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Résumé

Pistacia atlantica, espéce trés répondue dans les régions arides et semi-arides, constitue une
source inépuisable de molécules douées d'activités biologiques. Ce travail s'est intéressé a
I’influence du degré de maturité et des facteurs environnementaux sur le contenu en lipides et
composes phénoliques ainsi que sur I’activité antioxydante de ces composes des fruits de
Pistachier de I’atlas. Les résultats obtenus ont montré que les huiles des fruits immatures
présentent un faible rendement en huile, qu’ils sont riches en acides insaturés, en stérols, en
tocophérols et en fractions insaponifiables. Les huiles des fruits immatures collectés tres
précocement sont marquées par une proportion assez significative en acide linolénique.
L’activité antioxydante des huiles des fruits immatures est la plus importante. Par contre la
fraction insaponifiable des huiles des fruits matures s’est distinguée par le pouvoir
antioxydant le plus élevée par rapport a celle des huiles des fruits immatures. Les teneurs en
composes phénoliques ainsi que D’activité antioxydante sont substantiellement prononcés
aussi bien au niveau des tourteaux qu’au niveau des huiles des fruits immatures. L’activité
antioxydante des huiles de fruits immatures serait due principalement aux composés
phénoliques. En revanche, pour les huiles des fruits matures, la fraction insaponifiable aurait
le role prépondérant dans [D’activité antioxydante. En dernier lieu, les facteurs
environnementaux en particulier ceux en rapport avec 1’altitude auraient un effet marqué sur,

notamment la teneur en composés phénoliques et 1’activité antioxydante dans les fruits.

Mots clés : Pistacia atlantica, Fruit, Maturité, Huile, Acide gras, Tocophérol, Tourteaux,

Polyphénols, Activité antioxydante, Facteurs environnementaux.



Abstract

Pistacia atlantica, a well-known species in arid and semi-arid regions, it contains a
bottomless source of molecules endowed with biological activities. This work interested in
the influence of the maturity degree and environmental factors on both lipids and phenolic
contents as well as on the antioxidant activity of these compounds of pistachios fruits. The
results obtained showed that the oils of immature fruits have low oil yield, that they are rich in
unsaturated acids, sterols, tocopherols and unsaponifiable fractions. The immature fruits’ oils,
which collected very early, are marked with a significant proportion of linolenic acid. The
antioxidant activity of immature fruit oils was the most important. On the other hand, the
unsaponifiable fraction of oils obtained from mature fruits endowed by the highest antioxidant
power in comparison with oils from immature fruits. The phenolic contents as well as the
antioxidant activity are substantially marked in both defatted parts and in the immature fruits’
oils. The obtained antioxidant activity of immature fruit oils was mainly due to phenolic
compounds. On the other hand, the unsaponifiable fraction, taken from oils of mature fruits,
would have the predominant role in antioxidant activity. At last, the environmental factors
especially those related to altitude have remarkable effect on particularly the phenolic

contents and the antioxidant activity in the fruits.

Key words: Pistacia atlantica; Fruit; Maturity; Oil; Fatty acid; Tocopherol; defatted fruits;

Polyphenols; Antioxidant activity; Environmental factors.
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Introduction

A T’heure actuelle, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouvelles
molécules. Elles sont considérées comme source pour la découverte de substances actives et
nécessaires a la mise au point de futures utilisations.

L’Algérie compte parmi les pays d’Afrique qui recele une flore trés diversifiée. En effet,
selon Quezel et Santa (1963), la flore algérienne est compte environ 3139 especes
différentes.

Une des espéces végétales les plus importantes dans 1’ Algérie est Bétoum ou le Pistachier
de I'Atlas (Pistacia atlantica). Elle est trés répandue notamment dans les régions semi-arides
et arides (Belhadj, 2001,2003). L’arbre a un intérét économique et écologique exceptionnel.
Il est connu par ses diverses utilisations (Faouzi, 2015).

Différents organes de cet arbre, notamment les fruits, les feuilles, les galles et la résine, ont
été utilisees en médecine populaire (Bozorgi et al., 2013). Et ont été étudiées en vue de mettre
en évidence des activités pharmacologiques des extraits ou des molécules purifiées (Yousfi et
al., 2002; Gourine et al., 2010, 2011; Sifi et al., 2015; Tzakou et al., 2007; Mecherara-
Idjeri et al., 2008a ,2008b; Guenane et al., 2015; Barrero et al., 2005; Delazar et al., 2003;
Benhassaini et al., 2008; Fetati et Lassouani.,2018).

Ses fruits sont riches en huile qui est utilisée dans des domaines variés (alimentaire,
cosmétique et pharmaceutique) (Manjouze, 1980; Belhadj, 2001). Il a été rapporté que le
degre de maturation des fruits de Pistacia lentiscus avait un effet sur la composition et
I’activité des extraits lipidiques (Charef et al., 2008; Trabelsi et al., 2012). Par ailleurs
Beltran avait indiqué que les variations d’une saison a une autre et la date de récolte
affectaient la composition en acides gras de ’huile d’olive (Beltran et al., 2004).

En ce qui concerne le Pistacia atlantica, Guenane a rapporté pour la premiére fois que les
fruits immatures sont caractérisés par une richesse en acides gras insaturés, en composés
phénoliques avec une activité antioxydante importante aussi bien pour les extraits lipidiques
gue phénoligues (Guenane et al., 2015, 2017). Il a également montré que les huiles de ces
fruits contenaient une fraction insaponifiable assez élevee (9%). Il est maintenant admis que
la fraction insaponifiable des huiles végétales est désormais valorisee en raison de ses effets
antioxydants et anti-inflammatoires (De la Puerta et al., 2000; Perona et al., 2004;
Govindan et Rajamohan, 2009; Cardeno et al., 2014).
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Sur la base de qui a été exposé, il nous a paru intéressant, d’une part, de confirmer les
résultats obtenus par Guenane (Guenane, 2017) et d’autre part de mettre en relief I’effet des
facteurs environnementaux sur la composition et 1’activité antioxydante des extraits de fruits
et la valorisation phytochimique de la fraction insaponifiable.

Répondre a cette problématique permettrait de déterminer le moment optimal de collecte
des fruits riches en molécules bioactives telles que les acides gras les composés de la fraction
insaponifiable et les composés phénoliques. De la méme maniere il nous serait possible de
découvrir les sites ou poussent les arbres avec des fruits contenant des molécules a activités
biologiques.

