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Résumé

(Activité antioxydante des huiles des fruits du pistachier de I’Atlas)
ADILA Reguia & BELBOUL Imane

Résumé :

L'huile des fruits du Pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica) est connue, depuis longtemps,
pour ses vertus multiples, ce qui I’a mise au centre de plusieurs travaux expérimentaux.

A travers cette modeste contribution, nous avons étudié 1’activité antioxydante de I'huile des
fruits de Pistachier de I’ Atlas selon plusieurs paramétres, entre autres, le degré de maturation.
Les huiles ainsi extraites ont subi plusieurs tests tels que la quantification des tocophérols
totaux, 1’étude du pouvoir antioxydant (par deux tests de référence, DPPH et Molybdate),
extraction et dosage des polyphénols totaux et des flavonoides ainsi que 1’étude de leurs
activités.

Les résultats obtenus ont indiqué une différence entre I'huile des fruits matures et celle des
immatures. Cette derniére, en dépit d'un rendement faible, s'est distinguée par une richesse en
en tocophérols et par une activité antioxydante marquée. En outre, sa teneur en composés
phénoliques actifs est assez intéressante, ouvrant la voie a de nouvelles perspectives en vue de
sa mise en valeur.

Mots clés: Pistacia atlantica, Fruit, Huile, Tocophérols, Antioxydant, Stade de maturation,
polyphénols, flavonoides.
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(Antioxidant Activity of fruits of pistachio oils Atlas)
Summary:

The oil from the fruits of Atlas Pistachio (Pistacia atlantica) is known for a long time for its
many virtues, which was placed at the center of several experimental works.

Through this modest contribution, we investigated the antioxidant activity of the fruit oil of
Atlas Pistachio according to several parameters, among them , the degree of maturation.

Oils extracted and underwent several tests such as the quantification of total tocopherols, the
study of their activity antioxidant power (two benchmark tests, DPPH and Molybdate),
extraction and determination of total polyphenols and flavonoids and the study activities
thereof. The results showed a difference between mature and immature oil. The latter, despite
a low vyield is distinguished by a wealth of tocopherols and a marked antioxidant activity. In
addition, its content of active phenolic compounds is quite interesting, opening up new
perspectives for its development.

Key words: Pistacia atlantica Fruit Oil, Tocopherol Antioxidant Stadium maturation,
polyphenols, flavonoids.
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Introduction

De nombreuses recherches ont mis en évidence le réle des phénomeénes oxydatifs dans
I’initiation de maladies aussi différentes que ’artériosclérose, les problémes inflammatoires,
cardiaques, pulmonaires, les cancers ainsi que le processus de vieillissement. De telles
maladies apparaissent lorsque les mécanismes de défense contre les radicaux libres, dont
dispose I’organisme, sont submergés. Il est donc nécessaire, a ce moment-la, d’aider le corps
a lutter contre ces agressions par un apport exogene d'antioxydants. Une des sources majeures
de ces substances est constituée par les plantes (Pincemail et al., 1998).

L’Algérie dispose d’un ensemble d’espéces Vvégétales naturelles et cultivées a gamme
importante et variée. Cette richesse naturelle reste insuffisamment connue. Une bonne partie
des ressources végétales 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 fruits de cette plante sont largement utilisés dans la médecine traditionnelle
pour ses vertus thérapeutiques (Benabderrahmane et al., 2009). En outre, cet arbre recéle
d'autres vertus en raison de la composition des huiles de ses fruits (Yousfi et al., 2003 ;
Benhssaini et al., 2004), de sa composition en flavonoides (Peksel et al., 2013), de I’activité
anti oxydantes de ses huiles essentielles (Gourine et al., 2010) et en raison de ’activité anti
oxydantes des huiles de ses graines (Yousfi et al., 2003; Bellakhdar et Bentrireche, 2013).

Dans la littérature, Tres peu de travaux sont rapportés quant a la variation de l'activité anti
oxydante des huiles des fruits du Pistachier de I'Atlas en fonction de leur degré de maturité.
Bellakhdar et Bentrireche en 2013 avaient mis en évidence une activité assez marquée au

niveau des huiles des fruits immatures (Bellakhdar et Bentrireche, 2013).

Le présent travail se veut une continuité logique de ce qui a été entrepris en 2013 par
Bellakhdar et Bentrireche. Ainsi, nous nous sommes proposés d'étudier la variation de
I'activité anti oxydante des huiles, a partir de plusieurs arbres, selon le degré de maturation
des fruits. Nous avons également recherché, dans I'huile, la présence d'éventuels composés
phénoliques ainsi que leurs activités. Pour notre connaissance, c'est la premiere fois que ce

parameétre est examiné selon I'évolution de la maturation.
La présente étude vise:

e La quantification des tocophérols totaux au niveau des huiles issues de plusieurs

graines de couleur et de degrés de maturation différent.
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e L'évaluation du pouvoir antioxydant des mémes huiles par deux tests de référence,
DPPH et Molybdate phosphate.

e Larecherche d'éventuels composés phénoliques ainsi que leur activité dans I'huile.
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1.1.Présentation du Pistacia atlantica Desf

Le pistachier de I’ Atlas (Pistacia atlantica Desf.), en arbre local : elbetoum, botma, betouma

ou btouma et en berbere Igth (Monjauze, 1980).

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

Les fruits sont appelés Elkhodiri par les populations locales, appellation due a la
prédominance de la couleur verte foncée a maturite, ils sont globuleux, renfermant une graine
verte (Baba aissa, 2000).

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 I’atlas (Pistacia atlantica) ou bétoum sont
caractérisés 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.

On extrait de leurs graines une excellente huile alimentaire. Si pour le pistachier vrai, les
caractéristiques physiques et biochimiques sont connues, ce n’est pas le cas pour le pistachier
de I’atlas. En effet les résultats d’analyses montrent que les graines de bétoum sont tres riches
en lipides avec une grande teneur en acides gras mono-insaturés et en phytostérols, teneurs
comparables a celle de I’huile d’olive, qu’on commence a peine a entrevoir ses vertus

thérapeutiques et nutritionnelles envers certaines pathologies (Ghalem et Benhssaini, 2007).

Figure 1 : Photographie illustrant 1’arbre du Pistachier de 1’ Atlas (Photo originale, 2009).
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I.2.Classification taxinomique

Le pistachier de I’atlas peut étre classé en quatre sous-especes, a savoir mutica, cabulica,
kurdica et atlantica ; cette derniere est présente en Afrique du Nord (Benhssaini et Belkhodja,
2004).

Ces mémes sous-especes présentent une méme formule chromosomique de 2n= 28 (Ghaffari
et al., 2003).

Pistacia atlantica Desf. est classé taxonomiquement de la facon suivante (Harfouche, 2005):
Régne : Végétal
Sous-régne : Viridaeplantae
Embranchement : Phanérogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Sapindales
Famille : Anacardiacées
Genre : Pistacia

Espéce : atlantica Desf.

I.3.Caractéristiques anatomiques et botaniques du Pistacia atlantica Desf

Pistacia atlantica Desf. Est un arbre a feuilles caduques et a tronc bien individualisé qui peut
atteindre jusqu’a 18 m de hauteur (Benhssaini et Belkhodja, 2004).

Les grands sujets peuvent atteindre facilement les 1 000 ans.

L’écorce produit une résine mastic qui peut étre distillée mais exsude naturellement par temps
chaud (Benabderrahmane et al., 2009).

De par sa dioicie et ses fleurs nues, Pistacia atlantica constitue une espéce particuliére des
Anacardiacées (Gaussen et al., 1982).

Mais quelques pieds, exceptionnellement monoiques, ont été rencontrés dans les montagnes
de Yunt de la Province de Mania en Turquie (Kafkas et al., 2001).

Cet arbre a une écologie difficile a cerner ; il est d’une grande plasticité, lui permettant
d’exister depuis les marges du Sahara jusqu’aux moyennes montagnes subhumides (Benabid

et Fennane, 1994).
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Cette espéce forestiere, dite de resquillage, s’accommode a tous les sols, excepté du sable.
Elle se contente d’une faible pluviométrie de I’ordre de 150 mm et parfois moins (Benhssaini
et Belkhodja, 2004).

I.4.Répartition géographique
Le genre Pistacia, appartenant a la famille des Anacardiacées, comprend de nombreuses

especes tres répandues dans la Méditerranée et le Moyen-Orient. (Kaska et al., 1996) .
En Algérie :

Plusieurs especes endémiques de Pistacia colonisent le territoire algérien (Pistacia lentiscus,
Pistacia therebintus et Pistacia atlantica). Ils se rencontre dans la plupart des zones semi-
arides ou steppiques, solitaire ou en association avec Ziziphus lotus Jujubier (cedra en arabe
local) et Pinus halepensis (Benabderrahmane et al., 2009).

Existant dans la région de Djelfa (Senalba, Ain Oussera, Messaad), Laghouat (partie sud) et
Ghardaia (dans 1I’oued m’zab) (Monjauze, 1980).

Le pistachier de I'Atlas se régénere et pousse toujours a l'intérieur du Ziziphus lotus qui
constituerait une bonne protection aux jeunes pousses contre les vents et le paturage. En plus
de cela, le sol ou les feuilles du Ziziphus lotus tombent deviendrait acide et faciliterait la
germination des graines (Belhadj, 2001).

I.5.R0les et usages de I’arbre
Cet arbre peut présenter plusieurs utilisations :
1.5.1.Utilisations locales

Les fruits de cet arbre (EI Khodiri) sont drupes comestibles. Ils sont riches en huile dense tres
énergétique, 1’huile est souvent mélangée aux dattes écrasées et peut étre consommée a toute
heure de la journée avec du petit lait. L huile a un gout trés proche de celui du beurre, elle est
tres appréciee dans la région.

Les graines sont séchées, écrasées ou moulues et ramassées avec de ’eau sucrée et
consommeées en boulettes ou bien séchées et croquées telles quelles comme des cacahuétes
(Belhadj, 2003).
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La résine mastic du Pistachier est utilisee comme un chewing-gum, dont les populations
locales faisaient autrefois quelque usage et dont la pharmacie s’est longtemps servie pour la
fabrication d’onguents comme masticatoire contre les infections Stomacales et comme

antiseptique pour voies respiratoires (Benabderrahmane et al., 2009).

L’arbre fournit un bois d’artisanat de toutes les especes du pistachier constituent un apport en
fourrage considérable pour 1’alimentation du bétail surtout en automne.

Cette essence peut entrer dans le cadre de la lutte contre la désertification utilisée pour la
fixation des dunes, comme brise vents (Belhadj, 2003).

1.5.2.Autres utilisations

Les especes du genre Pistacia sont largement utilisées dans les industries agroalimentaires.

La résine du Pistachier est utilisée dans la production de colle, dans la restauration des ceuvres
d’art en verre, en porcelaine, en bois et en métal. Elle est aussi utilisée dans les préparations
de certains produits cosmétiques et en parfumerie, comme ingrédient en odontologie
conservatrice.

Les fruits de cette plante sont aussi utilisées dans le traitement de I’eczéma, la paralysie, les
diarrhées, les infections de la gorge, les calculs rénaux et 1’asthme. C’est ainsi qu’on les
considerent comme agent astringent, antiinflammatoire, antipyrétique, antibactérien et

antiviral (Benabderrahmane et al., 2009).



Partie I: Synthese bibliographique Chapitre I1: Généralités sur les lipides

I1.1.Lipides : vue d’ensemble

Un lipide (du grecque lipos : gras) se définit comme un composé de poids moléculaire faible
ou intermédiaire (<5000 Da) avec une proportion importante de chaines hydrocarbonées dans
sa structure (Van Meer, 1998).

Les lipides forment un vaste groupe de substances d'origine biologique qui se dissolvent
aisément dans les solvants organiques comme l'acétone, le méthanol, le chloroforme et le
benzéne mais sont peu ou pas solubles dans I'eau a cause de I'absence d'atomes polarisants
comme O, N, S, P (Koolman et Rohm, 2006).

I1.2.Classification des lipides

Les lipides ont des structures et des fonctions trés diverses ; chez les étres vivants, certains
sont abondants, d'autres sont présents en faible quantité. On classe les lipides en fonction de
leur nature chimique et du réle gu'ils tiennent dans la structure et le fonctionnement des

organismes (Weinman et Mehul, 2013).

IIs sont difficilement classables (Demay ,2011). On peut les classer selon leur structure

chimique, leur role, leur charge comme ci-dessous :

LIPIDES
Composes a caractiras fl’rf Nﬁ\.\-\,\

lIipldlgues
LEAPrENGLES

Lipides complexes
Coyeercphaspibimdes
Sptrgalprdes

Aeides Srag

Llpides simples
= gs0r5 g alendl
Glyodnas
Cerdes

Srapdeg

Figure 2 : Classification des lipides (Demay ,2011).
s Les lipides simples

Les lipides simples encore appelés homolipides sont des corps ternaires (C, H, O).lls sont des

esters d'acides gras que I'on classe en fonction de I'alcool :

-Acyglycérols (ou glycérides) sont des esters du glycérol.
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-Cérides sont des esters d'alcool a longues chaines (alcool gras).
-Stérides sont des esters de stérols (alcool polycyclique) (Voet et Voet, 1998).
% Les lipides complexes
Ces hétérolipides contiennent des phosphates, sulfates ou glucides. lls sont classés par rapport
a la molécule qui fixe les acides gras:

* Soit le glycérol qui se distingue des acyglyceérols par I'hnétérogroupe et qui sont subdiviser

en:
-glycérophospholipides
-glyceroglycolipides.

* Soit une base sphingoides (dialcool aminé) qui définit les sphingolipides (Voet et Voet,
1998).

Autre classification des lipides selon leur structure chimique (Weil, 2009):

11.2.1.Acides gras

Définition

On les trouve en petites quantités a I'état libre, mais en grandes quantités engagés dans des
liaisons ester ou amide. En régle générale, ces acides sont monocarboxyliques, a chaine
linéaire non ramifiée comprenant un nombre pair d’atomes de carbone (entre 4 et 40) (Morin,

2005).

Classification

IIs peuvent étre saturés ou insaturés, et parfois hydroxylés ou ramifieés.

11.2.1.1.Acides gras saturés

Ont pour formule générale : CH3 - (CHy), - COOH. Les plus fréqguemment rencontrés sont :
I’acide palmitique et I’acide stéarique (Hunter, 1986).

11.2.1.2.Acides gras désaturés (insatures)

La numérotation des acides gras se fait a partir du carboxyle terminal (carbone 1) vers le
groupe CHg (carbone n). La double liaison est indiquée par le signe A, accompagné du chiffre
correspondant au premier atome de carbone participant a la double liaison. On utilise de plus

en plus le signe « : » suivi du nombre de doubles liaisons, la place de celle-ci étant indiquée

8
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entre parentheses.

Il existe aussi une nomenclature biochimique. Le carbone 1 est dans ce cas le méthyl terminal.
La place de la derniere double liaison est indiquée par le sigle ® suivi du nombre d'atomes du
carbone existant jusqu'a cette double liaison.

Les principaux acides gras désaturés sont :

11.2.1.2.1.Acides gras monodésaturés (Une double liaison)

Acide oléique (C 1g), double liaison entre les Cq et Cyo, on abrége : (Cis, A, ou: 18 : 1 (9), ou
18 ®9).

CHj3 - (CH,)7 - CH=CH - (CH;); - COOH

11.2.1.2.2.Acides gras polydésatureés (plusieurs doubles liaisons)

Les plus courants ont les doubles liaisons non conjuguées séparées par un groupe méthylene.
Les végetaux peuvent cependant renfermer des acides gras a doubles liaisons conjuguées
comme :

Acide linoléique (C1s, A%, ou 18 :2(9,12), ou 18 : 2 ® 6).

CH3 - (CHy)4 - CH =CH - CH; - CH=CH - (CH,); - COOH

Acide linolénique (C 15, A***™ ou 18 : 3 (9, 12, 15), ou 18 : 3 ® 3).
CHs - CH; - CH=CH - CH; - CH=CH - CH; - CH=CH - (CH,); - COOH

Acide arachidonique (Cao, A>'1%)

Acide docosahexaénoique (C,p, A*71013:16:19)

Depuis quelques années on souligne Il'importance de l'apport des acides gras désaturés
indispensables oméga-6 (w-6) et oméga-3 (w-3) dans l'alimentation humaine, notamment
pour la prévention des maladies cardio-vasculaires.

Pour les acides gras ®-6, l'acide linoléique (Cig) est le précurseur de 1’acide arachidonique
(Co0), tandis que pour les o -3, l'acide linolénique (Cig) est le précurseur (présent dans
certaines huiles végétales, telles que les huiles de colza ou de lin) de l'acide
eicosapentaénoique ou EPA (Cy) et de I'acide docosahexaénoique ou DHA (C,,) présents
dans les huiles de poisson.

Si, chez les Mammiféres, les acides gras polyinsaturés peuvent avoir jusqu'a 22 carbones et 6
doubles liaisons, dans le regne végétal, ces acides depassent pas 18 carbones et 4 doubles
liaisons (Weil, 2009).
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11.2.1.3.Acides gras hydroxylés
Les végétaux sont capables de synthétiser toute une série d'acides gras hydroxylés comme par

exemple l'acide ricinoléique :
OH
l
CH,; — (CH,)s —CH—CH, —CH=CH— (CHy); — COOH

On trouve des acides gras hydroxylés en C16 ou C18 dans les polymeéres qui constituent la
cutine (dans les feuilles) et la subérine (dans les tiges) des plantes.
Chez les Mammiferes, on trouve d'autres types d'acides gras hydroxylés.
On trouve aussi des acides gras hydroxylés comme intermédiaires dans la f-oxydation des
acides gras (Drigues et al., 1981).
11.2.1.4.Acides gras ramifiés
Les acides gras les plus courants comportent une ramification (méthyl, éthyl) placée sur la
chaine hydrocarbonée.

