées : DPPH, réduction de fer (K3FeCNpg)
I11.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil)

L’activité antioxydant d’un composé correspond a sa capacité a résister a
I’oxydation [10]. De nombreuses méthodes sont utilisées actuellement pour évaluer
cette activité. Le radical DPPH" a été largement utilisé pour I’étude de I’activité anti
radicalaire des différents extraits végétaux [11].

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut 1’un des premiers radicaux
libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composés
phenoliques [12, 13]. Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote.
La réduction de ce radical s’accompagne par son passage de la couleur violette
caractéristique de la solution de DPPH a la couleur jaune mesurable par
spectrophotométrie a 517 nm.

La mesure de [’absorbance (ou densit¢é optique DO) a ¢été effectuée par
spectrophotométrie a 517 nm.

L’¢évaluation de ’activité antioxydant de nos extraits a été déterminée a partir d’une
courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique (Figure I11.21). Exprimée en AAEAC
(Acide Ascorbique Equivalent Antioxydant Capacity)
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Figure 111.21: Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique pour le DPPH

A partir de la courbe d’étalonnage qui exprimer en milligramme de 1’acide
ascorbique de la matiere séche (MS) on vous calculer AAEAC des galles de
P.atlantica dans les deux fractions les résultats sont obtenue dans le tableau suivant
(Tableau I11.11) et la (Figure 111.22) :

Tableau 111.11 : Les valeurs de AAEAC des extraits qui déterminées par le test de

DPPH
Dichlorométhane 494.,01+17.40
Acétate d’éthyle 552.557+23.10

(% : Standard déviation de trois réplicas)

560
550
540
530
520
510
500
490
480
470
460

AAEAC de AAEAC de l'acétate
dichlorométhane d'éthyle

Figure 111.22: Les valeurs obtenues d’AAEAC dans les deux fractions
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On remarque d’aprées les résultats obtenue qu’AAEAC d’acétate d’éthyle possede
une activité antiradicalaire considérable contre le radical DPPH (bonne capacité a
piéger le radical DPPH) avec une valeur ’AAEAC (552.55+23.10 mg AAE/g MS)
par apport a I’extrait de dichlorométhane (494.01£17.40 mg AAE/g MS) malgré
qu’elle ne contienne pas une grande quantité en phénols totaux. Ce résultat a été
constaté par Droman [14], qui a montré que la capacité antiradicalaire des extraits des
plantes examinées (organe, sauge et le thym) dépend essentiellement de leurs
structures individuelles et leurs taux dans 1’extrait et aussi le milieu réactionnel du test
utilisé pour évaluer 1’activité antioxydante car le test DPPH est classé comme un test
pour le milieu réactionnel de systeme polaire. 1l faut noter que la plus grande valeur
d’AAEAC (I’extrait le plus antioxydant) est enregistrée dans la fraction de 1’acétate
d’éthyle, qu’elle contienne une grande quantité en flavonoides par rapport au
dichlorométhane (Tableau I11.11), indiquant que la capacité antioxydante de 1’extrait
est due la contribution des composés flavonoidiques qui sont les antioxydants
dominant dans cet extrait. Selon Turkemen [15], les composés flavonoidiques
semblent étre des donateurs efficaces d’un hydrogéne en raison de leur chimie
structurale idéale. lls ont constaté que les extraits du thé noire possedent une activité
antioxydante tres elevés également un contenue plus élevés des composés
flavonoidiques.

I11.2.Hexacyanoferrate(l11)

C’est une méthode de mesure de la capacité des substances de nos extraits a réduire
le fer ferrique Fe** en fer ferreux Fe?" C’est une technique rapide, facile et
reproductible [16].

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antiradicalaire. Cette
technique a été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer
ferrique (Fe**) présent dans le complexe KsFe(CN) 6 en fer ferreux (Fe*). En effet le
Fe** participe & la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton.
L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm [17]. Une augmentation
de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits
testés [18].