La thése contient trois parties. Une partie bibliographique relative a la description de la
plante étudiée, généralités sur les huiles et les composés phénoliques et les antioxydants. Dans
la deuxiéme partie nous présentons les différentes méthodes d’étude et les matériels utilisés.
La troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats et leur discussion. Cette partie
est enrichie par 1’analyse statistique en utilisant le logiciel XLSTAT et des comparaisons avec

des études antérieures dans le sujet.
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Chapitre I : Généralités sur le pistachier de I’ Atlas

1.1 Etymologie

Le mot pistache est apparu dans la langue francaise au XIIIéme siécle et vient de I’italien
pistachio, emprunté par I’intermédiaire du latin Pistacium au grec Pistakion, formé lui-méme
d’aprés I’ancien nom Persan pistak qui est la nomination originelle du fruit et qui est proche
du nom foustok utilisé chez les arabes (Brosse, 2000).

En Algeérie, le pistachier prend le nom de "EI Botma" en Arabe et "lIggh" et « Tissemlal »
en Tamazight. Les fruits sont appelés Elkhodiri par les populations locales, appellation due a

la prédominance de la couleur verte foncée a maturité.
1.2 Historique

On croit que Pistacia est né dans 1’Asie Centrale il y a 80 millions d’années (AL-Saghir,
2010). 11 a été introduit en Europe dés le début de 1’ére chrétienne et en Amérique en 1890 ou
le premier essai a été effectué au niveau de la station pilote de Californie en 1904(Debbache,
1998).

Dans certaines régions d’Algérie, le pistachier de 1’Atlas est considéré comme un arbre
noble est sacré car la tradition voudrait que le Prophéte se soit reposé sous son ombre lors de
son voyage d’été de la péninsule arabique vers le Cham, dans ce qui est connu chez les arabes
anciens « Rihlatou echita oua essaif ». Le Cham englobe la Syrie, la Palestine et la Jordanie

qui sont 1’un des terroirs du pistachier de 1’Atlas.
1.3 Systématique de I’espéce pistachier de 1’Atlas (Pistacia atlantica)

Le pistachier de I’ Atlas n’est distingué que depuis 1799 par Desfontaines (Monjauze, 1980)
comme suit :

- Division : Angiospermes

- Classe : Eudicots

- Sous-classe : core eudicots

- Superordre : Rosids

- Sous-ordre : Eurosids 11

- Ordre : Sapindales Dumort

- Famille : Anacardiaceae

- Sous-famille : Anacardioideae
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- Genre : Pistacia
- Espeéce : Pistacia atlantica Desf

- SUbsp : atlantic
1.4 Aire de distribution du Pistachier de I’ Atlas

1.4.1 A travers le monde

Pistacia atlantica est largement éparpillé au sud de la Méditerranée et au Moyen Orient, il
est répandu depuis les iles Canaris (Gomera, Ténériffe) jusqu’au Pamir (Figure 1) en passant
par :

- L’ Afrique du nord, le Sahara septentrional et Tripolitaine.

- Chypre, Chio, Rodes, la Grece, La Turquie, La Bulgarie, La Crimée, le Caucase, La
Transcaucasie et I’Arménie.

- La Palestine, La Syrie, La Transjordanie, L’Iraq et L’Iran.

- L’ Arabie Saoudite, Le Béloutchistan, et L’ Afghanistan.

Le type de I’espéce (selon Zohary) est d’habitat occidental (Zohary, 1952, 1996). On le
rencontre depuis les Atlantide jusqu’a la Syrie en passant par les trois pays d’Afrique du Nord

(Monjauze, 1968).

Figure 1: Aire naturelle de Pistacia atlantica (AL-Saghir, 2006).

1.4.2 En Algérie

C’est un arbre endémique qui figure parmi les plantes protégées en Algérie (Kaabeche et

al., 2005). D’aprés Boudy (1952), en Algérie on le trouve (Figure 2), c’est le plus
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caractéristique de la région semi-aride et Présaharienne. Le Pistachier de 1’ Atlas est I’une des
rares espéces arborescentes encore présentes dans les régions arides, semi-arides et méme
sahariennes.

Sa limite extréme se trouve en plein coeur du Hoggar ou il existe a 1’état de relique
(Manjauze, 1980) . En Algérie il est recensé depuis la plaine de Mitidja jusqu’a la région
Saharienne il est présent au nord-est de Tlemcen a Sidi bel Abbes a Saida, Nadma, El Bayadh,
Tiaret et Médéa, a Mascara et Biskra, a Bechar, Laghouat et Ghardaia, a Djelfa et M’sila,
Khenchela et Tébessa.

Le Pistachier de I’Atlas peuplait jadis la région entre Laghouat et Biskra et une partie des
hauts plateaux et toute la zone qui se trouve entre 1’Atlas tellien et I’Atlas Saharien et il

occupait méme une partie du versant sud de 1’ Atlas saharien.

NE
MED;TERRANEEN

> o * .
- e * s -
. R eFRet 7L Booch qee bt
7’ - ) .
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_____ "M./ . R e,"o e ® o
2% . - .
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-

ahat\e““a

Echelle, 1/4400007

Figure 2: Distribution de Pistacia atlantica en Algérie (Monjauze, 1968).

En général, Pistacia atlantica est trouvée en association avec Ziziphus lotus : (cedra en
arab local) qui protege ces nouveaux plants contre les animaux et les vents violents (Belhadj,
2001) (Figure 3).

Figure 3: Pistacia atlantica est associé avec Ziziphus lotus (photo originale, 2016)
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1.5 Intérét du pistachier de I’Atlas

D’aprés plusieurs auteurs, le role du pistachier est multiple (Khaldi et Khouja, 1996 ;
Belhad, 1999 ; Benhassaini, 2007 ; Lahsissene et al., 2009 ; Yousfi et al., 2002, 2003, 2005
; Benabderrahmane et al., 2009 ; Maamri, 2008 ; Monjauze, 1968 et Bozorgi et al., 2013).

1.5.1 Valeur médicinale

Les lipides extraits des graines du Pistacia sont des triglycérides riches en acides gras
insaturés et en phytostérols qui conferent aux huiles du pistachier des aptitudes
hypocholestérolémiantes qui concurrencent les huiles de soja, de mais et de tournesol. Les
drupes de pistachier donnent un rendement en huile de I’ordre de 40%.

Parmi les acides gras insaturés, I’acide oléique et 1’acide linoléique ont un réle important
dans la prévention de certains troubles du métabolisme, des maladies cardio-vasculaires et
cancereuses.