Exemple : acide-15-méthylhexadécaénoique : (CHs), - CH - (CHy) 13 - COOH

Ce type d'acide gras est particuliérement abondant chez les bactéries Gram”.

Dérivé du phytol, I'acide phytanique (acide 3,7, 11, 15 méthyl-hexa-Oécanoique) est un
constituant de certains lipides bactériens, en particulier chez les bactéries halophiles et les
thermophiles.

L'acide phytanique est normalement catabolisé chez I'Homme. L’absence de son dégradation
conduit & son accumulation dans les tissus (maladie de Refsum).

Chez d'autres bactéries (mycobactéries, corynébactéries), les acides mycoliques sont des

composés majeurs de la paroi cellulaire. Ce sont des acides ramifiés a tres longue chaine :

CHa- (CHa)n1 - CH = CH (CHa)sa - CH = CH - (CHy)us - CH - CH - COOH
I I
OH (CHp)17-21
I
CHjs

La chaine principale peut avoir jusqu'a 70 carbones. Elle peut étre ramifiée, hydroxylée,

porteuse de groupe cétonique ou de cycle propanique (Laudat, 1972).
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11.2.1.5.Acides gras a tres longue chaine

Ce type d'acide gras a été mis en évidence dans tout le régne vivant (bactéries, végétaux,
animaux). Il comprend des acides gras ayant de 25 & 40 atomes de carbone. Ces acides,
suivant les espéces ou les tissus, peuvent étre saturés, monodésaturés ou polydésaturés. lls ont
un nombre pair ou impair d'atomes de carbone.

IIs sont soit linéaires, soit ramifiés. Certains sont hydroxylés. Les cellules de I'épiderme des
Mammiféres renferment des acides @ hydroxylés qui ont un réle dans la structure de ce tissu.
IIs participent a I'élaboration d'une barriere hydrophobe (Petit et al., 2007).
11.2.1.6.Eicosanoides, peroxydes

Les eicosanoides forment un groupe de lipides dérivant de I'acide arachidonique (oméga 6),
un acide gras polydésaturé a 20 carbones.

Les prostaglandines dérivent de I'acide arachidonique sous I'action de la cyclooxygénase.

IIs sont considérés comme composés ubiquitaires des tissus de tous les mammiféres. Ils
assurent divers roles de régulation physiologique. Ils assurent un contrdle de la pression
sanguine. lls interviennent également au niveau des systemes inflammatoires.

Un groupe de structure voisine des prostaglandines est représenté par les thromboxanes. Ils
sont présents dans les plaquettes sanguines. Ce sont des inhibiteurs de I'action de certaines
prostaglandines. Ils régulent le taux d'’AMPc qu'il augmente dans la thyroide, le poumon,
I'nypophyse et qu'il diminue dans les tubules rénaux et les tissus adipeux.

Un troisieme groupe d'eicoisanoides est constitué par les leukotriénes qui dérivent de I'acide
arachidonique sous l'action de la lipooxygénase. Si la synthése des prostaglandines et
thromboxanes nécessite une cyclisation de la chaine lipidique, la chaine lipidique linéaire est
conservée lors de la synthése des leukotrienes. Par contre, l'intervention de peroxides est

requise pour la synthese des 3 groupes d'eicosanoides. (Weil, 2009)

Prostaglandine PGE; Leukotriene B, (LTB4)

Figure 3 : Structure des prostaglandines et leukotriénes (Weil, 2009).
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11.2.2.Glycérolipides

11.2.2.1.Glycérides (acyl-glycérols)

Ce sont les composes obtenus par estérification des fonctions alcool du glycérol par des
acides gras. On distingue des mono-, des di- et des tri-acylglycérols (ou mono, di et
triglycérides, ancienne nomenclature conservée en nutrition et en pathologie). En outre, les
acyl-glycérols pourront différer par la nature et la position des acides gras estérifiés. Pour
indiquer la position, on désigne les atomes de carbone du glycérol par 1,2 et 3. Ainsi, le
composé A de la figure suivante est le 1 -palmitoyl 2-oléyl glycérol, le composé B est le 1-
palmitoyl 2-oléyl-3-stéaroyl glycérol.

Lorsque les acides gras estérifiés en position 1 et 3 sont différents (comme dans le composé

B), un centre d'asymétrie apparait au niveau du carbone 2 et on peut donc avoir les isoméres |

et Il représentés sur la figure 4. La plupart des glycérolipides naturels sont du type Il
(Cuvelier et al., 2004).

o

CHy — O C—Ry CH, — O —C—Ry4
2 T
1l

H—C—O—C—R; R —C—O—CH
l S i
CHz—o—C_"R3 CHZ—O—C—RS
B (1) B (1)
R, : —(CH,); —CH = CH—(CH,); —CH3

Figure 4 : Structures de di- et tri-acylglycérols (Cuvelier et al., 2004).

11.2.2.2.Glycérophospholipides (phosphatides, phospholipides)

Ce sont les représentants les plus nombreux de la grande famille des phospholipides.

On les trouve en concentrations importantes dans les membranes cellulaires et subcellulaires
de tous les organismes vivants. Seuls, les virus dits «non enveloppés» (virus qui n'incorporent
pas dans leur structure des éléments membranaires de la cellule héte) en sont dépourvus.
Certains phosphatides sont de bons agents émulsifiants (lysophosphatides, lécithines) (Weil,
2009).

12



Partie I: Synthese bibliographique Chapitre I1: Généralités sur les lipides

11.2.2.3.Bétaine lipides

Deux lipides, le diacyl-glycéryl-triméthyl-homosérine (DGTH) et le diacylgly-céryl-
hydroxyméthyl-triméthyl-p-alanine (DGHTA), sont des constituants importants des
chloroplastes des végetaux cryptogames (algues, mousses, sphaignes...). lls auraient le réle de

la phosphatidyl-choline, souvent absente de ces structures (Eichenberger, 1993).

acyl—O
acyl—O X /CH3
OCH, —CH—CH—NZT-CHs
| | N CH3
R1 R2
DGTH : Ri=H R, = COO~

DGHTA: R;=CO0" Ry=H
Figure 5 : Lipides végétaux de chloroplaste (Eichenberger, 1993).

11.2.3.Sphingolipides

Définition

L’alcool n’est plus ici le glycérol, mais un amino-alcool a longue chaine. Le composé le plus
fréquent est la sphingosine (Figure 6) qui a 18 atomes de carbone et une double liaison en 4-5
(la numérotation se fait a partir de 1’alcool primaire).

Sphingolipides sphingosine CIJH

H
R e s e enn—ec—n [ 3 e e £ s (5]
H30 groupement choline . H2 | 1

i NH,

B R CH
| HyC=|| =CHy=CH,=—0=P=0 1 \\({trans)
/ & | >, CH
| HyC ! i
""""" & { acide gras (?Hz)u

groupement glucidique | CHs

ceramide

Figure 6 : Structure de sphingolipide (Coutouly et al., 2006).

La sphingosine est liée a un acide gras par sa fonction aminé formant un céramide. La liaison
est donc une fonction amide, et non une fonction ester comme dans les glycérides, les stérides
ou les phosphatides. Les céramides ont été trouvés en petites quantités a I'état libre dans de

nombreuses cellules eucaryotes et procaryotes (Coutouly et al., 2006).
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Classification

On classe les sphingolipides en deux catégories :

11.2.3.1.Sphingomyélines

Le céramide est lié par sa fonction alcool primaire (carbone 1) a une phosphoryl-choline
(Figure 7). Les sphingomyélines ont été trouvées dans la plupart des organes. Elles sont
présentes, comme les phosphatides, dans les membranes cellulaires et plus particuliérement
dans la membrane plasmique. Chez les Mammifeéres, existe un analogue de la sphingomyéline
dans laquelle la phosphoryl-choline est remplacée par une phosphoryl-éthanolamine

(Coutouly et al., 2006).

Sphingomyeline

| H,C choline o E

E N TR
| HyC=|=C =C —— 0-P-0H ¥
1 s ’ o =
| HyC e 2
______________________________ =
- — o
b |
| Nervonate (241 -3) - ®

Figure 7 : Structure de Sphingomyeéline (Coutouly et al., 2006).

11.2.3.2.Sphingoglycolipides
Ce sont des lipides caractérisés par la présence dans leur molécule d'un ou plusieurs oses liés

au carbone 1 d'un céramide. L'ose est toujours fixé sur le céramide par sa fonction réductrice.

Ils sont subdivisés en 3 sous classes :

11.2.3.2.1.Glycolipides neutres simples ou Galactolipides

Dans le cas des galactolipides, l'ose fixé sur le céramide est un galactose donnant les
cérébrosides (galactosylcéramide) Cer (B1-1) Gal (Figure 8 a gauche). Le galactose peut étre
estérifié par une molécule d'acide sulfurique. On parle alors de sulfatides (Figure 8 a droite).
Cérébrosides et sulfatides sont, chez les Mammiféres, essentiellement localiseés dans le tissu

rénal et le tissu nerveux (gaines de myéline). En dehors des Vertébrés, on les trouve rarement

(Koolman et Rohm, 2006).
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ou glycosylécéramide) e

Figure 8 : Structures des Glycolipides neutres simples (Koolman et Rohm, 2006).

11.2.3.2.2.Glycolipides neutres complexes

Sur le céramide sont fixés un ou plusieurs sucres (jusqu'a une dizaine). Chez les Vertébrés, le
premier sucre est le glucose. On parle alors de glucosyl-céramides. Il existe une tres grande
variété de structures dans lesquelles les oses les plus fréquemment trouvés sont, outre le
glucose, le galactose, le mannose, le fucose, la glucosamine et la galactosamine (Figure 9).
Les glycolipides neutres, en particulier les glucocérébrosides, sont présents dans pratiquement
tous les organismes depuis les Procaryotes jusqu'aux Mammiféres ou ils peuvent former

jusqu'a 20% des lipides (Coutouly et al., 2006).

Slvcolipide neutre complexe

Figure 9 : Structure de Glycolipide neutre complexe (Coutouly et al., 2006).

11.2.3.2.3.Glycolipides acides ou Gangliosides
Leur structure est celle d'un (céramide-glucose-galactose) sur lequel sont fixées une ou
plusieurs molécules de galactose, N-acétylgalactosamine, N-acétylglucosamine ou fucose

(voir Figure 10) (Weil, 2009).

Figure 10 : Structure de base d’un gangliosides (Weil, 2009).
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Le sucre le plus caractéristique des gangliosides est cependant I'acide neuraminique (ou acide
sialique) sous forme N-acétylée ou N-glycolylée. Suivant le nombre d'acide neuraminique par
molécule, on groupe les gangliosides en :

o Mono-sialogangliosides (GM3 , GM2, GM1)
o Di-sialogangliosides (GD3, GD2, GDI)

o Tri-sialogangliosides (GT3, GT2, GT1)

o Tétra-sialogangliosides (GQ1)

o Penta-sialogangliosides (GP1)

Figure 11 : Structure de ganglioside monosialylé (GM1) (Weil, 2009).

Les Mono et Di-sialogangliosides sont ceux trouvés dans les cellules peu différenciées et les
cellules tumorales des Mammiféres. Chez ces derniers, seuls quelques tissus (intestin,
cerveau) contiennent de fortes concentrations de gangliosides.

Les cellules neuronales sont tout particulierement riches en gangliosides Polysialilés (Bata et

al.,1978).

11.2.4.Cérides
Ce sont les constituants des cires (cires végétales, cuticules des Insectes, blanc de baleine,
etc.). Ce sont des esters ayant jusqu'a 50 carbones formeés par I'union d'acides gras et d'alcools

a longue chaine. Exemple : le palmitate de cétyle (Figure 12) (Weil, 2009).

(@)
i
SHg —(CHy)1s—C ':R— (CHZZE“ : CHj

N

Figure 12 : Structure du palmitate de cétyle (Weil, 2009).
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11.2.5.Lipides polyisopréniques

11.2.5.1.Polyisopréniques

11.2.5.1.1.L "acide acétique activé

Un élément de base dans la synthese des lipides.

Bien que les lipides présents dans les organismes animaux ou vegétaux puissent présenter des
formes tres différentes, ils ont cependant en commun une méme voie de biosynthese : tous les

lipides proviennent de I'acétyl-CoA, « I'acide acétique activé».

1.Une voie majeure conduit de I'acétyl-CoA aux acides gras activés. A partir de la se forment
ensuite les graisses, les phospholipides et les glycolipides (Figure 13), ainsi que certains
dérivés particuliers des acides gras. Chez les animaux et dans la plupart des plantes cette voie
est dominante sur le plan quantitatif.

2.La deuxiéme voie conduit de I'acétyl-CoA a l'isopentényl-diphosphate, «l'isopréne activé»
(Figure 13), qui est I'élément constitutif de base des isoprénoides. Sa biosynthese sera

présentée avec celle du cholestérol (Koolman et Rohm, 2006).

‘acétique activé : un élément de base
syntheése des lipides

| 'Ac. acétique activé

gL o
)\/ Isopréne
H3C — c
L Acetyl CoA @ e
ctive / \ lF)préne activé |
“ ‘qﬁ )\/\
Acyl-CoA —“

“ / / \\ 'SOie/”t?yl d{:’iihate

| Glycolipides 1 Isoprénoides I

Figure 13 : Biosynthése des lipides (Koolman et Rohm, 2006).

11.2.5.1.2.1soprénoides

Les isoprénoides dérivent d'un élément de base commun, I'isopréne (2-méthyl-1,3- butadiéne),
un composé méthylé et ramifié a cinq atomes de carbones. L'isopentényl-diphosphate, «
I'isopréne activé », sera utilisé par les animaux et les vegétaux pour la synthese d'oligomeéres
et de polymeéres linéaires ou cycliques. Pour les quelques isoprénoides présentés ci-contre, on
a donné de fagon systématique le nombre d'unités isopréne (I) (Figure 14).

A partir de l'isopréne activé, la voie métabolique conduit par dimérisation au géraniol active

(1 = 2) puis au farnésol activé (I = 3). C'est a ce niveau que la biosynthese des isoprénoides se
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ramifie. Une élongation supplémentaire du farnésol conduit a des chaines ayant un nombre
croissant d'unités isopréne, au phytol (I = 4), au dolichol (I = 14 - 24) et finalement également
au caoutchouc (I = 700 - 5000). Au contraire, une association «téte a téte» du farnésol conduit
au squaléne (I = 6) puis de la par cyclisation au cholestérol (I = 6) et ensuite aux autres
stéroides.

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

Parmi ces composés on peut citer le menthol (I = 2), le camphre (I = 2) et le citronellol (I = 2).
Ces composés en Cyg seront également appelés monoterpénes.

Les isoprénoides avec une fonction d'hormone ou de signal constituent un groupe important :
a ce groupe appartiennent les hormones stéroides (I = 6) et les rétinoates (anions de l'acide
rétinoique ; | = 3) chez les vertébrés, ainsi que les hormones juvéniles (I = 3) chez les
arthropodes. Les hormones végétales peuvent également présenter une structure isoprénoide,
comme par exemple les cytokinines, l'acide abscissique ou les brassinostéroides (Bradley et
Calvert, 2009).

nthétlsé uniguement

Elément de base de ans les plantes et les
tous les isoprénoides micro-organismes

Sl f Camphre
én1yl AMP - lsopréln:1activé i '=P2

-

CHy CHy

HiC o

? Isoprénoid:
nellol ¢——————— Geraniol linéaires i

I=2 Menthol
l =2

ne guvénile < Farne;ol ——— Squaléne S D Cholestérol

\ CHZ0H
Ac. rétinoique
Caroténoides
- CH;0H (Vitamine A)
Hoérm%nes
CHZ0H stéroides
Ménaaumone TR R o
Sels biliaires

Cardiostéroides

[ Plastoquinone
14— 24 I=9 Tocophérol
CHy (Vltamme E) Isoprénoides

cycliques
Q Ubiquinone s
Hscom; 6-10
Phylloquinone
H3CO B ]
I e CHy tamlne K1)

OH

Figure 14 : Voie de biosynthese des isoprénoides (Bradley et Calvert, 2009).
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11.2.5.2.Stérols et Stéroides

Structure de base des stéroides

La caractéristique commune des stéroides est un noyau compose de quatre cycles saturés et
baptisé gonane. De nombreux stéroides comportent également a I'extrémité de ce noyau, une

chaine latérale, ex : le cholestane, la structure de base des stérols (stéroides-alcools).

ure de base
stéroides

Cholestane

Figure 15 : Structure de base des stéroides (Koolman et Rohm, 2006).
Classification
Les trois groupes de stéroides les plus importants sont les stérols, les dérives des stérols qui
sont les acides biliaires et les hormones stéroides et troisiémes groupes c’est les hopanoides .
On trouve également chez les végétaux des composés a structure stéroide remarquables par

leur action pharmacologique, les stéroides alcaloides, les digitaliques et la saponine.

11.2.5.2.1.Stérols

Ce sont des stéroides alcools. lls comportent sur le C3 un groupe hydroxyle en position B et
possedent sur le cycle B et dans la chaine latérale une ou plusieurs doubles liaisons; il n'existe
pas d'autres fonctions contenant un oxygéne comme les fonctions carbonyle ou carboxyle.

Le plus important stérol animal est le cholestérol. Dans les plantes et les micro-organismes on
trouve & la place du cholestérol une grande variété de stérols comparables, par exemple

l'ergostérol, le B-sitostérol et le stigmastérol (Figure 16).