L’évaluation de I’activité antioxydant de nos extraits a €t¢ déterminée a partir d’un
courbe étalonnage de 1’acide ascorbique (Figure 111.23), exprimée en AAEAC

(Ascorbic Acid Equivalent Antioxydant Capacity) pour chaque extrait.
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Figure 111.23: Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique
AAEAC de chaque fraction été alors calculée a partir de courbe d’étalonnage est
exprimée en milligrammes équivalente en acide ascorbique par millilitre de la
matiere seche (MS), la mesure de la densité optique a été effectuée a la longueur

d’onde de 700 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau I111.12: les valeurs de AAEAC des extraits qui déterminée par la méthode de

hexacyanoferrate

Dichlorométhane 79.07+£9.93
Acétate d’éthyle 113.09+6.098
(% : Standard déviation de quatre réplicas)

On remarque d’apres les résultats obtenue qu’AAEAC que [D’extrait du
dichlorométhane dévoile un pouvoir réducteur presque inferieure par apport au
extrait de ’acétate d’éthyle mais renferment des teneurs en composés phénoliques, le
plus élevés (Figure 111.16). A I’issus de ce résultat, on peut conclure que I’activité
réductrice n’est pas liée directement au contenu en composés phénoliques. Ce résultat
peut étre traduit par ’effet que la faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est
I'inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible
a la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés

phenoligues, mais également de certains sucres et de protéines etc. [19, 20].
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Le solvant d'extraction emporte des substances non phénoliques comme les sucres,
les protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation
phénolique [21]. Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les
composeés phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais
beaucoup de composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique
apparent élevé [22].

La fraction acétate d’éthyle est riche en flavonoides, ceci suggére un lien entre
I’activité réductrice de cette fraction. Ce lien reste conditionné par la structure des
flavonoides, particuliérement la substitution hydroxy pour les anneaux aromatiques A
et B et le modéle de substitution de 1’anneau C, les flavonoides les plus actifs
possedent de 3 a 6 groupes d’hydroxyle [23,24], tandis que I'nydroxylation en
position Cs semble étre nuisible pour leur pouvoir antioxydant et pour l'activité de
réductrice.

La Figure 111.24 montre la structure de flavonoide des différents principaux

¢léments de I’activité antioxydant.

OH O

Figure 111.24 : Principaux éléments de I'activité antioxydant des flavonoides [23]
En revanche la glycosylation des flavonoides réduit leurs capacités de piéger les
radicaux libres [25].
A titre d’exemple, le pouvoir antioxydant augmente du kaempferol, quercetine a la
myricétine, qui coincide avec I’augmentation du modéle d’hydroxylation [24].
Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et I'activité anti-oxydante est
un aspect intéressant, mais il faut prendre en considération que les composés

phénoliques répondent différemment dans l'analyse, selon le nombre de groupes

e
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phénoliques et que les composés phénoliques totaux n’incorporent pas nécessairement
tous les antioxydants qui peuvent étre présents dans un extrait [22].

L'attribution exacte de la capacité anti-oxydante a un compose, ou un petit groupe
de composants dans un extrait de plante est une tache difficile, puisque l'activité
efficace dépend de plusieurs facteurs, tels que la concentration, les formes
isomériques et l'interaction synergique avec d'autres composants [26].

L’extrait obtenus en utilisant deux solvant de haute polarité (acétate d’éthyle) été
considérablement plus efficace que ce obtenus en utilisant de solvant de basse polarité
(dichlorométhane).

La polarité des solvants change la capacité de dissoudre un groupe choisi de

composeés antioxydants, ce qui influe 1’évaluation de ’activité anti-oxydante [27, 28].
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Conclusion et perspective

Ces derniéres années, il y a eu un intérét croissant pour l'utilisation des
antioxydants naturels. De nombreux chercheurs ont été intéressés par les composés
biologiquement actifs isolés des extraits de plantes.

La présente étude a pour objectif 1I’étude de la galle de P. atlantica provenant de la
région de Sud Algérienne (Laghouat) a travers leurs teneurs en composés phénoliques
et ’activité antioxydante.