Il 'y a eu plusieurs publications sur les effets antitumoraux des phytostérols, et tout
particulierement du R-sitostérol et des travaux scientifiques ont prouvé que les phytostérols
pouvaient réduire le risque de certains types de cancers notamment celui du poumon, du sein,
de I’cesophage, de I'estomac, du colon et de l'ovaire.

Il a été prouvé, par ailleurs, que I’huile essentielle et la résine ont des activités
antibactériennes et les extraits phénoliques et lipidiques découvrent des activités
antileishmaniennes.

En Algérie, le pistachier est utilisé par les populations de la steppe notamment, a titre
empirique, pour ses propriétés pharmaceutiques, pour eux et leurs cheptels. L’écorce produit
une resine-mastic a usage médical. Les feuilles et 1’écorce sont utilisées en décoction, contre
les maux de ventre et les douleurs gastriques en inhalation, les feuilles sont employées comme
febrifuge. Les galles sont utilisées en poudre, seules ou associées au souchet rond comme anti

diarrhéique et stomachique.

1.5.2 Valeur nutritionnelle

L’huile extraites des graines et les graines elles-mémes ont un réle alimentaire parmi les
populations vivant a proximité du pistachier de 1’ Atlas.

L’huile est souvent mélangée aux dattes écrasées et peut &tre consommée a toute heure de
la journée avec du petit lait. Elle a un gout trés proche de celui du beurre ce qui la rend tres
appréciée. En plus de sa richesse en acides gras insaturés et en stérols, elle apporte aussi les

vitamines A et E en particulier.
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Les graines sont séchées, écrasées ou moulues et ramassées avec de l’eau sucrée et

consommees en boulettes ou bien séchées et croquées telles quelles comme des cacahuétes.

1.5.3 Valeur agro-écologique

Il constitue une essence de reboisement dans les stations les plus séveres pour la lutte
contre la désertification. Comme il joue le réle de conservation des sols et il est utilisé aussi
pour la fixation des dunes comme brise-vents. Il constitue un porte-greffe par excellence du
pistachier vrai, plus résistant a I’asphyxie radiculaire que les autres espéces du genre Pistacia.
C’est une source d'énergie par utilisation de son bois pour la cuisine et le chauffage dans les
régions ou les conditions de vie sont particulierement pauvres. C’est une source d'ombre : les
animaux trouvent dans P. atlantica un bon refuge de la chaleur et irradiation solaire. L'arbre

est souvent le seul arbre dans la région.

1.5.4 Valeur fourrageére

De par ses feuilles, Pistacia atlantica présente un intérét pour les éleveurs nomades
puisque 1’arbre fournit un aliment appété par le bétail en période de disette, il procure jusqu’a

0,35 unités fourrageres.
1.6 Facteurs ayant contribué a la dégradation du pistachier de I’Atlas

En Algérie, si la régénération du Bétoum avait été protégée depuis longtemps, elle se serait
traduite par la constitution de populations plus homogénes, plus nombreuses (Monjauze,
1980) et plus productives. Le déclin du pistachier est di d'abord a des raisons économiques et
a des budgets investis trés limités dans la production, la régénération et I'entretien des
pistacherais naturelles des dayas.

Parmi les facteurs ayant contribué a la dégradation des pistacherais on peut citer :

- L'exploitation anarchique des pistachiers comme fourrage et bois de chauffage par les
bergers et les populations locales.

- le paturage empéchant la régenération naturelle et le développement des jeunes pousses.

- le réseau routier qui traverse les dayas de pistachier (ex: la plaine de Oussera "Djelfa")
(destruction de certaines d'individus).

- Mauvais etat sanitaire des arbres (attaque par le puceron doré provoquant des cloques ou des
galles au niveau des feuilles) (Belhadji, 1999).
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Chapitre II : Généralités sur les corps gras

11.1 Définition et origine

Les corps gras sont des aliments dont le pourcentage en lipides est trés élevé. lls
comprennent les huiles et les graisses d’origine végétale ou animales, les beurres et les
margarines ; les premieres sont composées uniquement de triglycérides et quelques
constituants mineurs, tandis que les beurres et les margarines sont des émulsions d’une phase
aqueuse dans une phase grasse douées de propriétés plastiques (Uzzan, 1992a, 1992b ;
Vierling, 2003).

La distinction entre huile et graisse repose sur le point de fusion. Les huiles sont fluides a
la temperature de 15°C tandis que les graisses sont solides ou concretes a la méme
température (Frenot et Vierling, 2001).

En alimentation, on distingue les corps gras visibles et les corps gras invisibles ou cachés.
Les corps gras « visibles », sont des matiéres grasses isolées du tissu adipeux des animaux
(saindoux, suifs), des graines oléagineuses (huile d’arachide, de tournesol et de colza), de
germe de graines (mais), de fruits oléagineux (olive, coprah, palme) ou du lait (beurre). Les
corps gras « invisibles », font partie intégrante du tissu que 1’on consomme : viandes,

poissons, fromages, noix (Tremoleires et al, 1980 ; Frenot et Vierling, 2001).
11.2 Classification des corps gras

Les huiles et graisses alimentaires sont habituellement subdivisées en ces principales
classes alimentaires.

o Classification selon leur origine

Tableau 1: Principales classes des huiles et graisses alimentaires (Karleskind,1992).

Huiles végetales fluides e Huiles d’arachides, de colza ,de germe de mais , de

tournesol, de soja , d’olive , de noix, de pépins de raisin.

Huiles veégetales concretes(ou e Coprah ( provoquant de la noix de coco) , huiles de palme

graisses) et de palmiste.

Huiles et graisses d’origine |e Saindoux (graisse de porc), suif (graisse de beeuf et de

animale terrestre mouton ), huile de cheval, graisse d’oie.
Huiles et graisses marines e Baleine, cachalot, poissons(sardine, hareng, morue....).
Corps gras élaborés e Beurres, margarines.
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o Classification selon leur composition en acides gras

Alais et al (2003), classent les corps gras comme suite :
v" Huiles saturées
- Huile de coprah 90% d’acides gras saturées
v Huiles riches en acides gras saturées et en acide oléique
- Huile d’arachide 19% saturés — 50% oléique
- Huile d’olive 14% saturés — 75%oléique
v" Huiles riches en acides gras poly insaturés
- Huile de carthame 75% (saturés 10%)
- Huile de noix 72% (saturés 10%)
- Huile de pépins de raisin 69% (saturés 13%)
- Huile de tournesol 66% (saturés 12%)
- Huile de soja 63% (saturés 13%)
v Huiles intermédiaires

- Nouvelle huile de colza (saturés 7%, oleique 60%, poly insatures 29%).
11.3 Propriétés des corps gras
11.3 Propriétés physiques

11.3.1.1 Etat naturel et aspect
On sait que les corps gras sont liquides ou solides a la température ambiante suivant leur

composition chimique.