Figure 16 : Différent structures de stérols (Koolman et Rohm, 2006).

19



Partie I: Synthese bibliographique Chapitre I1: Généralités sur les lipides

Le cholestérol est présent dans tous les tissus animaux et particulierement dans le tissu
nerveux. C'est un composant fondamental des membranes cellulaires, dont il contréle la
fluidité. Les formes de stockage et de transport du cholestérol sont constituées par des esters

d'acides gras (Koolman et Rohm, 2006).

11.2.5.2.2.Dérivés des sterols

11.2.5.2.2.1.Acides biliaires

Les acides biliaires sont formés dans le foie a partir du cholestérol. Leur structure dérive de
celle du cholestérol : leur caractéristique est une chaine latérale raccourcie de trois carbones et
dont le dernier atome de C a été oxydé pour former un groupe carboxyle. La double liaison du
cycle B a été réduite. Les acides biliaires maintiennent le cholestérol de la bile en solution
sous forme de micelles et accélérent la digestion des lipides.

L'acide cholique et l'acide chénodésoxycholique sont les acides biliaires primaires formés
dans le foie. Leur déshydroxylation en C; par les micro-organismes de la flore intestinale
conduit a deux acide biliaires secondaires, I'acide lithocholique & I'acide désoxycholique
(Guilloton et al., 2013).

Ac. lithocholique ol

H
. cholique

HO”

Ac. chéno-
désoxycholique
HO™

Ac. désoxycholique

Figure 17 : Principaux acides biliaires (Koolman et Rohm, 2006).

11.2.5.2.2.2.Hormones stéroides

La transformation du cholestérol en hormones stéroides, peu importante sur le plan
quantitatif, a une grande signification physiologique. Ces hormones constituent un groupe de
signaux lipophiles, qui contrdlent le métabolisme la croissance et la reproduction.

On trouve chez I'homme six hormones stéroides, la progestérone, le cortisol, I'aldostérone, la
testostérone 1'cestradiol et le calcitriol (ancienne appellation : 1,25-dihydroxycalcitriol).
L'cestradiol est aromatique, son groupement hydroxyle sur le C3 a un caractére phénolique.

Le calcitriol se distingue du reste des hormones stéroides car il contient encore le squelette

carboné complet du cholestérol, mais est devenu un «sécostéroide» ouverture du cycle B.
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L'ecdysone est I'normone stéroide des arthropodes, on peut la voir comme une forme ancienne
d'’hormone stéroide. Il existe également chez les végétaux des stéroides possédant des

fonctions de signal (Koolman et Rohm, 2006).

Calcitriol Ecdysone | Sesarigies

Figure 18 : Différents hormones stéroides (Koolman et Rohm, 2006).
11.2.5.2.2.3.Vitamine D
Il existe plusieurs composés trés voisins ayant une méme action vitaminique; I'un d'eux est la
vitamine D, ou ergocalciférol (Figure 19 ). Il faut remarquer que le cycle B est ouvert et que
I'on n'a donc plus le noyau du cyclopentano-phénanthréne caractéristique des stéroides
(Pascaud, 2005).

CH, CH3
HsC I
! i CH3
=
HO H3C CH3

vitamine D, (ergocalciférol)

Figure 19 : Vitamine D, ou ergocalciférol (Weil, 2009).

11.2.5.2.2.4.Brassinostéroides
Ils forment un groupe important de stéroides végétaux comprenant une quinzaine de
composes dont le plus important est le brassinolide (Figure 20). Leur structure est voisine de
celle des hormones stéroides des mammiferes. lls agissent par un récepteur, réglant l'activité
de nombreux genes, tout particulierement ceux réglant la fertilité et la croissance des plantes
(Szekeres et al., 1995). HO

brassinolide

Figure 20 : Structure de brassinolide (Weil, 2009).

21



Partie I: Synthese bibliographique Chapitre I1: Généralités sur les lipides

11.2.5.2.2.5.Alcaloides et hétérosides stéroidiques

IIs sont représentés par un grand nombre de composés (plus d'une centaine) synthétisés par les
végetaux. Ils dérivent de la molécule des stéroides, en général par introduction de nouvelles
fonctions (acide, alcool, amine...). Certains sont combinés a un sucre (glucose, galactose,
arabinose, rhamnose...) lié a une fonction alcool ou acide du cycle. La majorité de ces

composés est douée d'activité pharmacologique (Bruneton, 2009).

11.2.5.2.3.Hopanoides

Si quelques bactéries peuvent incorporer du cholestérol dans leurs membranes, aucun
procaryote n'est capable de le synthétiser. Par contre, un certain nombre de ceux-ci
synthétisent un groupe de dérivés polyisopréniques voisins des stérols : les hopanoides.

La structure de base est ’hopane, composé a 30 carbones (voit ci-dessous). On connait plus
d'une cingquantaine de composés dérivant de I'nopane, en particulier les bactério-hopane-tétrol
(R=0H) et -aminotriol (R=NH,) et leur dérives osidiques pour le premier et peptidiques pour
le second.

Les hopanoides pourraient avoir chez les procaryotes un r6le analogue a celui des stérols chez
les eucaryotes (Weil, 2009).

OH

N hopane
bacteno-hopane—tétrol (R=0H)

Figure 21 : Dérivé de I’hopane : bactério-hopane-tétrol (Weil, 2009).

11.2.5.3.Caroténoides

11.2.5.3.1.Caroténes

Les caroténes sont des dérivés de ’isopréne (Figure 22). Ils comportent un grand nombre de
doubles liaisons conjuguées, ce qui leur confere une coloration pouvant aller du jaune au
rouge (Petterssonet Jonsson , 1990). Les caroténes a et B (pigments de la carotte) sont cyclisés
aux deux extrémités (et ne different que par la position d'une double du cycle), alors que le y-
carotene n'a qu'un seul cycle (Figure 23), et que le lycopéne (pigment de la tomate) n'est pas

cyclisé du tout.
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Figure 22 : B-caroténe, dérivé de I’isopréne (Weil, 2009).

S Ve V8 T e

o-caroténe

S ENS .6 0 2 1

B-caroténe
®
S NS 0.0 2
y-caroténe i
M
¢ :

NIRRT §o

aldéhyde de la vitamine A
(rétinal)

COOH

NIRRT
2H
acide rétinoique

NN
Figure 8-8. Structures

des caroténes 3 ;
et de la vitamine A. vitamine A (rétinol)

Figure 23 : Structures des caroténes et de la vitamine A (Weil, 2009).

11.2.5.3.2.Xanthophylles
Ce sont des pigments qui dérivent des caroténes par oxydation et ont des groupements

hydroxyle sur les cycles (Mortain-bernard et Falkowski, 1989).

11.2.5.3.3.Vitamines A

On peut placer les composés doués d'activité vitaminique A a la suite des caroténes car ils en
dérivent directement, comme le montre la (Figure 23). L'organisme animal scinde en effet le
carotene et il apparait le rétinal, aldéhyde de la vitamine A qui peut ensuite étre réduit en
alcool. (Weil, 2009). La vitamine A a plusieurs roles :

Elle a un effet sur la croissance de 1’animal, et elle protege les tissus épithéliaux.

Un dérivé de la vitamine A, 1’acide rétinoique (Figure 23) est un modulateur de la croissance
cellulaire. Son role dans protection des épithéliums semble étre relié au fait que des dérivés du
rétinol (rétinol-pyrophosphoryl-ose) sont, comme les dolichols, des intermédiaires importants

de la synthése de certaines glycoprotéines.

23



Partie I: Synthese bibliographique Chapitre I1: Généralités sur les lipides

Son role le mieux connu est celui de cofacteur dans le processus de la vision : la vitamine A
se lie a I'opsine, une protéine de la rétine, pour donner le pigment visuel appelé rhodopsine.
Sous l'action de la lumiere, la rhodopsine est scindée en opsine et en rétinol (alcool de la

vitamine A). Ce dernier est réoxydé en rétinal (Bjelakovic et al., 2012).

11.2.5.4.Quinones a chaine isoprenique
Nous avons également rangé des substances qui sont susceptibles de donner trés facilement
des quinones. (Weil, 2009) :

11.2.5.4.1.Vitamines E

La vitamine E existe sous huit formes naturelles, quatre tocophérols :( a-tocophérol et [3-
tocophérol et y-tocophérol et &-tocophérol) et quatre tocotriénols : (a-tocotriénol et B-

tocotriénol et y-tocotriénol et o-tocotriénol ) (Brigelius-Flohe et Traber, 1999).

Les tocophérols sont constitués d'un noyau chromanol et d'une chaine latérale saturée a
16 atomes de carbone. Les tocotriénols different des tocophérols par la présence de trois

doubles liaisons sur cette chaine latérale (DellaPenna, 2005).

Chromanol head Phytyl tail
A P
( By Y7 N

3 Tocotrienols

Figure 24 : Structure chimique de base des tocophérols et tocotrinéols (DellaPenna, 2005).

La différence entre les formes alpha, béta, gamma et delta réside dans le nombre et la position

des groupements méthyle sur le noyau chromanol (Traber et Arai, 1999) :
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Tableau 1 : Structure, dénomination des quatre homologues de tocophérol (Traber et Arai,
1999) :

Substituants des tocophérols R! R’ R* Nom
Rl CH; | CHs |CHs; | a-tocophérol
CHs; H CH3z | B-tocophérol
H CH; | CHs | y-tocophérol
H H CHsz | 6-tocophérol

Tableau 2 : Structure, dénomination des quatre homologues de tocotriénols (Traber et Arali,
1999) :

Substituants des tocotriénols R! R? R’ Nom
pl CH; | CH; | CHsz | a-tocotriénol
HO Y
CH; | H CH; | B-tocotriénol
F'.z o : = s i .
a H CH; | CHs; | y-tocotriénol
H H CHs; | 6-tocotriénol

11.2.5.4.2.Ubiquinones et plastoquinones
Les ubiquinones se trouvent surtout dans les mitochondries animales et végétales ou elles
jouent un réle important dans le systeme transporteur d'électrons.
La plastoquinone a une structure trés voisine (Figure 25) et participe au transport des
électrons dans les chloroplastes.

o

CH30 CH
3 3 C|H3
CH30 CH, —CH=C—CH;— |10—H
o

ubiquinonesy = coenzyme Q;q (forme quinone)

o
CHs;
g
CH3 CH, —CH=C—CHy— Jo—H
o

plastoquinone

Figure 25 : Structures des quelques quinones naturelle (Weil, 2009).

11.2.5.4.3.Vitamines K
La vitamine Ky, ou phylloquinone a également une structure trés semblable, comme on peut le

voir sur la (Figure 26); c'est une naphtoquinone sur laquelle est greffée une chaine de quatre
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unités isopreniques appeléee reste phytyle. La phylloquinone est présente chez les végétaux ou

elle a un réle d'accepteur d'électrons dans les processus liés a la photosynthése.

i
CH
SO NI
CH,— CH=C— CHy — |CH,— CHp— CH— CHy — [ =H_
0

phylloquinone (vitamine K1)

Figure 26 : Structure de la vitamine K; (Weil, ’2009).

Les ménaquinones, ou vitamines K;, different de la vitamine K; par le nombre d'unités
isopréniques de la chaine latérale (il peut y avoir jusqu'a 10 unités) et par le nombre de
doubles liaisons présentes sur cette chaine. On les trouve chez les bactéries. La vitamine K;
est la forme active de la vitamine K chez les Mammiferes (la phylloguinone est transformée

en ménaquinone dans le foie) (Siguret, 2006).

11.3.Rdles biologiques

11.3.1.Combustible

Les lipides constituent un vecteur énergétique majeur de la nourriture.

En termes quantitatifs ils constituent la réserve d'énergie la plus importante chez les animaux.
Les graisses neutres sont principalement stockées sous forme de gouttelettes lipidiques dans
des cellules spécialisées les adipocytes.

En cas de besoin, les acides gras seront de nouveau libérés et oxydés dans les mitochondries
en présence d'oxygéne, pour donner de I'eau et du dioxyde de carbone. Cette réaction aboutit a
la réduction de coenzymes qui seront utilisés dans la chaine respiratoire pour la production
d'ATP (Brown et al., 1959).

11.3.2.Matériau

Les lipides amphiphiles seront utilisés par les cellules pour la formation des membranes.

Les lipides typiques des membranes sont les phospholipides, les glycolipides et le cholestérol.
Les graisses ne sont que faiblement amphiphiles et ne conviennent pas comme composant des

membranes (Lagarde, 2003).
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11.3.3.1solant

Les lipides sont de remarquables isolants.

Chez les animaux supérieurs, les graisses neutres présentes dans les tissus sous-cutanés et
autour de certains organes (graisse constitutive) participent a l'isolation thermique et
mécanique.

En tant que composants essentiels des membranes cellulaires, ils servent a l'isolation
mécanique et électrique des cellules vis-a-vis de leur environnement.

L'imperméabilité des lipides membranaires aux ions permet I'établissement d'un potentiel de
membrane (Koolman et Rohm, 2006).

Le film lipidique qui intervient non seulement dans la plasticité membranaire, dans sa plus ou
moins grande perméabilité vis-a-vis des ions, mais aussi en tant que réservoir des médiateurs

néoformes tels que les prostaglandines et les leucotrienes (Pacheco et al., 1983).

11.3.4.R0les particuliers

Certains lipides remplissent dans l'organisme des taches particuliéres. Les stéroides, les
eicosanoides et quelques métabolites des phospholipides jouent un réle de signal. Ils servent
d’hormone, de médiateur ou de second messager.

Quelques lipides servent d’ancrage pour inserer les molécules dans la membrane.

D'autres lipides sont des cofacteurs de réactions enzymatiques par ex. la vitamine K ou
I'ubiquinone.

Le rétinal, un caroténoide qui est le pigment sensible a la lumiere, joue un rdle central dans le
processus visuel.

L'homme ne peut pas synthétiser certains lipides et devra les trouver dans son alimentation

sous forme d'acides gras essentiels ou de vitamines liposolubles (Koolman et Rohm, 2006).
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I11. Polyphénols

Les plantes sont capables de produire de nombreux métabolites secondaires parmi lesquels on
distingue les terpénoides , les alcaloides et les composés phénoliques (Martin et Haider,
1971).

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes medicinales. On les
trouve, d’'une maniére générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre
localisés dans divers organes: racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruit (Boyd et Carlucci,
1993).

I11.1. Définitions

In vitro, les polyphénols présentent des activités antioxydantes, antivirales, anti-
inflammatoires et anticancéreuses. Ces activités sont attribuées en partie a la capacité de ces
composés a réduire les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (HO-) et superoxyde
(02--) mais aussi a leur affinité pour une grande variété de protéines dont certains enzymes et
récepteurs (Millet et al., 2003).

L’expression de « composés phénoliques CP » est utilisée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles et qui ne contiennent aucun atome d’azote et qui dérivent de la biogénese d’acide
chiquimique ou/et d’acétate (Bloor, 2001). Ils sont généralement des antioxydants aux effets

anticancéreux, anti-inflammatoires et antivieillissement (Bennetau-Pelissero, 2014).

Les polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de
fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la
croissance, ou la reproduction (Alarcon Flores et al., 2012).

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A et de
phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversité de molécules
qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe, d’un tissu particulaire (Hoffmann,

2003).
111.2. Structure de Polyphénols Végétaux

Les composés phénoliques ou polyphénols, constituent l'une des plus nombreuses et

largement distribués groupes de substances dans le regne végétal, avec plus de 8000 structures
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phenoliques connus. La plupart des grandes classes de polyphénol végetal sont énumérés dans
le tableau situé en annexe 7, en fonction du nombre d'atomes de carbone du squelette de base.

La structure de polyphénols naturels varie a partir de molécules simples, comme des acides
phénoliques, des composés hautement polymeérisés, tels que les tanins condensés (Urquiaga et
Leighton, 2000).

Un nombre considérable de ces composes sont formés de deux noyaux benzeniques A et B
reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces composes nhommes flavonoides différent les uns
des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, par la nature de 1’élément
central et par la position, la nature et le nombre de molécules de sucre fixées ainsi que par la

nature de la liaison hétérosidique (Hoffmann, 2003).

111.3. classification des polyphénols

Une classification de ces substances a été proposée par HARBORNE en 1980 (Tableau 3)
(Harborne , 1980).

Tableau 3 : Principales classes de composés phénoliques (Castellano et al .,2012)

STRRRHTAIN I Squelette de base Classe Exemple
carbones
7 c6-C1 e . Acide gallique
hydroxybenzoiques
e Acide caféique
9 C6-C3 hydroxycinnamiques
Coumarines Scopolétol
10 C6-C4 Naphtoquinones Juglone
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiférine
14 (6-C2-C6 Stilbénes Resvératrol
Flavonoides Quercétol
15 (6-C3-C6 Isoflavonoides Daidzéine
Anthocyanes Malvidine
Oligomeres
N procyanidoliques
tanins
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D’apres le tableau ci-dessus on peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se
basant d’une part, sur le nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de
squelette de base.
Les principales classes qui sont largement répandues :
111.3.1. Les polyphénols monomériques
111.3.1.1. Les acides phénoliques
Ces composés sont universellement rencontrés chez les plantes. Deux sous-groupes peuvent
étre distingués :

» Les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont 1’acide salicylique et

I’acide gallique,
» Les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont I’acide caféique et

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

111.3.1.2. Les flavonoides

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Figure 27). Certains sont des pigments quasi-universels des
vegétaux. Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes des molécules dont les plus
importants sont les flavones, les flavonols, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols,
les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones (Figure 28). lls sont trouveés
également dans plusieurs plantes médicinales. Des remédes a base de plante renfermant des
flavonoides ont été (et sont) utilisée en médecine traditionnelle de par le monde (Ghedira
,2005).