Les résultats obtenus dans I’analyse quantitative des composés phénoliques nous ont
permis de déduire que ces deux fractions I’acétate d’éthyle et dichlorométhane de la
galle de Pistacia atlantica constituent une source prometteuse en coOmposés
phénoliques. La teneur en composés phénoliques de la fraction dichlorométhane qui
est de 26.33+2.84 mg GAE/g MS est trouvée supérieure a celle de la fraction de
I’acétate d’éthyle (24.55+2 mg GAE/g MS). En conséquence la quantité de différents
composés phénoliques existants dans les deux fractions dichlorométhane et ’acétate
d’éthyle constitué un caractere spécifique pour chaque fraction.

Le dosage quantitatif des flavonoides par la méthode d’AICI;3 a révélé que I’extrait
de I’acétate d’éthyle est plus riche en flavonoidiques est présente une valeur moyenne
de T’ordre 0.154+0.022 mg QE/g MS. En revanche I’extrait de dichlorométhane
présente la teneur la plus faible la valeur moyenne est de 1’ordre 0.11+0.036 mg QE/g
MS.

L’analyse qualitative par UPLC de la fraction de 1’acétate d’éthyle a montré la
présence 17 composés par leur richesse en 3 composés ayant le temps de temps de
rétention 3.11 1.15, et 3.29 min. Ces trois composés présentent un pourcentage
supérieur a 40% de I’ensemble de la fraction de 1’acétate d’éthyle. En conséquence, la
fraction de dichlorométhane contient 9 composés avec 3 composés (ayant le temps
de rétention 0.52, 1.16 et 3.12 min) qui représentent la fraction majoritaire avec un

taux de 42% par rapport I’ensemble de la dichlorométhane.

L’évaluation de I’activité antioxydante s’est portée sur I’application d’une analyse
in vitro, comprenant un balayage du radical stable du DPPH et I’estimation du
pouvoir rédacteur comme une technique chimique.

Dans le test DPPH la fraction d’acétate d’éthyle est plus active par apport a la
fraction de dichlorométhane. Cette fraction contient une grande quantité en

flavonoides par rapport au dichlorométhane, indiquant que la capacité antioxydante de
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I’extrait est due la contribution des composés flavonoidiques qui sont les antioxydants
dominant dans cet extrait.

En revanche, le test d’hexacyanoferrate montre clairement que la fraction de
dichlorométhane renferme des molécules ayant une potentielle réductrice inférieure a
celle de la fraction de I’acétate d’éthyle, mais contient des teneurs en composés
phénoliques, le plus élevés. A I’issus de ce résultat, on peut conclure que 1’activité
réductrice n’est pas liée directement au contenu en composés phénoliques. Par
conséquence, la fraction de I’acétate d’éthyle est riche en flavonoides, ceci suggere un
lien entre I’activité antioxydante des deux fractions et ces composants.

Selon les résultats obtenus dans cette étude, nous pouvons dire que les galles du
Pistacia atlantica est riche en composés phénoliques. Les extraits donnes une bonne
activité antioxydante soit une capacité de piégeage de radicaux libres et la réduction
de fer .Notre perspective d’avenir est d’étudier chaque extrait séparément puis isoler
et identifier les différents composés qui existent.

Les résultats présentés ici peuvent contribuer a la connaissance des potentiels
antioxydants des deux fractions de I’acétate d’éthyle et dichlorométhane des galles du
P. atlantica.

Une prolongation de ce travail a I'avenir est souhaitable pour étudier les composants
présents dans les galles du P. atlantica et pour évaluer leur activité antioxydante.
Ainsi nombreuses perspectives peuvent étre envisageées :

e Il reste encore beaucoup des plantes locales utiles qui n’ont pas été analysées
et qui méritaient de I’étre afin de déterminer leur potentialité dans les
domaines éetudies.

e La multiplication de nombre essais in vitro vis-a-vis d’autre pathologies
douloureuse, abdominales, inflammatoires et infectieuses

e L’activité antioxydante issue des extraits naturels de plantes locales permettent
d’isoler et caractériser d’éventuelles nouvelles molécules ou de trouver des
molécules déja connus responsables a cette activité et qui pourront étre utilisé

pour étude chimiotaxnomiques.
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