11.3.1.2 Densité
C’est la masse de ’unité de volume exprimée en grammes par a la température T°.
La densité des huiles végétales varie de 0.915 a 0.964.

La densité des corps gras animaux varie de 0.866 a 0.933.

11.3.1.3 Le point de fusion et le point de solidification

IIs permettent d’apprécier le degré de pureté d’un corps gras.

11.3.1.4 Solubilité
Tous les acides gras dont le nombre de carbone est supérieur a 8 sont insolubles dans 1’eau,
et sont généralement solubles dans les solvants organiques tels que 1’éther, le chloroforme et

le benzene (Frenot et Vierling, 2001).
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11.3.1.5 La viscosité

La viscosité des acides gras et des triglycérides est liée a leurs structures a la longueur de la
chaine et a leur saturation. Elle augmente avec le poids moléculaire et diminue avec
I’augmentation de I’insaturation. La viscosité des huiles est relativement tres élevée. (Alton,
1992).

11.3.2 Propriétés chimiques

Les propriétés chimiques des glycérides dépendent essentiellement de celle des acides gras

qui les constituent.

11.3.2.1 Hydrolyse et saponification

L’hydrolyse des triglycérides libére un ou plusieurs AG. La réaction peut se faire par
’acide sulfurique ou par voie enzymatique. La saponification est une hydrolyse alcaline par
KOH ou NaOH.

Rj— COO— CHz CHo—Q[f Ri—COO-—Na
I

|
R;— COO— Cll'l + 3(OMyg+ Na%yg) — C!l-l— OH + R2—CO0O—Na
R3— COO— CH2 CHy— OoH R3—COO—Na

tl"lgl ycéricle h}'drnx}fde de sodium gl ycéml savon

11.3.2.2 Hydrogénation

En présence d’hydrogene et d’un catalyseur (nickel finement divisé), les doubles liaisons
des AG insaturés des Triacylglycérols sont saturés. Le point de fusion du produit et les huiles
deviennent solides (Chikhi et al., 2006).

11.3.2.3 Transestérification
La transestérification vise a modifier la structure glycéridique des matiéres grasses par

réarrangement intra- et intermoléculaire des AG sur le glycérol (Chikhi et al., 2006).
11.4 Composition des corps gras

Les corps gras qu’ils proviennent d’organismes animaux ou végétaux, correspondent a la
partie « graisses neutres » de la fraction lipidique totale. Les principaux constituants des corps

gras sont :

Page 10



Présentation bibliographique

11.4.1 Les triglycérides

Ces molécules résultent de 1’estérification d’une molécule de glycérol par trois molécules
d’acides gras. Si les trois molécules sont identiques, le triglycéride formé est homogene. Les

triglycérides hétérogénes contiennent deux ou trois acides gras différents (Brisson, 1982).

CH2-OH HOOCR; CH-O-COR;

HOH + HOOCR;/ > 3H.0 + CH-O-COR:
CH,-OH HOOCR, CH-O-COR3

Glycérol Acides gras Eau Triglycéride

Les acides gras (R1, R 2 et R3) peuvent étre identiques ou différents (Desagher, 1998).

11.4.1.1 Réles des triglycérides dans I'organisme
Un des roles principaux des triglycérides dans 1’organisme est de constituer une réserve

d’énergie (dans les tissus adipeux des animaux).
11.4.2 Les Acides gras

11.4.2.1 Définition

Les acides gras sont des acides carboxyliques a chaine carbonée, ce sont des constituants
des graisses et des lipides membranaires. Ces composés peuvent étre saturés, ou insaturés,
hydroxylés ou ramifiés (Weil ,1995).

La fonction acide carboxylique réagit avec les alcools et les amines pour former des esters
et des amides, c’est sous cette forme combinée qu’ils existent dans les aliments (Frenot et
Vierling, 2001). Les acides gras sont classés selon le nombre d’atome de carbone et

d’insaturation présents dans leur structure ce qui leurs conférent des propriétés différentes.

11.4.2.2 Principaux constituants
On peut classer les acides gras en trois grands groupes qui différent entres eux par la
longueur de la chaine carbonée consécutive et par le type de liaisons (simples ou doubles)

entre les atomes de carbone de cette chaine. Figure 4.
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Acide stéarique aucune double liaison « saturé » (C18 :0)

CH3

\/\/\/\/\/\/\/\/\ COOH

Acide oléique une double liaison mono insaturé « C18:1, ®9 »

b= 1O OO

CHS\/\/\/\/—\/\/\/\/i

Acide linoléique deux doubles liaisons « poly insaturés » (C18:2, ®6)

CEIZ

Acide a-linolénique trois doubles liaisons «poly insaturé » (18:3, ®3)
3 S b= COOE

CH3

Figure 4: Configuration des acides gras saturés et des trois différentes séries d’acides gras

insaturés.

11.4.2.2.1 Les acides gras saturés

IIs ont pour formule générale :
Dans les huiles les acides gras les plus fréquemment rencontrés sont 1’acide palmitique
(C16:0) et I’acide stéarique (C18: 0). Les acides gras saturés ayant un nombre de carbone
supérieur a 10 sont solides et assez stables a la température ambiante (Weil ,1995). La libre
rotation autour de chacune des liaisons carbonées rend ces molécules extrémement flexibles
(Siret, 2002).

11.4.2.2.1.1 Role et action des acides gras saturés dans ’organisme

Les AGS jouent un role physiologique :
* Ce sont les constituants des triglycérides de réserve, des glycérophospholipides et des
sphingolipides (structure des membranes, my¢éline...)

* [Is assurent également une part de I’apport énergétique.
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11.4.2.2.2 Les acides gras insaturés

De nombreux acides gras contiennent une ou plusieurs doubles liaisons, ils sont dits
insaturés (Siret, 2002). Au niveau d’une double liaison il manque deux atomes d’hydrogene
du méme c6té de la molécule, I’espace ainsi libéré crée un point de faiblesse dans la chaine

qui entraine une angulation (Karleskind, 1992).