Figure 27 : Structure de base des flavonoides (Ghedira ,2005).
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FLAVOMNOIDS
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Figure 28 : Les structures chimiques des principales classes de flavonoides naturels et de
composés phenoliques non-flavonoides (Kathithileni, 2011).
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111.3.2. les polyphénols sous forme de polymeres

111.3.2.1. Les tanins

Les tanins sont des composes poly-phénoliques ayant la propriété de tanner la peau, c’est-a-
dire de la rendre dure et imputrescible, en se fixant sur les protéines. Cependant on a deux
grandes groupe de tanins : les tanins hydrolysables ; les tanins condensés, non hydrolysables
ou tanins catéchiques dérivant des catéchols et des proanthocyanidols par condensation
(Urquiaga et Leighton, 2000).

111.3.2.2. Lignines

Ces composés de haut poids molécules contribuent a former, avec la cellulose et les dérivés
hémicellulosiques, la paroi des cellules végétales. Ce sont des polymeres tridimensionnels
résultant de la condensation (copolymeérisation) de trois alcools phénylpropéniques (Wertz
,2010).

111.4. Propriétés chimique des polyphénols

111.4.1. Inhibition enzymatique

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

précurseurs) (Havsteen,2002).

Outre les effets antioxydants, I’inhibition de la production des EOR par les polyphénols,
particulierement les flavonoides, peut procéder directement par formation de complexe

inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage directe des EOR (Havsteen,2002).
111.4.2. Chélation des ions métalliques

Les ions du fer ou du cuivre sont essentiels pour de nombreuses fonctions physiologiques. Ils
entrent notamment dans la composition des hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du
systeme de défense antioxydant (par exemple, les ions du fer pour la catalase, et ceux du
cuivre pour le superoxyde dismutase). Mais ils sont aussi responsables de la production du
radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogeéne. En outre, ’autoxydation des
ions Fe2+ et Cu2+ est une source de superoxyde et peroxyde d’hydrogéne. Ainsi, complexer
les ions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque leur activité redox est un mécanisme

d’action antioxydante (Hider et al ,2001).
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L’activité antioxydante piégeage des radicaux libres sont élaborés dans le chapitre 1V,

I11.5. Propriétés thérapeutiques des polyphénols

De nos jours, les propriétés des polyphénols sont largement étudiées dans le domaine médical
ou on leur reconnait des activités anti-virales, anti-tumorales, anti-inflammatoires,
antiallergiques et anti-cancer. Ils ont également des actions positives sur 1’obésité, le diabete,
les maladies d’Alzheimer et de Parkinson. Les catéchines du thé sont des inhibiteurs de

I’angiogénése in vitro.

33



Partie | : Synthése bibliographique Chapitre 1V : Radicaux libres ; stress oxydatif et pouvoir antioxydant

IV. Stress oxydatif

Une production faible ou modérée de radicaux libres est nécessaire pour le bon fonctionnement de
I’organisme (Droge, 2007). En effet, il est apparu que les formes oxydantes pouvaient assurer
certaines fonctions physiologiques fondamentales comme la régulation du tonus vasculaire, le
contr6le de la ventilation, la régulation de la production d’érythropoiétine 1’adhésion cellulaire, la
réponse immunitaire et la mort cellulaire programmée (apoptose). Par I’activation de nombreux
facteurs de transcription, les EOR jouent aussi un role important dans la signalisation cellulaire
Certains des oxydants possedent en effet toutes les caractéristiques biochimiques du second messager
. formation et dégradation enzymatiques, augmentation transitoire de leur concentration, action
specifique (figure 29) (Coisne, 2007).

Effets négatifs
Dégradation des pratdnes

des Nipides e oe FADN cellulaire

F'igure 29 : les effets du stress oxydatif (Menveille —bourg, 2005)
Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau
concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne contréle plus la
présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que les chercheurs impliquent dans la

plupart des maladies humaines.
IV.1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif est un processus physiopathologiques (Léophonte et al ,2005). 1l est défini comme
une oxydation intracellulaire excessive due et un déséquilibre entre la production d'espéces oxydantes
ou formes réactives de lI'oxygene (FRO) et celle des systemes antioxydants (Pasquier ,1995)

Lors d’un stress oxydant, les espéces oxygéné réactives EOR non « détoxiquées » par le systeme
antioxydant attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules directement a leur contact,
contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines, I’ADN (Koechlin-
Ramonatxo ,2006).

Le stress oxydant est un syndrome résultant d'un déséquilibre entre les systemes de défense

antioxydants et la production de radicaux libres oxygénés (Favier, 1997) ; c’est a dire entre les
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molécules pro-oxydante particulicrement les espéces radicalaires réactives dérivées de I’oxygene
telles que le radical hydoxyle OH' ou l'anion superoxyde : O > et d'autre part les especes
antioxydantes (Guichardant et al., 2006)

Lors d’un déséquilibre entre la production des substances prooxydantes (radicauxlibres) et la capacité
de défense des antioxydants, la balance redox ou homéostasie redox se voit déséquilibrée en faveur
des oxydants. On parle alors de stress oxydant (Coisne, 2007)

IV.2. Origine du stress oxydatif

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour
I'organisme a dose raisonnable ; mais la production peut devenir excessive ou résulter de phénomenes
toxiques exogeénes et l'organisme va devoir se protéger de ces excés par différents systémes
antioxydants (favier , 2003)

Le déséquilibre entre les systemes de défense antioxydants et la production de radicaux libres

oxygenés peut avoir diverses origines :

¢ Il faut souligner que les ERO peuvent d’ailleurs jouer un réle physiologique important comme
dans la phagocytose des bactéries par les cellules polymorphonucléaires . Un stress oxydant
se définira lorsqu’il y aura un déséquilibre profond entre antioxydants et prooxydants en
faveur de ces derniers. Cette situation peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine
mitochondriale (ischémie— reperfusion, vieillissement), d’une activation de systémes
enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH oxydase, glucose oxydase, monoamine oxydase),
d’une libération de fer libre a partir des protéines chélatrices (ferritine) ou d’une oxydation de
certaines molécules (glucose, hémoglobine, catécholamines, ...) (Pincemail et al., 2002)

% Une déficit nutritionnel en antioxydant (Favier, 1997), contribuera également a I’apparition
d’un stress oxydant (Pincemail et al., 2002) surproduction endogéne d'origine inflammatoire,
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants. Pour y faire face I'organisme
dispose d'enzymes antioxydants codés par un génome permettant une adaptation a une dose
raisonnable de radicaux de lI'oxygene. Selon les circonstances le stress oxydant sera la cause

ou une des causes de maladies comme le cancer, I'athérome ou la cataracte (Favier, 1997).

Le statut anti-oxydant humain reflete I'équilibre dynamique entre les systemes de défense anti-
oxydant et la production d'espéces radicalaires oxygenées (radicaux libres). Un déséquilibre de cette
balance en faveur des composes pro-oxydants conduit a un état de stress oxydant pouvant étre associé

ou conduire a de trés nombreuses affections (Lehucher et al., 2001) (figure 30)
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Figure 30 : Résumé de I’équilibre entre la production de dérivés actif de ’oxygéne DAO et les
systémes antioxydants (Pons-Rejraji et al ., 2009)

IV.2. les radicaux libres
1V.2.1. Définitions

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple atome, capable

d'avoir une existence indépendante << libre >> en contenant un ou plusieurs électrons célibataire
(électron non apparie sur une orbitale). Cela lui confere une grande réactivité donc une demi-vie tres
courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron
pour devenir plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre composes. La formation de
radicaux libres (superoxyde et hydroxyle par exemple) est une conséquence normale du métabolisme
aérobie chez I'hnomme. Toutefois, un déséquilibre entre la production de radicaux libres et les
mécanismes de défense antioxydant conduit a un stress oxydatif pouvant entrainer des altérations
moléculaires et cellulaires. Les lipides et I'ADN sont particulierement sensibles a I'action des radicaux
libres (Goudable et Favier , 1996).

Parmi toutes les especes réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble restreint de ces
composeés qui jouent un réle particulier en physiologie et que nous appelons « les radicaux primaires »
a savoir : I’anion superoxyde (02%), le radical hydroxyle (*°OH), le monoxyde d'azote (NO°®), le

radical peroxyle (ROQO?®) et le radical alkoxyle (RO?®).
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Les autres radicaux libres, dits « radicaux secondaires » telles que ’oxygene singulet 1’0, le
peroxyde d’hydrogéne (H20>) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces radicaux
primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003) .Dans le phénomene de « stress
oxydatif métabolique », les radicaux libres oxygénés qui interviennent, vont étre produits de fagon massive
(Gauche et Hausswirth, 2006).

IV.2.2. Origine et production des espéces oxygénées réactives

L’appellation especes oxygénées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de I'oxygene (radical
superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’azote, etc....) mais aussi certains dérivés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le peroxyde d’hydrogene et le peroxynitrite
(Halliwel et Whiteman, 2004).Les radicaux libres nocifs sont produits dans I’organisme au cours du
métabolisme normal. Cette production augmente en rapport avec 1’¢lévation de la consommation

d’oxygene (Gauche et Hausswirth, 2006) (Tableau 4).

Tableau 4: Les principales especes oxygénées réactives genérées dans les systemes biologiques
(Bartosz, 2003).

Nom Symbole
Especes Radicalaires
Anion super-oxyde 02*
Radical hydroxyle OH*
Monoxyde d’azote NO*®
Especes non radicalaires
Peroxyde d’hydrogéne H202
Acide hypochlorique HOCI
Oxygeéne singulet 102
Peroxynitrite ONOO

L’instabilit¢ des EOR rend difficile leur mise en évidence au niveau des différents milieux
biologiques. Leurs constantes de vitesse réactionnelle varient selon leurs natures, elles sont tres
élevées et peuvent aller de 105 a 1010 mol.Is™. La durée de vie des EOR est extrémement trés courte
de la nano a la milli seconde (Lechuer-Michel et al,. 2001) En effet, la toxicité des EOR n’est pas

nécessairement corrélée avec leur réactivité ,dans plusieurs cas des espéces peu réactives peuvent étre
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a I’ origine d’une grande toxicité en raison de leur demie vie longue qui leur permet de se diffuser et

gagner des locations sensitives (Kohen et Nyska , 2002).
IV.3.3. Nature et sources cellulaires des EOR

L’incapacité de I’organisme a se défendre contre 1’agression des EOR, suite & un déséquilibre lié, soit
a une production accrue d’EOR, soit a une diminution de la capacité de défenses antioxydantes
(Gardes-Albert et al., 2003). La pollution, le tabagisme, 1’alcoolisme, la prise des contraceptifs,
I’exposition prolongée au soleil ou & des radiations, la pratique du sport de haut niveau et
I’inflammation chronique sont des sources de production des EOR (figure 31 ) .Une alimentation
pauvre en fruits et légumes ou se trouve la majeure partie des antioxydants exogénes nécessaires
(vitamines C et E, caroténoides, polyphénols) favorise une baisse de la capacité antioxydante. Le
stress oxydant peut étre de courte durée, grace aux systemes antioxydants, limité, avec un retour
rapide a un état redox physiologique. Un déséquilibre redox prolongé a des conséquences en
pathologie et dans le vieillissement des tissus (Gardes-Albert et al., 2003).

Exogenous Endogenous sources
sources Cells (e.g., neutrophils)
v irradiation Direct-producing ROS Enzymes
UV irradiation (e.g., NO synthase)
Ultrasound — Indirect-producing ROS enzymes
Food (e.g., xanthin oxidase)
Drugs Metabolism (e.g., mitochondria)
Pollutants Diseases (e.g., metal disorders, ischemic
Xenobiotics processes)
Toxins

Reactive Oxygen
Species (ROS)

Figure 31 : les sources des espéces oxygénée réactives (source endogenes et exogenes) (Kohen et
Nyska , 2002)

IV.3. Implications pathologiques du stress oxydatif

Les réactions d’oxydoréduction qui transferent les électrons d’une substance vers un agent oxydant
sont nécessaires a la vie, mais peuvent produire des radicaux libres qui entrainent des réactions en
chaine destructrices .Le stress oxydatif a été mis en cause dans la pathogenese de nombreuses

maladies humaines graves telles que certains cancers, les maladies cardiovasculaires, les maladies
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dégénératives liées au vieillissement, sans que 1’on sache encore s’il est cause ou conséquence de ces

maladies ( Tanguy et al., 2009) (Tableau 5).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age car le vieillissement
diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux avec une
diminution de I’efficacité des systémes de réparations et de dégradations des constituants oxydés

(Sohalet Mockett , 2002 )

Tableau 5 : Les principales affections liées au stress oxydatif.

PATHOLOGIE REFERENCE
Maladies inflammatoires (Densiov et Afanas’ev, 2005)
Emphyseme (Lechuer-Michel et al,. 2001)
Athérosclérose (Harrison et al., 2003)
Maladies d’Alzheimer, de parkinson (Sorg, 2004)
Diabete sucré (Pal Yu, 1994)
Maladies auto-immunes (Halliwel et guetteridge ,1999)

IV.3.1. Les dommages oxydants

Les radicaux libres peuvent diffuser dans le cytoplasme et a travers les membranes, pour aller altérer
des composants cellulaires éloignés de leur site de production ou encore pour atteindre d’autres
cellules. De plus, I’attaque des composants organiques des cellules (lipides, protéines ou glucides)
engendre la transmission d une cascade radicalaire (figure 32) soit a I’intérieur d’une méme molécule,

soit a I’intérieur d’un méme tissu en agissant d’une molécule a une autre.

NO ONOO- ———> ONOOH — NOs
OH®°
|HO,° - NO,-
'& 0, .
@01 _° c oo H,0
e v % 2
Ozo_{soo 020_4
H,0, OH° RO° ROOH
& % o{
HoCI RO®

Figure 32 : Formation en cascade des différentes espéces oxygénées réactives a partir du radical

superoxyde ( Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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En absence d’équipement antioxydant tissulaire efficace pour stopper cet enchainement radicalaire,
le phénomeéne de dégradation connait une progression rapide, qui, aprés interaction avec les autres
systemes tissulaires, devient tres vite exponentielle. Cette transmission extrémement rapide peut alors
conduire au transfert de I’agression radicalaire sur plusieurs centimétres au sein d’un tissu en une

fraction de seconde (Coisne, 2007).
IVV.3.1.1. Peroxydation lipidique

Lorsque les membranes phospholipidiques des membranes cellulaires et subcellulaires sont attaquées
par les radicaux libres, une chaine de réactions peroxydantes s’installe et perturbe la fluidité
membranaire. Les membranes cellulaires doivent comporter une fluidité élevée pour maintenir
I’homéostasie et I’activité métabolique de ’organisme. Une chute de la fluidité membranaire est
observée dans certaines pathologies métaboliques.

Les réactions radicalaires provoquent des dépots de lipides oxydés dans les vaisseaux ou les tissus
agés ou génerent des derives carcinogenes. Les dégradations oxydatives des lipides conduisent a la
formation éventuelle d’hydrocarbures exhalés comme le pentane, d’aldéhydes comme le
malondialdéhyde ou MDA Avec I’acide thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4-HNE),
ces sous-produits de la peroxydation lipidique sont les marqueurs les plus couramment utilisés dans
I’étude des dommages radicalaires induits. La peroxydation lipidique entraine donc la formation en
cascade de nombreux produits qui peuvent a leur tour réagir et dégrader les protéines et I’ADN
(Coisne, 2007)

IV.4. L’activité antioxydante

Les EOR sont produites de fagcon permanente dans notre organisme. Afin de contrdler ou de limiter
les effets délétéres des EOR, notre organisme a développé une batterie de défenses antioxydantes qui
lui ont d’ailleurs permis de s’adapter a vivre dans un environnement riche en oxygene (Pincemail et
Meurisse ,1998). Les antioxydants peuvent stopper les réactions en chaine en se combinant aux

radicaux libres et en inhibant ainsi leur action ( Tanguy ,2009).
IV.4.1. Définition d’un antioxydant

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration relativement faible,
d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empécher 1’oxydation
de ces substrats. Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment

beaucoup d’énergie pour contréler leurs niveaux d’espéces réactives de I’oxygéne (Servais, 2004)
(Figure 33).
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Figure 33 : Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygéne par les systémes de

défenses antioxydants (Pincemail et al, 2002).

IV.4.2. Mécanisme d’action d’un antioxydant

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

absorbent 1’énergie excédentaire de I’oxygene singulet pour la transformer en chaleur (Berset et

Cervelier, 1996)

IV.4.3. Les systemes antioxydants

Les molécules controlant la production de radicaux libres dérivés de ’oxygéne sont désignées par le
terme d’antioxydants et peuvent étre défini comme des substances qui sont capables, a concentration
faible par rapport a celle du substrat oxydable, de retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats.

La littérature distingue deux principaux types d’antioxydants (Powers et Lennon, 1999).

1VV.4.3.1.Différents types d’antioxydants
Les antioxydants peuvent étre classes de deux facons :
IV.4.3.1.1. Selon leur action

A. Systémes non enzymatiques
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Le premier est constitué par les antioxydants non enzymatiques qui piégent directement les radicaux
libres et les désactivent. Ils ont principalement une action anti-lipoperoxydante (vitamines C, E (a-
tocophérol), caroténoides (b-caroténe)). Ils sont localisés dans les membranes cellulaires et la
mitochondrie, intégrés dans la bicouche lipidique pour les formes liposolubles (b-carotene et
vitamines E) et dans le cytosol intracellulaire ou dans les fluides extracellulaires pour les vitamines
hydrosolubles (vitamine C) (Coisne , 2007).