11.4.2.2.2.1 Les acides gras mono insaturés

On parle d'acide gras mono-insaturé (monounsaturated fatty acids, MUFA) lorsqu'il n'y a
gu'une seule double liaison. Les acides gras mono-insaturés sont linéaires, avec deux chaines
de n et p CH2 de part et d'autre de la double liaison C=C, et une formule chimique de la forme
H3C — (CH2)n— HC=CH— (CH2)p— COOH ou n et p sont des nombres entiers positifs ou

nuls. L’acide oléique (18 :1n-9) est I’un des plus abondants.
11.4.2.2.2.1.1 Effets des acides gras mono insaturés sur I’organisme

= Les acides gras (mono-insaturés) ont une influence sur le taux de cholestérol sanguin.
On considere comme des éléments protecteurs des maladies cardio-vasculaires. En
effet, ils sont reconnus pour abaisser le mauvais cholestérol (cholestérol LDL) et pour
augmenter le bon cholestérol (cholestérol HDL).

= |Is sont une source d’énergie.

11.4.2.2.2.2 Les acides gras polyinsatureés

Ce sont des acides qui contiennent plusieurs instaurations, et qui se distinguent les uns des
autres par le nombre et la position de I’insaturation. Il existe deux familles d'acides gras
polyinsaturés essentiels, nommés n-3 (ou oméga-3) et n-6 (ou oméga-6) par apport a la
position de la derniére double liaison et a C terminale. Deux acides gras sont a I'origine de ces
familles. 11 s’agit de l'acide a-linolénique, le précurseur des oméga-3, et I'acide linoléique, qui
est le précurseur de la famille des oméga-6(figure 5).

Ces deux acides gras sont indispensables car ils ne sont pas synthétisables par I'organisme.

Seule I'alimentation peut nous les fournir.
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[Acid

C18:3 {n-3) ALA
4, Ac. adinclénigue

C18:4 {n-3)
i
C20:4 {n-3)

i

CZ0:5 (n-3) EPA
‘l" Ac, &lcosapentagnoigue
C22:5 {n-3)
1
CZ4:6 {n-3)
{

C22:3 (n-3) DHA
Ar. Docosahézinolgque

s Gras Polyinsaturés |

C18:2 (n-6) LA
l, Ac.lincléique

C18:3 (n-6) CLA

I_ Ac.ydinonénigque
C20:2 [n-6)

_l' Bc. DThomo-y-linonénique
C20:49 (n-6)] AR

‘I’ Ac, arachidonigue

C22:4 (n-B)
1 Ac. docosatitradnolgue
C24:5 (n-6)
+
C22:5 (n-E)
Ar. docosapentaénoigue

Figure 5 : Métabolisme des acides gras polyinsaturés des séries oméga-3(n-3) et oméga-6(n-6)

(Solinas,1992).

11.4.2.2.2.2.1 Roles des acides gras polyinsaturés (Notion d’acides gras essentiels AGE)

dans I’organisme

Les acides gras polyinsaturés participent a un grand nombre de fonctions biologiques :

v

AN N NN

Source d'énergie.

Constituants fondamentaux des phospholipides des membranes cellulaires.

Précurseurs de molécules régulant les fonctions cellulaires telles que.

Les prostaglandines et les fonctions reproductrices.

Les thromboxanes et les fonctions plaquettaires.

Régulation de I'expression de génes impliqués dans leur propre transport et leur

métabolisme.

Les oméga-3 ont de plus des fonctions spécifiques dans le développement et la physiologie

de la rétine, du cerveau et du systeme nerveux. lls semblent étre protecteurs vis-a-vis des

maladies cardio-vasculaires et ils permettraient de diminuer un certain nombre de facteurs de

risques liés a ces maladies. Ainsi, 'acide a-linolénique inhiberait I'agrégation plaquettaire

induite par la thrombine. L'EPA et le DHA agiraient sur l'agrégation au collagéne et

diminueraient le taux de triglycérides sanguins. Les AGPI a longue chaine semblent
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également protecteurs vis-a-vis de différents cancers. lls sont considérés comme inhibiteurs

de la croissance tumorale (Pasman et al ,2008 ; Hughes et al ,2008).

11.2.2.2.3 Les acides gras insaturés non usuels

Certaines classes de plantes, d’invertébrés marins, insectes contiennent des acides gras
polyméthyléne insaturés non usuels et particulierement les acides delta5-oléfiniques qui sont
des composés caractéristiques et systématiques des huiles de graines gymnospermes. Dans les
graines des coniféres 1’ensemble de ces acides gras non usuels peuvent étre présents,

dépendamment de la famille botanique considérée (Asset et al, 2002).

11.4.2.3 Besoins et apports recommandés en acides gras

Comme pour tout nutriment, des apports excessifs en lipides peuvent étre néfastes pour la
santé. La part recommandée des lipides dans I'apport énergétique est de 35 a 40 %. Cette
fourchette permet d'assurer la couverture des besoins en acides gras essentiels et
indispensables et prend en compte la prévention des pathologies. La limite haute de cette
fourchette est dépassée en France par environ 43 % des adultes et 34 % des enfants.

Il est également important de s'intéresser a la qualité des acides gras apportés par
I'alimentation car tous ne sont pas équivalents. Ainsi, des ANC ont été proposes pour les
acides gras indispensables (LA, ALA, DHA), I’EPA, les trois acides gras saturés athérogenes
en cas d’exces, et I’acide oléique. Une recommandation a également été faite pour I’ensemble
des acides gras saturés, bien qu’ils n’aient pas tous les mémes effets physiologiques.

» Recommandations en acides gras pour I’adulte consommant 2000 kcal par jour :

Les valeurs sont exprimées, excepté pour ’EPA et le DHA, en pourcentage de I’apport
énergétique sans alcool, que 1’on appellera « apport énergétique » (AE), par souci de
simplification. Dans le cas du DHA et de I’EPA, les valeurs sont exprimées en milligrammes

dans la mesure ou les études disponibles ont utilisé cette unité (ANSES).
11.4.3 Les constituants mineurs

11.4.3.1 L’insaponifiable
C’est I’ensemble des composé€s qui ne sont pas esters, mais tous autres produits de
constitution plus ou moins complexe. La teneur des corps gras en ces produits est

généralement trés faible, trés inférieure a 1% (Roger, 1974).
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11.4.3.1.1 Les tocophérols

11.4.3.1.1.1 Définition

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols, nom proposé pour la premiére fois
en 1936 par Evans et collaborateurs (1936). Le terme « tocophérol » recouvre en fait plusieurs
composés (a-tocophérol, Btocophérol, y-tocophérol). Présents dans les huiles végétales
alimentaires, ils assurent la protection vis-a-vis de I'oxydation (antioxygénes). L'a-tocophérol
est la vitamine E. Parmi les huiles végétales, les huiles riches en acides gras polyinsaturés
(mais, colza, tournesol, soja) sont celles qui sont susceptibles d'apporter le plus de tocophérols

totaux. Les corps gras animaux aux ne renferment pas de tocophérols. (Wolff, 1968).

11.3.1.1.2 Structure

Les tocophérols sont des substances constituées par un noyau commun hydroxychromane
et une chaine latérale saturée phytyle a 16 carbones. Le nombre et la position des
groupements méthyle sur le noyau hydroxychromane définissent les différentes formes de
tocophérols et tocotriénols. La forme la plus active est I’a-tocophérol que 1’on rencontre le
plus fréquemment dans la nature. Les B et y tocophérols ont une activité vitaminique réduite
(respectivement 40 et 15 % environ de I’activité de la forme a, alors que la forme & est
pratiquement inactive. Les tocotriénols se distinguent des tocophérols par la présence de trois
doubles liaisons sur la chaine latérale .Deux de ces produits possedent également une certaine
activité vitaminique: environ 20% pour 1’a-tocotriénol et 5% pour le p-tocotrienol. Les autres

sont inactifs (figure 6).

* Chiral centre

R;=R;=CHas: a-Tocopherol
R;=CH3, Ro=H: B-Tocopherol
Ri=H,Ra>= CHas: y-Tocopherol
R;= R=H=: 3-Tocopherol

Figure 6 : Structure des tocophérols (Soulier et al, 1992).

11.4.3.1.1.3 Propriétés physico chimiques des tocophérols

A la température ambiante, les tocophérols se présentent sous la forme d’une huile
visqueuse de coloration jaune pale. Ils sont insolubles dans I’eau, trés solubles dans les
graisses, les huiles et les solvants organiques (éthers, acétone, chloroforme, méthanol, alcools

méthyliques et éthyliques).
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Ils sont peu sensibles & la chaleur, a la lumiére et aux acides, mais trés sensibles a
I’oxydation et aux bases. Les esters de tocophérols et notamment 1’acétate de dl-a-tocophérol

sont relativement stables (Claude, 2003).

11.4.3.1.1.4 Sources de Vitamine E

Les sources alimentaires les plus riches en vitamine E sont les céréales (seigle, blé, avoine,
etc.) (Surai, 2002) dont leurs germes, les fruits (bananes, fraise, melon, etc.), la plupart
d’oléagineux, dont leurs huiles (tournesol, soja, mais, olive, arachide, etc.). On trouve de la
vitamine E dans les légumes (salade, épinard, chou, poireau), dans la graisse animale ainsi

que dans le lait, le beurre et le fromage et également dans le poisson (Cuvelier et al, 2003).

11.4.3.1.1.5 Carences en vitamine E

Il n'y a guere de symptdémes spécifiques de la carence en vitamine E dans l'espece
humaine. Dans certaines circonstances particulieres, des troubles neurologiques et
musculaires liés a une carence ont été décrits. Chez les prématurés la déficience en vitamine E

peut étre a I'origine d'une anémie hémolytique et augmenterait le risque d'atteinte rétinienne.

11.4.3.1.1.6 Besoins et recommandations

Les quantités d’alpha-tocophérol sont exprimés en unités internationales (Ul) et en
milligrammes (mg) de RRR-alpha-tocopherol (également appelé vitamine E naturelle ou d-
alpha-tocophérol), la forme de vitamine E présente dans les aliments.

11.4.3.1.1.7 Réle de la vitamine E
o Vitamine E et activité anti oxydative

La vitamine E est un antioxydant majeur au sein des membranes cellulaires et des
lipoprotéines plasmatiques. Elle inhibe le phénomene de peroxydation lipidique en piégeant
les radicaux libres générés lors du processus oxydatif (Sies et al., 1992). L'oxydation de l'a-
tocophérol conduit a un radical tocophéryl relativement stable du fait du noyau chromanol. La
vitamine E peut étre secondairement régénérée en présence de vitamine C ou d'autres
réducteurs.

o Vitamine E et activité anti-inflammatoire

La vitamine E, piégeant les radicaux libres, inhibe le mécanisme de peroxydation des
lipides qui aboutit a la formation de prostaglandines, médiateurs physiologiques de

I'inflammation. De nombreuses études pharmacologiques ont prouvé cette activité anti-
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inflammatoire par voie topique, en montrant que la vitamine E diminuait les érythémes et les
cedémes.

La vitamine E a donc une action sur les coups de soleil, une fois formés. L'effet anti-
inflammatoire de la vitamine E est également initié par d'autres mécanismes comme
I'inhibition de la libération d'histamine et la stabilisation des membranes lysosomiales.

En effet, les lysosomes, riches en lipides insaturés, sont tres sensibles a la peroxydation: la
vitamine E prévient leur rupture et empéche ainsi la libération d'enzymes et de médiateurs pro
inflammatoires.

o Vitamine E et cancer

Compte tenu du rdle procarcinogene probable des peroxydes lipidiques, et des possibilités
de mutations de I'ADN suite a la peroxydation des bases nucléiques (Pré, 1993), I’effet
protecteur de la vitamine E semble non négligeable.

En 2002, la société américaine du cancer publiait les résultats d’une étude de longue
haleine comptant prés d’un million de participants adultes aux Etats-Unis chez qui on a voulu
évaluer les effets d’une prise réguliére de suppléments de vitamine C et de vitamine E sur le
taux de mortalité par cancers de la vessie a révélé que les sujets ayant consommé des
suppléments de vitamine E sur plus de 10 ans étaient effectivement moins a risque (Jacobs et
al., 2002).

o Vitamine E et fonction immunitaire

Des nombreuses études expérimentales suggérent que la vitamine E joue un role dans la
modulation de la réponse immunitaire. Un statut marginal en vitamine E a été trouve associe a
une plus grande fréquence de maladies infectieuses (Chavance et Coll, 1989) et de cancers
(Woodson et al., 1999). La supplémentation en vitamine E a permis d’améliorer la réponse
immunitaire chez I’homme et le rat agés (Pallast et al, 1999).

La vitamine E diminue I’activité suppressive des lymphocytes T et augmente la sécrétion
L’interleukine 2 chez la souris infectée par le virus de I'immunodéficience murine (Wang et
al., 1994). Certaines preuves indiquent la possibilité d’un effet bénéfique de la vitamine E et
d’autres micronutriments sur la progression de I’infection a VIH et sur les symptomes
cliniques du SIDA (Tang et al., 1997).

o Vitamine E et athérosclérose

L'événement initial de I'athérosclérose est une lésion ou une stimulation de I'endothélium

artériel. L'augmentation de la perméabilité endothéliale favorise la pénétration des LDL
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circulantes dans l'intima. A ce niveau, les LDL sont modifiées par peroxydation avec
apparition de produits de peroxydation des lipides, fragmentation de I’Apo B et hydrolyse
partielle de la phosphatidylcholine en lysophosphatidylcholine; ces modifications ont pour
conséquence la perte de reconnaissance par le récepteur Apo B/E et la reconnaissance des
LDL oxydés par un récepteur "scavenger” non régulé des macrophages. L'accumulation de
lipides dans ces cellules entraine leur dégénérescence en cellules dites spumeuses a l'origine
de la plaque d'athérome. Ces derniéres, par les médiateurs qu'elles produisent, vont initier des
modifications de I'intima des vaisseaux et entretenir les processus précédents.