Les antioxydants de cette catégorie sont les composés qui agissent aussi en empéchant ou en
diminuant la formation des radicaux libres. Les plus utilisés sont des agents complexant les ions
métalliques réduisant I’effet perooxydant des ions, c’est le cas de 1’acide phosphorique, citrique et les
ascorbates. Ils agissent en stabilisant la forme bivalente du métal dont I’action catalysant est plus
faible que celle de la forme trivalente (Pincemail et al , 1998).

B-Systémes enzymatiques

Le deuxieme est constitué de systemes enzymatiques regroupant plusieurs familles d’enzymes
antioxydantes. Elles sont associees en partie a des oligo-éléments agissant comme cofacteurs et sont
situées a proximite des sites de production de EOR (Halliwell, 1999).

Selon leur source, on peut distinguer deux types d’antioxydants :
IV.4.3.1.2. Selon leur source
a) Les antioxydants endogenes :
a.l. ENZYMES
» Lacatalase (CAT)

Elle assure la réduction du peroxyde d’hydrogéne en libérant de I’oxygéne. C’est une enzyme majeure
de deétoxification radicalaire qui est présente majoritairement dans les peroxysomes et dans les

mitochondries de cceur (Halliwell, 1999).
» Le superoxyde dismutase (SOD)
Elle convertit I’anion superoxyde O2- en H202 :

SOD

R

205 +2H" — > 05 + O3

Plusieurs iso-formes de la SOD existent et différent par leur séquence protéique et leurs cofacteurs
(Fridovich, 1995). Ainsi, la MnSOD comprend 4 sous-unités contenant chacune un atome de

manganeése. Elle est localisée dans la mitochondrie. On distingue également la Cu-ZnSOD sous forme
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d’un dimére dont chaque unité posseéde 1 atome de cuivre et 1 atome de zinc. Elle est présente chez
la plupart des especes au niveau du cytoplasme. La formation de la MnSOD est inductible par un
stress oxydant, contrairement a celle de la Cu-ZnSOD (Murley et al, 2001).

» Les glutathions peroxydases (GPX)

La glutathion peroxydase est une enzyme formée de quatre sous-unités contenant chacune un atome
de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine (dans laquelle I'oxygéne du groupement
hydroxyle de la sérine est remplacé par le sélénium) (Chaudiere et Tappel 1983).Elles se définissent
comme des enzymes de structure trés proche ayant la propriété de réduire les peroxydes. 1l existe
une forme de GPX cytosolique, une forme plasmatique, une forme gastro-intestinale ainsi qu’une
iso-enzyme réduisant directement les phospholipidesoxydés, la HPGPx (hydroperoxyde-glutathion
peroxydase) (Ursini et al, 1999). Les GPX nécessitent un cofacteur : le glutathion sous forme

réduite (GSH) comme donneur d’électron :

GPX

4

H,0,+2 GSH =— GSSG +2 H,0
Actuellement toutes les glutathions peroxydases connues sont des enzymes a séléenium.
a.2. MOLECULE

» Le glutathion : Le glutathion GSH est une protéine composée de trois acides amines
(cystéine, acide glutamique et glycine). Il sous forme réduite est I’antioxydant le plus important
des cellules, les protégeant notamment des radicaux libres (dérivés actifs de I'oxygéne). Ces substances
hautement réactives, si elles sont non contr6lées, endommageront ou détruiront les composantes clés
cellulaires (par exemple les membranes, I’ADN) en I’espace de microsecondes. Le glutathion attaque
directement les composés oxygénés a I’intérieur de la cellule et joue un rdle clé dans le recyclage
d’autres antioxydants bien connus, telles que les vitamines C et E.

Au cceur des défenses antioxydantes, le glutathion est le thiol le plus abondant dans

les organismes et les systemes vivants (Ryter et al ., 2002).

Le GSH est un composé piégeur pouvant réagir avec I'hydroxyle ou un peroxyde pour donner
un radical thyil (GS") (Vergely et al ., 2003).

GSH + HO:— GS- +H20
2GS- — GSSG
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» L’acide urique

L’acide urique est un piégeur de 1’02, des radicaux peroxyles et hydroxyles (RO2-et HO-), de
I’0zone et de HCIO. La réaction de I’acide urique avec ces EOR génere des radicaux moins réactifs
que HO-

b) Les antioxydants exogénes

Ce sont ceux que nous consommons tous les jours dans notre régime alimentaire, notamment ceux
contenus dans les fruits et légumes.

» Lavitamine E ou a-tocophérol

La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant des activités
biologiques identiques & celle de la famille des tocophérols. Elle a besoin d’interagir avec d’autres
composes pour agir correctement. Elle se trouve dans tous nos tissus, notamment du fait de son
caractere lipophile, qui lui permet d'agir au site méme de la peroxydation lipidique membranaire. En
échangeant un électron libre, le tocophérol se transforme en radical tocophéroxyle, peu réactif de par
sa structure cyclique. Le radical tocophéroxyle peut étre régénéreé par l'ascorbate, qui devient alors
radicalaire. Lors d'un stress oxydatif, ces deux vitamines agissent conjointement en formant une
chaine de détoxication des radicaux libres (vergely et al., 2003).
» Lavitamine C ou acide ascorbique
La vitamine C ou acide ascorbigue est généralement considérée comme l'antioxydant hydrosoluble le
plus efficace dans le plasma humain. Gréace au faible potentiel redox du couple ascorbate/radical
ascorbyle (vergely et al., 2003).11 peut exister sous des états moléculaires distincts et réversibles dont
I'interface est le radical ascorbyl. Ces états moléculaires sont dépendants de la présence d'oxygene
moléculaire et de fer. Du point de vue métabolique, le réle antioxydant de l'acide ascorbique est
fondamental, mais cette molécule peut étre impliquée dans d'autres reactions chimiques du
métabolisme cellulaire (Chepda et al., 1999).
> Les polyphénols

L’interaction des polyphénols avec les ions de métaux de transition tels que le fer et le cuivre, est un
phénomene de grand intérét biologique. Il pourrait jouer un réle important dans le pouvoir
antioxydant des polyphénols. En effet, les ions du fer et du cuivre sont susceptibles d’entrer dans des
cycles redox, qui dans des conditions aérobies, produisent des especes oxygénées réactives ou EOR

(superoxyde, peroxyde d’hydrogene, radical hydroxyle, espéces FelV etc...) (Halliwell, 1994).

Les polyphénols sont susceptibles d’inhiber ce stress oxydant, non seulement en piégeant les EOR
par réduction, mais aussi en formant avec les ions du fer et du cuivre des complexes inertes. Ainsi,

les polyphénols sont capables de protéger les lipides polyinsaturés contre les phénomenes
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d’oxydation générateurs de radicaux et aldéhydes lipidiques responsables du développement des
maladies évoquées plus haut (Halliwell, 1994).

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de déterminer les
éléments majeurs de ’activité antioxydante (Jovanovic et al., 1994). Gréace a leur faible potentiel
redox, les polyphénols, plus particulierement les flavonoides (FI-OH),sont thermodynamiquement
capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles(ROO-), alkoxyles (RO-) et

hydroxyle par transfert d’hydrogéne selon la réaction suivante :

* (@]
P X x5 ¢ X  xH
OH U OH U 0
_— . o~

Figure 34 : Piégeage des EOR par les flavonoides (Jovanovic et al., 1994).

D’une manicre générale, les flavonoides les plus actifs (impliqués dans la peroxydation lipidique
comme des piégeurs efficaces des radicaux hydroxyles et peroxyles),sont ceux qui combinent les trois
criteres suivants : figure 35 (Bors et al.,1990)

1- La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catechol).

2- La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo.

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

Figure 35 : Eléments essentiels pour l'activité antioxydante des flavonoides.
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1V.4.4. Sources des antioxydants exogenes:

L’étre humain est incapable de synthétiser certaines antioxydants : vitamines, polyphénols et oligo-
éléments, donc il est nécessaires qu’ ils sont présents dans nos aliments (Tableau en annexe) pour
qu’ils contribuent a la prévention nutritionnelle de nombreuses pathologies ou le stress oxydatif est
impliqué (figure 36) Les antioxydants sont largement présents dans nos aliments, soit sous forme

naturelle, soit sous forme d’additifs utilisés dans I’industrie agroalimentaire (synthétiques) (Tanguy

et al ., 2009).
|meécanismes de réeparation mécanismes de prévention mecanismes d’adaptation
(protéines (protéasome), (chélation des métaux de tramsition) (protéines de choc thermique,
ADN (endonucléases, ligases), héme oxygémse)

lipides (phospholipases ) I /

systémes de protection contre les
dommages cellulaires causés par les EOA

/ N

enzymes antioxydantes molécules de bas poids moléculaire

S0OD, catalase, glutathion peroxydases, / \

synthétisées par extraites de plantes
I’organisme (ginkgo biloba, pycnogémol)
sylimrine, ..)

thiorédoxines, peroxyrédoxines )

protéines antioxydantes
(céruléoplasmine, albumine,
transférrine, thiols, paraoxonase )

(glutathione, ubiquinone,
histidine)
oligo — éléments
(sélénium, cuivre, apportées par |’alimentation
zinc, ma nganése) (vitamine C, tocophérols, caroténoides {caroténes,

lyco péme, xéaxanthine, lutéine), polyphénols )

Figure 36: Réseau des antioxydants ( Defraigne et Pincemail ,2007)

1V.4.4.1. Les antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétiques sont généralement préparés en laboratoire, et principalement a partir
de composants chimiques (Pelli et Lyly, 2003).

Le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluene (BHT), les esters de I'acide gallique (gallate
de propyle, gallate d'octyle et gallate de dodécyle) sont des antioxydants synthétiques lipophiles les
plus freqguemment utilisés.

1V.4.4.2. Les antioxydants naturels

Les antioxydants sont naturellement présents dans presque toutes les plantes, tous les micro-
organismes, les champignons et méme dans les tissus animaux. Le groupe le plus important
d’antioxydants naturels comprend la vitamine E (tocophérol), les flavonoides et autres composés

végetaux (Tanguy et al .,2009).
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I. Matériels et méthodes

1.1. Matériel

Les manipulations sont effectuées au laboratoire de Biochimie du Département de Biologie et

au laboratoire de Recherche des Sciences Fondamentales (L.R.S.F., U A.T-L).

I.1.1. Matériel et équipement

Les équipements et conditions expérimentales de nos expériences sont indiqués dans

I’annexe.

1.1.2 Matériel végétal

1.1.2.1. Récolte des échantillons

L huile testée a été extraite a partir des fruits de 3 arbres Pistacia atlantica .Les arbres C et G

ont servi pour avoir des échantillons triés: matures, de maturité intermédiaire et immature

ainsi qu'a des échantillons mélanges (matures, intermédiaires et immatures non sépares).

L'arbre E n'a servi que pour ces derniers. Trois récoltes ont eté effectuées durant les mois

Aout et septembre 2013 dans la wilaya de Laghouat sur trois régions différentes: PK 22
(RW230), route d’Elhouita (arbre G, 12 échantillons) ; Nili (PK450Km, RN1), arbre C, 6

échantillons ; PK422 (RN1), arbre E, 3 échantillons.
Les données géographiques des trois régions sont indiquées dans le tableau 6
Tableau 6 : Données géographiques des trois régions

PK 22 (RW230) = Nili (PK450Km,

Route d’Elhouita RN1)
Longitude 33°41'25.20"N  33°23'07.40"N 33°38'42.79"N
Latitude 2°39'43.50"E 3°02'57.26"E 2°55'42.70"E
Altitude 835m 829m 812m

1.1.2.2. Tri et extraction

Les graines ont été laissées sécher dans un endroit aéré a I’ombre a une température

ambiante. Apres quoi, elles ont été stockées dans des sac en papier jusqu'a utilisation.

PK422 (RN1)
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Avant I’extraction de I'huile, les fruits secs ont éte triés afin de separer les graines selon leur
degré de maturité. Les caracteristiques des fruits étudiés sont mentionnées dans le tableau 7 :
Tableau 7: Caractéristiques des fruits du pistachier de I’ Atlas étudiés

Code Arbre Couleur des fruits L!eu de D,a te de
récolte récolte
Cyi Rouge Nili
Limm foncée 50 Km
. Nili
Cima Noir 50 Km 16/08/2013
C Rouge et Nili
L mel Noir 50 Km
C
C,. Rouge, Nili
zimm jaune et noir 50 Km
C Noir Nili 30/08/2013
2 mat 50 Km
C, . Rouge et Nili
2 mel Noir 50 Km
Ey el Rouge et 20Kmde | 16/08/2013
jaune Laghouat
E
Es mal Vert et 20 Km de 02/09/2013
rouge Laghouat
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E. . Vert et 20 Km de 16/09/2013
smel rouge Laghouat
G Jaune et PK22
Limm rouge Vers Elhouita
G Vert et PK22
Linter rouge Vers Elhouita
16/08/2013
G Rouge et PK22
1 mat vert Vers Elhouita
G Vert, rouge PK22
1 mél et jaune Vers Elhouita
PK22
G2 imm Jaune Vers Elhouita
G, Vert PK22 02/09/2013
2 inter malachite Vers Elhouita
G Vert PK22
2 mat Véronese Vers Elhouita
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, PK22

G2 mel Vertet jaune Vers Elhouita
... Jaune PK22

3imm moutard Vers Elhouita
- Vert et PK22

3 inter rouge Vers Elhouita

16/09/2013

G Vert et PK22

3 mat rouge Vers Elhouita
- Vert et PK22

3 mel Jaune Vers Elhouita
1.2. Méthodes

1.2.1. Méthodes d’extraction des lipides

L’extraction de I’huile de pistachier de I’Atlas est réalisée par une double macération avec

I’Hexane, sur les fruits finement broyée a I’aide d’un mortier traditionnel, pendant 48 heures a

température ambiante avec renouvellement du solvant. Aprés séchage par le sulfate de sodium

anhydre (Na,SO,) et filtration, I’hexane a été évaporé sous pression réduite a 40 °C.

Les 21 échantillons huileux obtenus sont conservés dans un réfrigérateur a une température de

(+4°C), dans des flacons en verre, jusqu'a utilisation.

Notre démarche expérimentale est résumée a travers I’organigramme suivant :
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Fruits du pistachier de I Atlas

Ensemble des huiles

Calcul du rendement
D¥extraction (4]

{

Analyse biochimigue

Dosage des tocopherols

Extraction des composés
phenoliques

S [

Evaluation de pouvoir
antioxydant:

-Test zu DEPH*

-Test Molvbdate phosphate

Avant Pextraction des polyphenols
-analyze des tocopharalz
-pouvoir antioxydant

(DPFH"- Molybdate phosphate

Dosage des polvphenols totaux

Dosage des flavonoides

Apres Pextraction des polyphénols
-analyza des tocopharals
-pouvair antioxydant

[DPEPH®- hMolybdate phosphats)

Evaluation d*activite
antioxydant des polyphenols

-Test su DFPH

-Test Molvbdate phosphate

Figure 37: Organigramme de la méthodologie d’étude
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1.2.2. Analyses biochimiques
1.2.2.1. Calcul du rendement d’extraction

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile défini comme étant le rapport entre la
masse d’extraits obtenu apres extraction et la masse de la matiére végeétale utilisée. Le

rendement exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

Rig(%) = x 100

Ou: RHE : rendement en huile.
Mz : masse de I’huile obtenue en g.
M2 : masse de la prise d’essai en g.

1.3. Etudes expérimentales

Premiere partie (Pour I'ensemble des échantillons huileux)

1.3.1. Analyses quantitative des lipides

1.3.1.1. Dosage des tocophérols pour I'ensemble des échantillons lipidiques

Le dosage des tocophérols totaux a été effectuée selon la méthode de dosage colorimétrique

d’Emmerie-Engel

v" Principe
Par la méthode de dosage colorimétrique, et en présence de réactif de phénantroline, les
tocophérols et le fer-ferrique (Fe®") qui est réduit en fer ferreux par une réaction

oxydoréduction forme un complexe de couleur rouge-orangé.

v' Protocole

On trace a partir de I’a-tocophérol commercial (vitamine E la courbe d’étalonnage qui
exprime la densité optique en fonction de la concentration du tocophérol en g/l.

Nous avons préparé des solutions filles ayant des concentrations bien déterminées a partir
d’une solution mére de vitamine E commerciale préparée dans le butanol. On préleve 1ml de
chaque solution fille plus 1ml de reactif phénantroline a 0.4%, et 0.5 ml FeCl3 a 0.12 % dans
I’éthanol. La mesure de la densité optique se fait apres 5 minutes a une longueur d’onde de
510 nm.
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Nous avons réalise le dosage sur I’huile brute. Les échantillons d’huiles sont traites de la
méme fagon.

La concentration des tocophérols dans chaque extraits a été calculée a partir des courbe
d’étalonnage établies avec la vitamine E et exprimée en milligramme équivalents de vitamine
E par 100 gramme d’huile (mg/Vit E/100g d’H).

1.3.2. Evaluation du pouvoir antioxydant

L activité antioxydant de I*huile extraite a été évaluée in vitro par deux méthodes:
% Lamesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH°

% Le Test Molybdate phosphate (permettant d'évaluer le pouvoir réducteur).
1.3.2.1. Test de piégeage du radical DPPH°
v Principe

L activité antioxydante de nos extraits exprime leur capacité a réduire les radicaux libres. Elle

est étudiee par la méthode au DPPH, ce radicale libre présente une coloration violette foncée.

Lorsqu’ il est piégé par les antioxydants, il apparait sous sa forme réduite de couleur jaune
pale (Figure 38) (Molyneux, 2004).

e " 9

0N N—N 03N N—N

. O

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Q

NO 2

Figure 38 : Deux formes, un antioxydant et un radical libre (Molyneux, 2003).
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v" Protocole

Nous avons préparé la solution de DPPH de 250 pM dans le méthanol, 1 ml d’extrait
lipidique préparé dans le butanol est ajouté a 1ml de DPPH. La lecture de I’absorbance est
faite 8 517 nm apres 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante.

Expression des résultats

Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical
DPPH®, qui est proportionnel au pouvoir anti-radicalaire de I’échantillon selon I’équation

suivante :

1%= [(Abs contrble — Abs échantillon)/ Abs contréle] x 100

Les valeurs de I’EC50 « Efficient concentration » ont été déterminées graphiquement par la

régression linéaire.

1.3.2.2. Test Molybdate phosphate

v Principe
Pour la détermination quantitative de la capacité réductrice d’un antioxydant, nous avons
utilisé ce test spectrophotométrique, qu’il est basé sur la réduction de Mo (V1) au Mo (V) par
I’échantillon développant ainsi un complexe phosphomolybdique vert a pH acide donnant une
absorbance une a 695 nm (prieto et al., 1999)

v Protocole
Une droite d’étalonnage est tracée a partir d’a-tocophérols commercial (Vitamine E), permet
de relier la densité optique et la concentration en tocophérols. A partir d’une solution
commerciale de la vitamine E, nous avons préparés le mélange du réactif molybdique, qui se
compose d'une solution d’acide sulfurique avec une concentration de (0.6M), de phosphate
sodigue de concentration (0.028M) et d’une solution de molybdate d’ammonium de (0.04M).
L analyse de molybdate phosphate est réalisée en suivant le protocole décrit comme suit :
A partir d’une solution mere de chaque huile a tester, nous avons prépare des solutions filles
dans I’éthanol ayant des concentrations bien déterminées. 2 ml du réactif sont ajoutés a
200ul de chaque solution filles, I’incubation étant réalisée a 95C° ; dans un bain-marie

pendant 90 minute.
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La lecture est faite a une longueur d’onde de 695 nm, apres refroidissement .L’absorbance est
exprimé en fonction de la concentration en huiles. Le pouvoir antioxydant de nos échantillons

est exprimé en équivalent de vitamine E.

Deuxiéme partie (Pour les huiles regroupées au nombre de 5 avant et apres extraction de
polyphénols)

Avant de proceder a l'extraction des composées phenoliques, et étant donné leur nature
hydrosoluble (faible rendement dans [I'huile), nous avons jugé utile de regrouper les

échantillons d'huile selon leur degré de maturité (Tableau8).

Tableau 8 : composition des échantillons regroupés.

I (Immature)  Ciimm+C2imm* C1melange 31,13
Il (Mature) Cimat+ Comat+ C2melange 25,27
1 (Immature)  Giimm* G2imm* Gzimm* G 1int 22,74
IV (Mature) G1mat + G2 mat +G3 mat + Gaint 26,392
V (mélange) E1 métange +E2 métange +E3 métange + Gz int 38,88

Dans un souci de clarifier le r6le de chacun des éléments doués d'activité antioxydante, nous
avons traité les 5 échantillons d'huiles regroupées de la méme maniere que lI'ensemble des
huiles décrit précédemment a savoir teneur en tocophérols totaux et activité antioxydante
(DPPH et Molybdate phosphate) et ce avant et aprées I'extraction des composés phénoliques.

Troisieme partie (extraction, dosage et activité des composes phénoliques dans I'huile)

1.3.3. Méthodes d’extraction des composés phénoliques

L’extraction des polyphénols a partir des huiles a été effectuée comme suit :
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L’huile dissoute dans 'hexane + melange methanol (80 ml) + ean distille (20ml) viv

|

Apitation magnetique / 3 b

1

Separation des deux phases par decantation

1

Phase méthalonique

i

Evaporation sous pression reduite

Lavage de Phase aqueuse
par Ether de pétrole (3 fois)

V

Phase aqueuse recapéree + Triple extraction par I’ Acetate D'ethyle

|

Récupérer la phase Acétate + Sulfate de Sodium Anhydre

Filtration et évaporation

:

Extrait phenolique obtenn +  ml de méthanol

Schéma d’extraction des polvphénols
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1.3.4. Analyses quantitative des composés phénoliques
Le rendement en composés phénoliques defini comme étant le rapport entre la masse

d’extraits obtenu apres extraction et la masse des huiles regroupées de chaque échantillon.

La détermination des teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les extraits phénoliques
brutes a été faite en utilisant séparément les méthodes colorimétriques, respectivement
méthode de Singleton et Ross et de Zhishen et al., . 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 du matériel végeétal sec .La teneur en flavonoides déterminée par la méthode de
Zhishen et al., pour chaque extrait a été rapportée en mg équivalent de Rutine /g du matériel
végétal sec (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

1.3.4.1. Dosage des phénols totaux

v Principe
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton et
Ross (en 1965) avec le réactif de folin —Ciocalteu. Le réactif est formé d’acide
phosphotungestique HsPW12040 et d’acide phosphomolybdique Ha3PMo01204 , qui sont réduits
lors de I’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe (Ws0O23) et de molybdéne
(Mos8Q3), ce qui nous aide a doser les phénols dans le visible a une longueur d’onde de I’ordre
760 nm.

v Protocole
La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Singleton et Ros.

Une quantité de (100pul) de I’extrait est mélangée avec (0.5ml) du réactif de Folin—Ciocalteu
fraichement préparé (10 fois dilué dans I'eau distillée). Aprés 5 minutes, 2 ml de carbonate de
sodium (Na2 COQ3) ont été ajoutés. L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 30
minutes et la lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotomeétre a 760nm.
Les résultats sont exprimeés en milligrammes équivalent d’acide gallique par g d’huile.

Une gamme étalon d'acide gallique a différentes concentrations a également été préparée.
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1.3.4.2. Dosage des flavonoides

v Principe
La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen et al
basée sur la complexation des flavonoides par I’Aluminium en utilisant le trichlorure

d’aluminium comme réactif dans cette méthode.

v Protocole
La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée en utilisant la méthode colorimétrique

au trichlorure d’aluminium. Dans le méthanol, une quantité de 1ml de I’extrait a été mélangee
avec 1ml d'une solution d’AICl3 a 2%. Aprés 20 min de repos. L’ensemble est mesuré a 409
nm. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalent de rutine par g d’huile.

Une gamme étalon de la rutine (dans le méthanol) a différentes concentrations a également été

préparée.

1.3.5. Evaluation de pouvoir antioxydant des polyphénols

Pour les cing extraits phénoliques bruts obtenus, nous avons suivis les mémes protocoles des
tests cités précédemment pour les huiles a savoir le test DPPH et le test Molybdate Phosphate
avec quelques modifications ou le butanol et I'a-tocophérol (vitamine E) sont remplacés

respectivement par I'eau distillée et I'acide ascorbique (vitamine C)

I.4. Analyse statistique des données
Nous avons utilisé le test de Student (échantillons inferieurs a 30) pour la comparaison des
moyennes. Nous avons également recherché d'éventuelles corrélations entre les paramétres

testés.
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Premiéere partie
I1.1.Etude de I'ensemble des échantillons lipidiques

Notre série d'étude comprend 21 échantillons répartis en deux groupes. 13 échantillons de
maturité différente (obtenus aprés tri) et 8 autres échantillons ou chacun est constitué d'un

mélange de graines de différents degrés de maturité.

Il est primordial de justifier le choix de ces derniers échantillons dont la composition est
donnée dans le tableau 9(excepté le E). Ils ont été obtenus par la prise, au hasard, de 50 a
100g de fruits (par arbre et par cueillette) avant I'opération de tri. Le pourcentage des graines
matures, immatures ou intermédiaires est estimé approximativement sur la base des fruits
triés.

Ces mélanges ont été inclus dans I'étude par souci de suivre la variation des parametres
étudiés selon la date de la récolte quelque soit la couleur de la graine. Ceci pourrait fournir
des informations utiles sur ces mélanges d'autant plus que la cueillette, par la population, est,
en général, aléatoire. En outre, le fastidieux travail de tri selon la couleur, graine par graine,

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

Tableau 9 : Pourcentage des graines matures, immatures et intermédiaires estimé

approximativement sur la base des fruits triés.

C, C, G G, Gs
Echantillon
Graines immatures ~25% ~47% ~24% ~23% ~21%
Graines intermédiaires - - ~48% ~54% ~60%
Graines matures ~75% ~53% ~28% ~23% ~19%

Pour l'arbre E, et puisque nous avons travaillé d'emblée sur des mélanges cueillis directement,

nous ne disposons pas de la composition en fruits matures, immatures et intermédiaires.
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11.1.1.Caractéristiques des huiles extraites et rendement

Les huiles acquises ont une couleur jaune claire pour les fruits matures, et une couleur verte
foncee pour les fruits immatures. Ces derniéres huiles ont une odeur fortement agréable et

piquante et se gélifient partiellement & température ambiante.

Le Tableau 10 récapitule les caractéristiques de nos échantillons d'huile. Il en ressort une
variation du rendement selon, notamment, le stade de maturation. C'est ainsi que les teneurs

d'huile varient de 03,07% (échantillon immature) a 56,16% (échantillon mature).
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Tableau 10 : Couleur et la teneur d’huile des fruits de pistachier de I’Atlas.

C1 mat Climm C1 mél C2 mat C2 mél C2imm Glint Glimm G1 mat G1 mél
Echantillons
Huile
Couleur Jaune blé Vert olive Jaune Jaune blé Jaune Vert caca Jaune Vertolive | Jaune blé | Jaune
canari canari d’oie bouton auréolin
d’or
Poids de | 50.01 52.76 49.19 50.02 48.12 81.68 100.06 101.86 50.31 97.83
Echantillon
(9)
Poids de 27.0446 16.4885 26.1875 28.0927 23.2583 22.6149 18.9612 08.5251 14.7493 18.509
L’huile (g)
Teneur(%) 54.07 31.25 53.23 56.16 28.47 27.68 18.94 08.36 29.31 18.91
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E 1 mél E2 mél G2 int G2 mat G2 imm G2 mél E3 mél G3int G3 mél G3 mat G3imm
Echantillons
Huile
Couleur Jaune Jaune Jaune Jaune Vert Jaune Jaune Jaune Jaune Jaune blé | Vert kiwi
canari canari bouton impérial pistache bouton canari bouton canari
d’or d’or d’or

Poids de | 49.84 48.85 100.14 50.51 72.21 50 48.93 100.63 94.12 50.13 69.87

Echantillon
(9)

Poids de 10.9583 12.2752 13.6596 7.0808 2.2195 14.3428 9.1665 14.4684 26.5322 10.7380 3.0814
L’huile (g)
Teneur(%) 21.98 25.12 13.64 14.01 03.07 28.68 18.73 14.37 28.18 21.42 04.41
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Selon des études antérieures effectuées par 1’équipe du Pr Yousfi (Yousfi et al., 2003), le
rendement, par la technique d’extraction au soxhlet, est de 52 % pour des fruits matures.
L'extraction par macération a froid a en général un rendement inférieur par rapport a
I'extracteur soxhlet (Bellakhdar et Bentireche, 2013).

La variation du rendement d’extraction des huiles a partir des fruits du Pistachier de I’ Atlas

pour les deux groupes est sur les figures 39 et 40.

D
o
!

w
o
!

20

12 =i 11

G3 G2 Gl C2 C1 G3 G2 G1 G3 G2 Gl C2
imm imm imm imm imm inter inter inter mat mat mat mat mat

Teneur (en %)

Echantillons classés selon leurs stade de maturité croissant

Figure 39 : Variation du rendement d’extraction des huiles a partir des fruits du Pistachier de

1’ Atlas selon un degré de maturité croissant.
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60 -

50 4

40

Teneur (en %)

10

0 S v
Clmél C2mél G1mél G2 mél G3mél E1 mél E2 mél E3 mél

Echantillons mélanges

Figure 40 : Variation du rendement d’extraction pour les 8 échantillons mélanges issues des

différents arbres C,G et E. Classés selon I’ordre chronologique des cueillettes.

Dans la figure 39, les fruits sont classés selon le stade de maturation déduit a partir de la
couleur des graines. Par contre, ceux de la figure 40 I'ont été selon I'ordre chronologique de la

cueillette.

Nous y distinguons un rendement assez appréciable pour les échantillons immatures C1 et C2.
Ceci pourrait étre expliqué par I'endroit géographique ou par un processus de maturation
accéléré. Nous nous demandons s'il s'agissait de graines de maturité intermédiaire ? Ce
constat pourrait étre étayé par le rendement élevé du mélange C1 cueillis a la mi aout dominé

par des graines matures (Figure 40 et Tableau 10).

La différence entre les mélanges C1 et C2 serait due aux conditions aléatoires de la cueillette.

63



Partie 11 : Etude expérimentale Chapitre Il : Résultats et discussion |

11.1.2. Taux des tocophérols totaux :

La teneur en tocophérols totaux de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe
d’étalonnage de la vitamine E (Figure 41), et exprimée en milligrammes par 100 gramme

d’huile en équivalent de vitamine E. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 11.

[uny
1

y =17,186x - 0,0214

0,6 - R?=0,9791

Absorbance (a 510 nm)

0 T T T T T T 1
$ 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

Concentration (en mg/ml)

Figure 41 : Courbe d’étalonnage de la vitamine E.

Tableau 11 : Teneurs en tocophérols totaux pour les extraits lipidiques des fruits de maturité

différente.

Echantillons immatures | Ciimm | C2imm | G1imm | G2imm | Gsimm | Moyenne | Ecart type

Teneur (mg/100g) 101,76 | 84,78 | 93,85 | 133,82 | 119,39 | 106,72 | 19,78
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Tableau 12 : Teneurs en tocophérols totaux pour les échantillons mélanges.

Echantillons
, Clmél C2mé| G1mé| G2 mél C':‘3me’l E: mél E2mé| E3mé|
mélanges
Teneur
76,46 | 82,40 | 199,05 | 105,93 | 83,98 | 148,13 | 107,22 | 114,33
(mg/100g)

D'une maniére globale, nous remarquons que la teneur en tocophérols totaux dans les extraits

des fruits immatures est plus importante par rapport a celle dans les extraits des fruits matures.

Pour les fruits immatures, les teneurs en tocophérols totaux sont entre 84,78 et
133,82mg/100g, et pour les fruits matures,elles sont entre 70,64 et 117,48 mg/100g. Les
teneurs de fruits intermédiaires sont comprises entre celles des échantillons immatures et

celles des échantillons matures.

Bien qu'il y ait une différence entre les fruits matures et immatures, le test de Student indique
qu’elle n'est pas significative. Ceci pourrait étre expliqué par I'nétérogénéité des échantillons
testés (arbres différents et d'emplacements géographiques différents). Cette situation a
augmenté I'étendu de la série, notamment pour les fruits immatures (étendu de 49,04mg/qg). Il
est important de noter que les huiles des fruits de I'arbre G sont plus riches en tocophérols par
rapport a l'arbre C et ce pour les graines matures et immatures. G se distingue de C par
I'emplacement géographique et surtout par la couleur des graines matures, respectivement vert
et noir. Ainsi, les fruits verts semblent contenir plus de tocophérols par rapport aux fruits noirs

et ce pour les différents stades de maturation. Ce constat mérite de plus amples recherches.

La diminution de la teneur en tocophérols selon l'ordre chronologique des cueillettes est trés
évidente pour les échantillons mélanges de I'arbre G et, @ moindre degré, l'arbre E (tableau
12). Ainsi, les fruits seraient d'autant plus riches en tocophérols que leur cueillette est précoce.

En comparant les resultats de la présente étude avec ceux de la littérature, nous constatons que
les graines du Pistachier de I’Atlas sont relativement riches en matiéres grasses, et sont bien
classées parmi les graines oléagineuses, plus riche en tocophérolspar rapport aux autres huiles
végétales alimentaires telles que 1’huile de tournesol (67 mg/100g) et I’huile d’olive (20

mg/100g) (Karleskind, 1992).
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La figure 42 souligne que les teneurs en lipides et en tocophérols totaux représenteraient un
caractere spécifique selon le degré de maturation. Ainsi, plus la teneur en huile augmente
moins elle est riche en tocophérols.

140 - B Teneur en huile %
120 -
100 -
80 -
60 -
40 A
20

|| ir en tocophérols
totaux (en mg/100g)

G3 G2 G1 (2 Cl1 G3 G2 Gl G3 G2 G1 (2 Cc1
imm imm imm imm imm inter inter inter mat mat mat mat mat

Degré de matutation

Figure 42: Comparaison entre les teneurs en lipide et en tocophérols totaux selon différents
degré de maturation.
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11.1.3.Résultats de I’évaluation du pouvoir antioxydant des huiles des fruits du
Pistachier de I’Atlas

11.1.3.1.Test de piégeage d’un radical libre le DPPH

Le graphe ci-dessous représente le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration en

antioxydant.

de référence

Figure 43 :

Dans ce cas, nous avons utilisé la vitamine E commerciale comme antioxydant
(Packer et al., 2001).
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Graphe représentant 1’activité antioxydant de la vitamine E par le test du DPPH.