La vitamine E des HDL et LDL prévient lI'oxydation des lipoprotéines et s‘oppose au
développement de la plaque d'athérome par son effet inhibiteur de la production et de la
libération de radicaux libres oxygénes par les macrophages et les polynucléaires actives, et
par son action sur le métabolisme de I'acide arachidonique.

L'importance de a-tocophérol est appuyée par I'existence d'une corrélation inverse entre
vitamine E et mortalité par maladie coronarienne, et par la diminution du risque
cardiovasculaire lors d'une supplémentation en cette vitamine (Cogny et al., 1994).

o Vitamine E et Propriétés hydratantes

Les propriétés antirides de la vitamine E sont une conséquence de ses propriétés
hydratantes. En augmentant la capacité de rétention d'eau de la peau, la vitamine E améliore
son aspect de surface et diminue I'amplitude des rides ; la peau devient plus souple et plus
douce.

o Vitamine E et amélioration de la microcirculation cutanée

La stabilisation des membranes par la vitamine E, en particulier au niveau vasculaire,
améliore la microcirculation cutanée, en facilitant les mouvements des vaisseaux. Ceci permet
un apport de nutriments augmenté au niveau de la peau et une meilleure évacuation des
déchets. Les effets de la vitamine E sur la croissance des cheveux peuvent étre attribués a

cette action d’accroissement de la microcirculation locale au niveau du bulbe pileux.
11.4.3.1.2 Les stérols

11.4.3.1.2.1 Définition
Les stérols sont des stéroides comprenant au moins un groupement hydroxyle "OH" dans
la plupart des cas sur la carbone 3 (Naudet, 1992) . Selon I’origine biologique (Gaignaut et

al., 1989) on peut classer les stérols en quatre répartitions, les stérols animaux (Zoo sterols),
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stérols végétales (Phytostérols), stérols des champignons inférieurs (Mycostérols) et les
stérols des algues.

11.4.3.1.2.2 Structure

Les stérols sont des molécules lipidiques possédant une structure tétracyclique, un
groupement hydroxyle sur le troisieme carbone (Figure. A) et une chaine aliphatique sur le
17iéme carbone (Figure. B). La structure des stérols varie essentiellement au niveau de la
nature de la chaine aliphatique en C17 (nombre de carbone, alkylation et insaturation) ainsi
qu’au niveau de la position et du nombre d’insaturation sur les cycles. La structure chimique
de deux stérols majeurs, le sitostérol ou phytostérol (stérol de plantes) et I’ergostérol (stérol

de champignons), sont illustrés sur la figure (C et D).

A. Noyau tétracyclique représentant la base de la structure d’un stérol.

B. Numeérotation des carbones sur une molécule de cholestérols, le groupement OH est porté
par le carbone 3, I’insaturation par les carbones 5 et 6 et la ramification par le carbone 17.

C. phytostérol.

D. Ergostérol.

11.4.3.1.2.3 Apports recommandés en phytostérols
Ces composés sont naturellement présents dans les huiles (de 0,1 a 0,5%) et les aliments

d'origine végétale. L apport journalier a été estimé a 0,5 g/j, mais les données de composition
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sont fragmentaires. Ces stérols végétaux sont recherchés pour leurs propriétés
hypocholestérolémiantes. Toutefois, cet effet hypocholestérolémiant n’est observé que pour

des consommations journalieres comprises entre 2 et 3 g/j.

11.4.3.1.2.4 Le role des phytostérols dans I’organisme

Les phytostérols inhibent 1’absorption digestive du cholestérol et accélerent I’efflux de
cholestérol hors des entérocytes vers la lumiére intestinale (Lecerf, 2007; Ostlund et Lin,
2006). En I’an 2000, aux Etats-Unis, la « Food and Drug Administration » a reconnu
officiellement que les produits contenant des phytostérols diminuent les risques de maladies
cardiovasculaires s’ils sont associés a une alimentation pauvre en graisses saturées et en
cholestérol.

On les retrouve également dans des aliments comme les germes de blé ou de soja, les
huiles végétales comestibles telles que 1’huile de graine de tournesol ou de mais. La fonction
des stérols dans les plantes est identique a celle du cholestérol chez I’lhomme: maintenir la
structure et la fonction de la membrane cellulaire.

Le B-sitostérol a fait I’objet de nombreuses études pharmacologiques qui ont montré qu’il
possede des propriétés anti-inflammatoire, antipyrétique, antinéoplasique, des propriétés
immunomodulatrices, et antimutagénique (Ostlund et Lin, 2006).

D’autres travaux, notamment sur 1’homme, ont montré des effets prometteurs sur la
normalisation du fonctionnement des cellules lymphocytaires T, impliquées dans la
diminution des réactions auto-immunes, ainsi qu’au niveau de la normalisation de 1’équilibre
DHEA/Cortisol. Le béta sitostérol, seul ou en association avec d’autres phytostérols, diminue
les niveaux sanguins de cholestérol.

Enfin, plusieurs études montrent I’intérét du B-sitostérol dans le traitement de I’hyperplasie
de la prostate. Il a ét¢ également montré qu’il possede des propriétés antioxydantes, diminuant
la production macrophagique des anions superoxyde (02™) et du peroxyde d'hydrogéne (H20x)
(Moreno, 2003).

11.4.3.1.3 Les caroténoides

11.4.3.1.3.1 Définition et structure
Les caroténoides ce sont des hydrocarbures fortement insaturés, de couleur jaune a
I’orange (Alais et al, 2003). Ils comprennent les carotenes et les xanthophylles. Les

principaux caroténes rencontrés dans les huiles végétales sont les B caroténes, mais on les
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trouve également chez les animaux, car la demi-molécule oxydée de a, B, et y caroténe est la
vitamine A. (Alais et Linden, 1997).