La valeur d’ECso représente la concentration d’inhibiteur (antioxydant) nécessaire pour

neutraliser 50% du taux des radicaux libres. Afin de déterminer cette valeur pour chaque

extrait, les courbes de la variation du pouvoir d’inhibition 1% en fonction de la concentration

en lipides sont établies dans les figures 44,45,46.
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Figure 44 : Graphe représentant 1’activité anti oxydante des extraits lipidique des fruits, de

maturité différente, cueillies du méme arbre C, par le test du DPPH.
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Figure 45 : Graphe représentant 1’activité anti oxydante des extraits lipidique des fruits, de

maturité différente, cueillies du méme arbre G, par le test du DPPH.
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Figure 46 : Graphe représentant I’activité anti oxydante des extraits lipidiques des fruits, des

mélanges, cueillis du méme arbre E, par le test du DPPH.

Les trois graphes détaillent la variation de 1’activité anti oxydante des extraits lipidiques des

fruits, de maturité différente, cueillies des différents arbres, par le test du DPPH. Nous

relevons, globalement, que les huiles des fruits immatures recelent le pouvoir antioxydant le

plus marqué, traduit par un ECso réduit. Le tableau 13 regroupe les valeurs d’ECso de nos

extraits, calculées a partir des courbes tracées dans les figures 44 et 45,46.

Tableau 13 : Valeurs de I’ECsq calculé pour les différents extraits lipidiques des fruits de

maturité différente lors du test DPPH.

Echantillons Moyenne Ecart
immatures C1imm Caimm | G1imm Gaimm Gsimm type
ECs 24,799 25,493 18,543 17,299 19,086 21,044 3,808
(mg/ml)

Echantillons

intermédiaires G inter G2 inter G3inter

ECs 28,498 20,671 17,371 22,18

(mg/ml)

Echantillons

matures C1 mat CZmat Glmat GZmat G3mat

ECs 36,07 26,53 17,002 27,872 18,158 25,126 7,807
(mg/ml)
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Tableau 14 : Valeurs de I’EC50 calculé pour les échantillons mélanges lors du test DPPH.

Echantillons

, C1mél C2mé| G1mé| GZ mél C':‘3me’l El mél E2mé| E3mé|
mélanges
ECs 25,938 24,864 20,352 13,387 17,247 16,486 15,151 24,4
(' mg/ml)

Le test de Student indique que la différence de I’activité anti oxydante entre les deux groupes
matures et immatures mentionnée dans le tableau 13 n'est pas significative. Ceci serait di aux
mémes raisons que pour les tocophérols. Ainsi, ici aussi, les huiles des graines vertes sont

plus actives que celles des graines noires.

Pour les échantillons mélanges, la diminution de l'activité anti radicalaire en fonction de
I'ordre chronologique de la cueillette est beaucoup plus marquée pour les fruits de I'arbre E.

Ainsi les fruits seraient douées d’autant plus actifs qu’ils sont cueillis précocement.
11.1.3.1.1.Relation entre teneur en tocophérols et pouvoir anti radicalaire

Nous avons essayé de trouver une éventuelle corrélation entre les valeurs d’EC50 et les
teneurs en tocophérols totaux. Cette une approche relative étant donnée la nature brute de
I'huile, mais elle nous permettrait quand méme de déceler une éventuelle association entre ces

deux parameétres. Le résultat est mentionné sur la figure 47.

En considérant que nous avons affaire a une régression linéaire simple, notre coefficient de
corrélation (r) serait la racine carrée du coefficient de détermination (R?) et de ce fait il égale
a - 0,70 (corrélation négative). C'est une valeur assez importante indiquant I'existence d'une
relation entre la teneur en tocophérols et le pouvoir anti radicalaire. Ainsi, plus 1’extrait
lipidique est riche en ces derniers plus I'EC 50 diminue et plus I’extrait est antioxydant (Podda

et al., 1996). Cette relation est moins évidente pour les mélanges (r = 0,45), (figure 47).
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Figure 47 : Corrélation entre les valeurs du pouvoir d’inhibition (exprimé en EC50) et les

teneurs en tocophérols totaux d’extraits lipidiques exceptés des mélanges.
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Figure 48 : Corrélation entre les valeurs du pouvoir d’inhibition (exprimé en EC50) et les

teneurs en tocophérols totaux d’extraits mélanges.
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Ce test nous permet d’évaluer le pouvoir réducteur de nos extraits. Pour cela, nous avons

utilisé la vitamine E comme référence (figure 49). 1l est a noter que, pour des contraintes de

temps, nous nous sommes limités a quelques échantillons représentatifs. L’activité

antioxydante de nos extraits est déterminée en capacité équivalente a la Vitamine E. Les

résultats sont présentés dans les tableaux 15 et 16.
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Figure 49 : Graphe représentant 1’activité antioxydant de la vitamine E par le test du

molybdate phosphate.

Tableau 15 : Résultats du test Molybdate Phosphate pour quelques échantillons représentatifs.

Echantillons immatures Ciimm | Coimm | G1imm | Goimm | Gaimm | Moyenne | Ecart type
Capacité équivalente

(mg/g) - 9,795 - - 12,242 | 11,018 1,730
Echantillons intermédiaires Giinter | Gointer | G3inter

Capacité équivalente

(mg/g) - 9,421 | 8,0372 | 8,729

Echantillons matures Cl mat CZmat Glmat GZmat GSmat

Capacité équivalente

(mg/g) 5,908 4,391 8,027 - 9,115 6,860 2,117
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Tableau 16 : Résultats du test Molybdate Phosphate pour les échantillons mélanges.

Nous remarquons d’aprés ces résultats que la capacité équivalente dans les extraits des fruits

immatures et plus importante par rapport a celle dans les extraits des fruits matures.

Pour les fruits immatures : les capacités équivalentes varient entre 9,795 et 12,242mg/g, et
pour les fruits matures : sont entre 4,391 et 9,115 mg/g. Les capacités equivalentes des fruits
intermédiaires sont comprises entre celles des échantillons immatures et celles des

échantillons matures.

En se basant sur les résultats obtenus, nous remarquons que les huiles des fruits immatures
possedent une activité anti oxydante significativement plus élevée par rapport a celles des

fruits matures (p<0,05).

Nous avons tenté de rechercher une corrélation entre le pouvoir réducteur des extraits
lipidiques et la teneur en tocophérols totaux. La variation des valeurs de la capacité
équivalente pour chaque extrait en fonction du contenu en tocophérols totaux est représentée

dans la figure 50.
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Figure 50 : Corrélation entre teneur en tocophérols totaux et le pouvoir réducteur, exprimé en

capacité équivalente en Vitamine E (mg/g), d’extraits lipidiques exceptés des mélanges.

D’aprés ce résultat, nous remargquons une association assez importante entre les valeurs de
capacité équivalente et les teneurs en tocophérols totaux avec un coefficient de corrélation
estimé de 0,79. Cette association est moins évidente pour les échantillons mélanges (r=0,70)
(Figure 51)
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Figure 51 : Corrélation entre teneur en tocophérols totaux et le pouvoir réducteur, exprimé en

capacité équivalente en Vitamine E (mg/g), d’extraits des mélanges.

Deuxiéme partie

11.2. Analyse biochimique de la fraction lipidique avant et aprés extraction des composés

phénoliques

Nous avons procédé au dosage des tocophérols totaux, a I'évaluation du pouvoir antioxydant,
par les deux tests sus cités, pour les 5 échantillons d'huiles regroupées et ce avant et apres

I'extraction des composés phénoliques. Les résultats sont récapitulés dans le tableau 17.
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Nous remarquons avec intérét des différences notables notamment en ce qui concerne

I'activité antioxydante. En effet, cette derniére se voit diminuer apres I'extraction des

polyphénols indiquant qu'elle serait due a la fois a la présence de tocophérols et de composés

phénoliques et, peut étre d'autres composés. Nous relevons également que la variation des

parametres étudiés selon le degré de maturité reste inchangée avant et apres extractions des

polyphénols (Tableau 17 et les figures 52 et 53).

Tableau 17 : Comparaison entres les teneurs en tocophérols, les pouvoirs d’inhibitions et les

Lipides avant extraction phénolique

pouvoirs réducteurs, avant et apres extraction des polyphénols.

Teneur en Capacité Teneur en Capacité
. ECso : ECso .
Echantillon tocophérols équivalente | tocophérols équivalente
(mg/ml) (mg/ml)

(mg/100g) (mg/g) (mg/1009) (mg/g)

I (immature) 101,123 20,330 13,013 130,172 22,665 8,835

Il (mature) 84,044 21,733 1,633 104,104 26,536 1,383

11 (immature) 119,532 19,697 15,302 133,497 22,240 10,179

IV (mature) 103,495 21,228 3,140 103,506 25,455 2,262

V (mélange) 102,830 19,755 5,455 133,730 22,972 3,779

Moyenne 102,205 20,548 7,709 121,002 23,974 5,288

Ecart type 12,582 0,903 6,096 15,762 1,902 3,974

Les résultats obtenus avec cette série d'expériences confirment en partie ce qui a été obtenu

pour la premiere série (21 échantillons) notamment en ce qui concerne les graines de couleur

noire (I et 11) et celles de couleur verte (111 et V).
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Figure 52 : Graphe représentant I’activité anti oxydante des 5 échantillons d’huiles

regroupeées, par le test du DPPH, avant I’extraction des polyphénols.

120
< 100
.0
b=
2 80
.-E ¢ |(Immature)
: 60 II(Mature)
<
t llI(Immature)
g 40
§ IV(Mature)
e 20 X V(Mélange)

O T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Concentration (en mg/ml)

Figure 53 : Graphe représentant I’activité anti oxydante des 5 échantillons d’huiles

regroupees, par le test du DPPH, aprés 1’extraction des polyphénols.
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11.2.1.Relation entre teneur en tocophérols et pouvoir antioxydant

Les graphes 54, 55,56 et 57 montrent une variation de l'intensité de liaisons entre teneurs en

Chapitre 1l : Résultats et discussion

tocophérols et pouvoir antioxydant notamment le pouvoir anti radicalaire estimé par le test de

DPPH. Ainsi le coefficient de corrélation déduit passe de 0,78 a 0,96. Un tel résultat indique
que les tocophérols présents sont maintenant les plus impliqués dans I'activité antioxydante

apres enlévement des polyphénols, ce qui en parfait accord avec les résultats du tableau 17.
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Figure 54 : Corrélation entre le pouvoir d’inhibition (EC s0) des lipides et la teneur en

tocophérols totaux, avant ’extraction des polyphénols.
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Figure 55 : Corrélation entre le pouvoir d’inhibition (EC 50) des lipides et la teneur en

tocophérols totaux, apres I’extraction des polyphénols.
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Figure 56 : Corrélation entre la capacité équivalente des lipides et la teneur en tocophérols

totaux, avant I’extraction des polyphénols.
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Figure 57: Corrélation entre la capacité équivalente des lipides et la teneur en tocophérols

totaux, aprés 1’extraction des polyphénols.
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11.3. Extraction des composés phénoliques
11.3.1. Rendement de I'extrait phénolique brut

La masse de I'extrait phénolique obtenu est assez appréciable vu sa nature hydrosoluble. Elle
varie, selon notamment, le degré de maturation. En effet, les rendements les plus élevés sont

obtenus avec les extraits immatures mélangés. Tableau 18 et figure 58.
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Tableau 18: Masses, rendement, concentrations des extraits phénoliques bruts des huiles des

fruits de pistachier de 1’ Atlas.

Echantillon Extrait Poids de Masse de | Rendement | Concentration
I’échantillon Pextrait % de P’extrait
huileux (g) | phénolique brut g/ml
brut (g)

I
(mature) 25,27 0,1819 0,719

0.036

v
(mature) 26,392 0,0856 0,324 0.017
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La figure ci-dessous montre la variation de la teneur en extrait phénoliques selon le degré de
maturité.

1,4
M Extraits matures M Extraits immatures
1,2 1,148
1,006
1
X 0,8 0,719
=]
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S 06
'_
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0
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Figure 58: Variation du teneur en extrait phénoliques brut a partir des huiles des fruits du
Pistachier de 1’ Atlas.

11.3.2. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

Les composés phénoliques avaient déja fait I'objet d'études au niveau des tourteaux des fruits
du Pistachier de I'Atlas (Yousfi et al., 2006). Dans la littérature, il n'y a que Saber-Tehrani qui
a rapporté la présence de composés phénolique les huiles (Saber-Tehrani et al., 2013). A notre
connaissance, c'est la premiere fois qu'on s'intéresse a leur variation, dans les huiles, selon le
degré de maturation des fruits.

Les resultats obtenus figurent dans le tableau 18 et figure 58.
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Figure 59: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
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Figure 60 : Courbe d’étalonnage de la rutine.
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Tableau 19: Teneur en phénols totaux et en flavonoides contenues dans les extraits

phénoliques bruts.

Masse Teneur en Teneur en Pourcentage %
) d’extraits phénols totaux | flavonoides mg | des flavonoides
Extraits o _ )
o phénoliques | mg/kg d*huile | /kg d'huile dans les
phénoliques )

(9) phénols totaux
I (immature) 0.3132 73 16 21.9
Il (mature) 0.1819 65 15 23.07
111 (immature) 0.2612 178 35 19.66
IV (mature) 0.0856 45 11 24.44
V (mélange) 0.1405 19 6 31.57

Il est capital de relever que la variation en teneurs de phénols totaux est fortement liée au

degré de maturation. En effet, les deux échantillons immatures contiennent plus de

polyphénols par a rapport aux échantillons matures. Cette variation n'est pas évidente pour les

flavonoides. De plus, les échantillons immatures pourraient contenir d'autres composés

phénoliques autres que les flavonoides.
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Figure 61: Comparaison de la teneur en polyphénols et en flavonoides des fruits du Pistachier
de I’Atlas.

Les données sur les polyphénols dans I'huile rapportées par la littérature concernent surtout

I'nuile d'olive. En effet, leur teneur serait environs 400 mg/Kg d'huile (Nakbi et al., 2010).

11.3.3. Résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits phénoliques

Nos résultats montrent une activité antioxydante (par DPPH et Molybdate phosphate) assez
prononcée, notamment, pour les graines immatures (Tableau 20 et figure 62), ce qui est en
parfait accord avec les résultats obtenus pour les huiles. Ce résultat est rapporté pour la

premiére fois.

160 -
g 140 ¢ | (Immature)
% 120 | Il (Mature)
&E 100 Il (Immature)
EP 80 X IV (Mature)
£ 60
g 40 XV (Mélange)
& 20
0 T T T )
0 0,02 0,04 0,06 0,08

Concentration (en mg/ml)

Figure 62: Graphe représentant le pourcentage d’inhibition % des cinq extraits phénoliques
bruts en fonction de la concentration par le Test DPPH.
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Figure 63: Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique (Vitamine C) faite par les deux tests
DPPH (a gauche) et Molybdate (a droite).

Tableau 20 : Pouvoir antioxydant d’extrait phénolique brut évalue par les deux tests (DPPH et

Molybdate).
Capacité équivalente (Ceq)
_ en mg de vitamine C/g

Echantillon ECS50 mg/ml d’extrait phénolique brut
I (immature) 0.022 13,570
Il (mature) 0.03 4,307
111 (immature) 0.008 21,991
IV (mature) 0.026 10,991
V (mélange) 0.0144 12,276

Les graphes de corrélation indiquent une forte liaison entre, d'une part, les teneurs en

polyphénols et en flavonoides et, de I'autre part I'activité antioxydante. (Figures 64 et 65), ce

qui rend compte de la probable implication des polyphénols dans I’activité antioxydante des

huiles.
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Chapitre 11 : Résultats et discussion
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Figure 64 : Régressions entre le pouvoir d’inhibition (EC50) d’extraits phénoliques bruts

(Immatures, Matures) en mg/ml et la teneur en phénols totaux, et flavonoides.
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Figure 65 : Régressions entre capacité équivalente d’extraits phénoliques bruts (Immatures,

Matures) en mg de la vitamine C/g d’extrait phénolique brut et la teneur en phénols totaux, et

flavonoides.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Au terme de notre travail, nous tirons les conclusions suivantes:

v

La teneur en tocophérols est plus marquée au niveau des graines immatures par rapport
aux graines matures et elle augmente au fur et a mesure de la maturation.

L’activité antioxydante des huiles serait fortement associée au stade de maturation et a
la nature de la graine caractérisée par sa couleur finale & maturité. Ainsi, les huiles des
graines vertes seraient plus actives que celles des graines noires et ce pour les
différents stades de maturation. Les graines immatures, donnant a maturité une couleur
verte, recelent le pouvoir antioxydant le plus élevé.

Pour I’ensemble des fruits (matures, immatures, intermédiaires), la teneur en
tocophérols et I’activité antioxydante sont influencés par la date de la cueillette. En
effet plus les fruits sont cueillis précocement plus ils sont actifs.

Les huiles des fruits du Pistachier de 1’Atlas contiennent une proportion assez
appréciable en composés phénoliques, doués d’un pouvoir antioxydant assez marqué,
qui est d’autant plus élevée que les huiles sont extraites de graines immatures. Quant
aux flavonoides, ils ne varient que légerement entre les échantillons testés. Ces
résultats sont rapportés pour la premiere fois et méritent des études complémentaires.
L’activité antioxydante des huiles serait due a plusieurs composés dont les tocophérols

et les polyphénols.

Nous pouvons dire, enfin, que notre étude a apporté des résultats préliminaires tres

intéressants et originaux. Il a, en outre, apporté des informations complémentaires aux

travaux initiés par Belakdhar et Bentaireche en 2013. Il n’en demeure pas moins que des

études plus approfondies, sur un échantillon plus large et visant notamment la

caractérisation des molécules responsables du pouvoir antioxydant soient nécessaires pour

appuyer nos constatations.
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Annexe

Annexe 1

-LES REACTIFS ET LES PRODUITS CHIMIQUES- -MATERIELS-
1 Acide sulfurique pure (H2SOy) 1 Ampoule a décanter
2 | Acide ascorbique (vitamine C) \
3 | Acétate d’éthyle 2 Ballon a fond rond et plat ,250 ml
4 | Acide gallique 3 Becher, 80 ml, 100mi
5 | Alpha-tocopherol (Vitamine E) 4 Cuvette de spectrophotomeétre (en
6 | Butanol . plastique)
7 | Carbonate de sodium 5 Entonnoir
8 | Ethanol . _
9 | Ether de pétrole 6 Eprouvette graduée de 10 ml, 100 ml
10 | Hexane 7 Erlenmeyer de 250 ml
11 | Méthanol ——

. 8 Fiole jaugée de 50 ml, 250 ml
12 | Molybdate D’ Ammonium
13 | Ortho-Phénantroline 9 | Papier filtre
14 | Phosphate sodique e
15 | Réactif Folin 10| Refrigérant
16 | Rutine 11 | Spatules
17 | Sulfate de sodium, anhydre (Na,SOy) p :
18 | Trichlorure de fer (FeCls) 12| Tubes a essals
19 | Trichlorure d’aluminium AICl;
20 | 2,2-diphenyl-1-picrylhdrazyle (DPPH®)

-EQUIPEMENTS-

Agitateur magnétique

Bain Marie

Balance de précision

Hotte chimique

Pinces

Plaque chauffante (thermo Scientific, Fichier Scientific)
Rotavapeur (BUCHI R-200)

O N O O B W N

Spectrophotométre UV-visible (Shimadzu)
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Figure : Caractéristique du timbre postale N°1448 (Kerbouche, 2006).

Annexe 2

LA A A A A A A A A J

LA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A & A A A A A

E
g

Caractéristique du timbre-poste N°1448 de I’année 2006

Code :PO061701

Numéro Yvert& Tellier : 1484
Catégorie(s) : Agriculture > Flore > Arbre
Theme : Journée Nationale de I’ Arbre
Date d’Emission : 25 Octobre 2006

Prix facial : 20 DA

Imprimeur : Imprimerie de la Banque d’ Algérie

Dessin : Ali Kerbouche

Annexe

L'édition de ce timbre montre I'intérét accordé par I'état algérien a cette espéce endémique qui n'a pas encore

livré tous ses secrets.
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, 2004)

Annexe 3

C22 - §(4.7,10,13,16,19)

C22:6 w3

Symbole Symbale Structure chimigue Mom systématique de l'acide Nom commun de Facide
{nomenclature normalisés)  (nomenclature oméga)
Acides gras salurds
Ci:0 Ci:o CHOOH Méthanciqus fommigque
Cc2:0 Cc2:0 CH4CO0H Ethanoigque acetiqua
G3:0 C3:o CH4CH,COOH Propanciqua propionigus
C4:0 C4:0 CH3(CHa)xCO0H Butanofique butyrique
C5:0 Cs5:0 CH3(CHg)sCO0H Pentanolque valkngque
C5:0i C5:0iso CHyCHCHRCHoCOOH Métihyl-3 butanoique Bovalérigus
C&:0 Cs:0 CH3{CHz),COOH Hexanociqus caprolques
C7:0 Cr:0 CH3{CHz)sCO0H Heptanciqus énanthique
Ca:o Ca:o CH3(CHa)2CO0H Dctanoigua capryliqus
Ca:0 Ca:0 CH3{CHg)}CO0H Nonanalque pelargonigus
Ci0:0 C10:0 CH3(CHa)sCOO0H Décancigue capriqua
Ci2: Ciz:0 CH5(CHg)gCO0OH Dodécanoiqus laurique
Ci4:0 C14:0 CHa(CHg)zC00H Tétradécanoique myTistique
C16:0 C16:0 CH3(CHg)4COOH Hexadécanoiqua palmitiqus
Ci8:0 Cig:0 CH3(CHg)cCOOH Octadécanoiqus shéanigue
Cao:0 C20:0 CHz{CHz)gCO0H lcosanalqua’ arachidiqua
Cz2-0 Czz:.0 CH3(CHg)apCOOH Docosanolque pehénique
C24:0 C24:0 CHy{CHg)=000H Tétracosanaofique Bgnocénqua
Cos-0 Co6:0 CH3{CHz)2COOH Hexacosanolque cérofique
Caa:o C28:0 CH3{CHg)C00H Dctacosanoigue mondanigus
Can:o G3a0:0 CH3(CHg)aeCOOH Tricontanoique mekssique
Acides gras insatures
monoinsatures
Ci2:1w3 CHyCHoCH=CH{CHz |y COOH cis-S-dodécénoigue laurcléigus
Ci4: 15 CH3(CHg)asCH=CHICHS 17 C00H cis-S-igiradécancigue myTisioléigua
C16: 1 w7 CH3(CHa)sCH=CHICHS jCO00H Cis-8-nexadécenoigus palmitolesgua
C18: 1 w12 CH3(CHg)gCH=CH{CHx),CO0H frans-g-octadécanolgue petrosdlmdqua
Ci18: 1 w8 CH3(CHa)CH=CHICHS )7 CO0H cis-S-pctadécénolqua oldiqua
C18: 1 w8 CH3(CHg)CH=CHICHG ) CO0H frans-g-octadécanolque élaidique
Ci18: 1 w7 CH{CHg)sCH=CHIGHS)gCOOH cis-11-octadécénoigus VaCCaniqua
C18: 1{tranz 11) C18: 1 w7 CH3{CHz)sCH=CHICH:)gCOOH trans-11-octaddcanokyus frans vaccaniqua
C20: 1 e CH3(CHg)gCH=CHICHS )7 CO0H cis-O-cosdnolquel’! gadoléigue
CZ2 1w CH3(CHg)eCH=CHICHS)gCO0OH cis-11-docosénalgue cetoléiqus
C22: 1 w3 CH4(CHg) CH=CH(CH,) ;; COOH Cis-13-gooosanoigue Enucipua
C24:1w9 CH4[CH)CH=CHICH,) 1y COOH Cis-15-{8iracoednoinus selacholkigus
polyinzaturds
Ci18:2 w5 CH3(CHg) CH=CHCHCH=CHICHS )7 CO0H cig,cis-9 1 2-octadécaisnoigue Enoléiqus
18 : 2(3.irans 11) C18: 2 w7 CH3(CHg)sCH=CHOH=CH{CHa)CO0H cig trans-8,11-ocladécadiénciqus Enoléique conjugue cis-9, Frans-11
OU Muméniqua
C18 - 2{franz 10.12) C18:2 w8 CH4(CHg) CH=CHCH=CH[CH,),CO0H trans, cis-10,12-octadécadidnoque Enoléique conjugué frans-10, cis-12
C18: 3 w5 CH4[CHg) 5[ CHCH=CH) o (CH.) {COOH cig,cis, cis-6,9, 12-ocladécatidnoigue yHlinokénique
G183 :3(3,12,15) C18: 3 w3 CH4(CHoCH=CH)y(GH,);CO0H cig,cis, cis-9,12.15-0ctadécatiénoipua a-lincléniqua
C18 - 39 irans 11, frans13) C18:3 w5 CH4[CHg)4(CH=CH)5(CHo ) C00H cig trans irans-9,11,13-octadécatiénoigue a-Blécetéarique
G20 - 45.8,11,14) C20: 4 g CH4[CHg)  (CH=CHCH, ) CH=CH{CH,), COOH cig,cis, os, 0s-5 8, 11, 14-icesatédtrasnoigual] arachidonique
C20 - 5(5.8,11.14,17) C20: 5 w3 CH,CHg( CH=CHCH, ), CH=CHICH, ), CO0H cig,cis, o, o, o558, 11,14, 17-4cosapantadnolquat
22 : 5(4.8,12,15,19) G225 w3 CH{CHoCH=CH{CHg).,CH=CHOHL(CH=CH (CH,)o)sCO0H  cisois, oS, o, mis-4,B, 12, 15, 19-docosapantasnoigue cuptanadonique
CHyCHR(CH=CHCHg):.CH=CHICH,).COOH  ciseis oS os, 0,0

Tableau : Principaux acides gras saturés et insaturés retrouvés a 1’état naturel (Cuvelier et al.



Tableau : Les polyphénols (Tanguy et al., 2009)

8 000 molécules a
structures chimiques
variées, ayant en
commun

des fonctions
phénoliques,
appartenant a
plusieurs

familles (flavonoides
213

tanins, acides
phénoliques,

lignanes).

Annexe

Annexe 4

Propriétés
Puissants piégeurs de

radicaux libres

Principales sources AJR

— Fruits et Iégumes : Environ 1 gramme

oignons, pommes, par jour
pommes

de terre, laitue, cerise,

raisin, prunes, agrumes,

cacao, epices (cannelle,

vanille...), aromates,

huile

d'olive, soja...

— Boissons (thé*, vin*,

biére...
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Annexe

Annexe 5
Tableau : Exemples de quelques pathologies humaines associées a des modifications de la concentration

en antioxydants (Pincemailet al., 1998)

Evolution de ’antioxydant Situations pathologiques

Maladies respiratoires (emphyséme, bronchopneumopathies

Diminution de la vitamine C chroniques obstructives (BPCO), fumeur)
Pancréatite aigué
Hémochromatose

Diminution de la vitamine E Syndrome de détresse respiratoire

Transplantation d’organes
Pontage coronarien

Choc septique
Traumatisme cranien
Hémochromatose

Diminution du glutathion, protéines-SH Syndrome immunodéficient acquis
Syndrome de détresse respiratoire

Diminution de ’'ubiquinone Hyperlipidémie

Augmentation de ’acide urique Phénomeénes d’ischémie — reperfusion

Maladies respiratoires (asthme, BPCO, fumeur)
Diminution pouvoir antioxydant total Maladies du foie

Naissance de prématurés

Cancer

Alcoolisme

Mucoviscidose

Maladie de Keshan
Diminution de la GPX, carence en sélénium Maladies cardiovasculaires

Stérilité

Maladie de Crohn

Arthrite rhumatoide

Cataracte (cristallin)

Leucémie

Hépatite

Diabete

Dystrophie musculaire de Duchenne
Augmentation de la SOD Syndrome de détresse respiratoire

Syndrome de Down

Arthrite rhumatoide
Diminution de la SOD Anémie de Fanconi
Hypocuprose
Syndromes immunologiquement déficients
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Annexe 6

Annexe

Tableau : Les apports exogénes de vitamines nécessaires a 1’lhomme (Tanguy et al., 2009)

I

Vitamine C (acide
ascorbique)

Vitamine E (8 composés
proches dont 4
tocophérols

et 4 tocotriénols)

Caroténoides (composés
pigmentés colorant de
jaune a rouge de
nombreux

fruits et legumes. Le
B-caroténe est un
précurseur de la
vitamine A.

Propriétés

— Hydrosoluble,
co-substrat de plusieurs
oxygénases et oxydases.
— In vitro, maintient la
vitamine E sous sa forme
réduite, active lors de
l'inhibition de la
peroxydation lipidique
membranaire (mécanisme
impliqué dans la protection
des LDL contre
I'oxydation). A confirmer
in vivo.

— Hautement lipophiles, se
concentrent dans les
membranes biologiques et
les lipoprotéines.

— Agissent via la
peroxydation lipidique des
acides gras insatureés.

— Propriétés
immunostimulantes sur
I'immunité humorale et
cellulaire et la phagocytose.

— Lipophiles comme la
vit E, donc présents dans
les compartiments
lipidiques des tissus.

— Puissants neutralisateurs
des dérivés activés de
I'oxygene, comme
I'oxygéne singulet et les
radicaux peroxydes.

— Contribuent également a
la protection contre la
peroxydation donc la
réduction du risque
cardiovasculaire.

Principales sources

Fruits, légumes, feuilles
(forte concentration dans le
cassis, les agrumes, les
kiwis, les poivrons, les
brocolis, le chou et le
persil).

Souvent utilisée comme
additif dans
agroalimentaire.

Huiles végétales et produits
dérivés (pépins, germe et
grain de blé, noix et
certaines légumes a feuilles
verts (peu dans les fruits,
baies et Iégumes).

Carotte (a-P carotene)
Tomate et melon
(lycopéne)

Agrumes (B-crypto
xanthine)

Epinards et endives
(B-caroténe et lutéine)
Mais (zeaxanthine).

Apports journaliers
recommandés (AJR)
Une orange, un Kiwi
sont

suffisants (les effets de
carence sont bien
connus ;

a fortes doses, un effet
pro-oxydant a été
décrit).

Une cuiller a soupe
d'huile

de tournesol, ou 2
d'huile de

colza, ou une petite
tasse

de noix

Pas d'AJR pour les
caroténoides seuls mais
un

mélange de fruits et de
Iégumes (5/jour) est
fortement conseillé (cf.
PNNS)

(a fortes doses, la
vitamine A peut étre
responsable
d'hypertension
intracranienne).
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Annexe 7

Annexe

Tableau : Les principales classes de composeés phénoliques dans les plantes (Urquaga, 2000).

Number of Basic skeleton Class Examples
carbonatoms
6 cé Simple phenols Catechol, hydroquinone
Benzoquinones 2,6-Dimethoxybenzoquinone
7 C6-C1 Phenolicacids Gallic, salicylic
8 C6-C2 Acetophenones 3-Acetyl-6-methoxybenzaldehyde
Tyrosine derivatives Tyrosol
Phenylacetic acids p-Hydroxyphenylacetic
9 C6-C3 Hydroxycinnamicacids Caffeic, ferulic
Phenylpropenes Myristicin, eugenol
Coumarins Umbelliferone, aesculetin
Isocoumarins Bergenon
Chromones Eugenin
10 C6-C4 Naphthoquinones Juglone, plumbagin
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferin
14 C6-C2-C6 Stilbenes Resveratrol
Anthraquinones Emodin
15 C6-C3-C6 Flavonoids Quercetin, cyanidin
Isoflavonoids Genistein
18 (C6-C3)2 Lignans Pinoresinol
Neolignans Eusiderin
30 (C6-C3-C6)2 Biflavonoids Amentoflavone
n (C6-C3)n Lignins
(C6)n Catecholmelanins
(C6-C3-C6)n Flavolans
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Annexe

Annexe 9

Test de signification (Loi de Student)

2 Nyxa?)+ N, xo?) . [moyenne, —moyenne,|
(N, N,)-2 - 11

S| —+—
N, N,

S

Cas du petit échantillon : n1, n2<30.

Dans cette étude, nous avons choisi le seuil de sécurité de 95%
¢+ Si lavaleur calculée<t (valeur lue sur la table), la différence entre les deux échantillons n’est pas
significative.
¢+ Silavaleur calculée >t (valeur lue sur la table), la différence entre les deux échantillons est
significative.

Student’'s t Distribution Table

Forexample, the tvalue for

18 degrees of freedom

is 2.101 for95% confidence % =0.025 % =0.025
interval (2-Tail o =0.05). —_/J' l¥
- = = E o 2 z = < twalue
0% 95%% 97.5% 99% 99.5% 99.95% 1-Tail Confidence Level
80% 90%% 95% 98%. 99% 99.9% 2-Tail Confidence Level
0.100 0.050 0.025 0.010 0.005 0.0005 1-Tail Alpha
g{f 0.20 0.10 0.05 0.02 0.01 0.001 2-Tail Alpha
1 3.0777 6.3138 12.7062 31.8205 63.6567 636.6192
2 1.8856 2.9200 4.3027 6.9646 9.9248 31.5991
3 1.6377 2.3534 3.1824 4.3407 5.8409 12.9240
4 1.5332 21318 2.7764 3.7469 4.6041 8.6103
5 1.4759 2.0150 2.5706 3.3649 4.0321 5.8688
6 1.4398 1.9432 2.4469 3.1427 3.7074 5.9588
i 1.4149 1.8946 2.3646 2.9980 3.4995 5.4079
8 1.3968 1.8595 2.3060 2.8965 3.3554 5.0413
£l 1.3830 1.8331 2.2622 2.8214 3.2498 4.7809
10 1.3722 1.8125 2.2281 2.7638 3.1693 4.5869
11 1.3634 1.7959 2.2010 2.7181 3.1058 4.4370
12 1.3562 1.7823 21788 2.6810 3.0545 4.3178
13 1.3502 1.7709 2.1604 2.6503 3.0123 4.2208
14 1.3450 1.7613 2.1448 2.6245 2.9768 4.1405
15 1.3406 1.7531 2.1314 2.6025 2.9467 4.0728
16 1.3368 1.7459 2.1199 2.5835 2.9208 4.0150
17 1.3334 1.7396 2.1098 2.5669 2.8982 3.9651
18 1.3304 1.7341 2.1009 2.5524 2.8784 3.9216
19 1.3277 1.7291 2.0930 2.3395 2.8609 3.8834
20 1.3253 1.7247 2.0860 2.5280 2.8453 3.8495
21 1.3232 1.7207 2.0796 2.3176 2.8314 3.8193
22 1.3212 1.7171 2.0739 2.5083 2.8188 3.7921
23 1.3195 1.7139 2.0687 2.4999 2.8073 3.76706
24 1.3178 1.7109 2.0639 2.4922 2.7969 3.7454
25 1.3163 1.7081 2.0595 2.4851 2.7874 3.7251
26 1.3150 1.7056 2.05355 2.4786 27787 3.7066
27 1.3137 1.7033 2.0518 2.4727 27707 3.6896
28 1.3125 1.7011 2.0484 2.4671 2.7633 3.6739
29 1.3114 1.6991 2.0452 2.4620 2.7564 3.6594
30 1.3104 1.68973 2.0423 2.4573 2.7500 3.6460
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