Les carotenoides dérivent chimiquement d'une structure de base formée par I'enchainement
linéaire de huit unités isopréniques, associées en deux groupes de quatre unités
(géranylgeéranyl) téte-béche. Cette structure de base, linéaire () avec de nombreuses doubles
liaisons conjuguées, est le lycopéne (figure 7) et tous les autres caroténoides en dérivent par

cyclisation, déshydrogénation et oxydation.

Lycopéne (y, y-carcténe)
C40HS6, PM = 536
Cydisation

B-carcténe (B, P-caroténe)
C40H56, PM =536

Figure 7 : Représentation schématique du lycopene, caroténoide linéaire. Par cyclisation des

extrémités, on obtient la structure du b-caroténe.

La nomenclature [1] fait appel :

-pour les caroténes : au terme caroténe précédé de deux lettres grecques identifiant les types
de cycles (définis par la position de la double liaison), présents au deux extrémités de la
molécule (17)(figure 8);

17 16 17 16
17 18
e _~HR 6 _~F
3 R 2 2
1 S 3 3
16 2 4 =] 5 5
a 18 4 18
Y B €

Figure 8 : Représentation des cycles terminaux qui different par la position de leur double

liaison. Ils sont obtenus par cyclisation du lycopéne.
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-pour les xanthophylles : a la numérotation par préfixe ou suffixe des fonctions oxygénées
accompagnées du numéro du carbone porteur de la fonction, conformément a la nomenclature
de chimie organique et a la numérotation des carbones illustrée dans la 19.

Les dérivés de caroténoides, a moins de 40 carbones, s'appellent apocaroténoides quand les
carbones manquants appartiennent aux extrémités de la molécule, ou norcaroténoides quand

les carbones manquants sont au centre de la molécule.

11.4.3.1.3.2 Les sources et les apports recommandés en caroténoides

80 % des apports en caroténoides sont représentés par le béta-carotene, la lutéine et le
lycopene. Si les apports journaliers recommandés en caroténoides ne sont pas encore
déterminés, certaines études évaluent a 6 mg l'apport quotidien nécessaire de béta-carotene,
alors que notre alimentation actuelle en fournit seulement 1,5 mg. On trouve le béta-caroténe
essentiellement dans la carotte, I’abricot, le melon, les 1égumes verts et la citrouille.

En ce qui concerne ’apport nutritionnel en lutéine, il serait en France de 2,5 mg par jour,
alors qu’il devrait s’élever a 6 mg. On trouve la lutéine, comme la zéaxanthine,
essentiellement dans les épinards, le chou vert, le persil, les brocolis, la salade, les petits pois,
les haricots verts, les choux de Bruxelles et le mais.

La tomate, le melon d’eau, le pamplemousse et la papaye constituent, quant a eux, les
principales sources de lycopéne. Les apports conseillés en vitamine A sont de 800 ER
(équivalent rétinol : 6u de béta-caroteéne présentent la méme activité vitaminique que 1pg de
rétinol, soit 1p de ER). La vitamine A est fortement présente dans 1’huile de foie de morue, le
foie, le foie gras, les poissons gras, le beurre, le jaune d’ceuf, les rognons, les fromages, les
carottes, le cerfeuil, les abricots, les épinards, le potiron, la mache, le poivron rouge, la

tomate, 1’asperge, le melon, la mangue, la papaye, les pruneaux secs...

11.4.3.1.3.3 Roles des caroténoides dans I’organisme
o Le p-carotene : Présent notamment dans les carottes et le persil, il est particulierement
important pour l'organisme car c'est un précurseur de la vitamine A. Il permet de couvrir

environ 40% des besoins en vitamine A dans les pays industrialisés.

o Le lycopéne : Colorant des tomates, le lycopéne protégé la peau des rayons
ultraviolets. Plusieurs études ont montré que le lycopéne pouvait réduire certains facteurs de

risque d'athérosclérose et de cancers.

o La lutéine : Tres riche dans le cresson, les épinards, les poivrons, la lutéine se

concentre dans I'organisme surtout au niveau de la rétine et du cristallin. Elle y joue un role
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protecteur vis-a-vis du stress oxydant et des ultraviolets. Elle aiderait & prévenir les maladies
dégénératives des yeux. (Favier ,1997).

11.4.3.1.4 Les chlorophylles

11.4.3.1.4.1 Définition et structure

Ce sont les pigments verts des végétaux, elles jouent un réle fondamental dans la
photosynthése. Elles sont liposolubles notamment du fait de la présence de la chaine phytyle
(Tremolieres et al., 1980). 11 existe trois molécules de chlorophylle : a ou a
(C55H72MgN405), b ou B (C55H70MgN406), d ou (C54H70MgN406)

HaC
CH;5
a X:CH=CHs Y:CHs
b X CH=CH; Y CHO
d X CHO ¥: CHs
HEC"" ) - CHE,.
CHa CH- CHa Dﬁ_";_.-' %
Y
HLC = hﬂ'/‘go OCH,
z

11.4.3.1.4.2 Réle des chlorophylles

Les chlorophylles sont au cceur de la machinerie que les plantes vertes et certaines
bactéries ont inventée pour s’alimenter en utilisant le soleil comme source d’énergie, le
dioxyde de carbone comme source de carbone et I’eau. Dans cette réaction chimique, la plus
importante de la biosphere, le gaz carbonique de I’atmosphére est transformé par

photosynthése en glucose et du dioxygene est dégagé.

11.4.3.1.5 Les hydrocarbures
Ce sont des paraffines de 11 a 35 atomes de carbone, se trouvent a I’état de trace dans

I’huile (Francgois ,1974) .

11.4.3.1.6 Les alcools Triterpeniques

Les alcools triterpéniques sont des composés provenant de la polycyclisation, selon divers
modes, du squaléne, hydrocarbure a 30 atomes de carbone. Ainsi, on distingue les alcools
triterpéniques comportant 3 cycles hexagonaux et un cycle pentagonal et les alcools
triterpéniques pentacycliques spécifiques des végétaux (comportant 4 cycles hexagonaux et
un cycle pentagonal ou hexagonal).
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Dans le regne végétal, les alcools triterpéniques les plus rencontrés sont le cycloarténol, le
24-méthylénecycloartanol, les aet B amyrines et 1'érythrodiol. Les alcools triterpéniques sont
trés intéressants, principalement en raison de leur activité anti-inflammatoire. Mais ils sont
aussi utilises en raison de leur activité cytostatique sur les cellules cancéreuses, ou en vertu de
leurs propriétés en urologie, en neurologie, en cosmétique ou encore pour leur action

antibactérienne.

11.4.3.2 Les phospholipides

Une molécule de phospholipide est construite a partir de quatre constituants : des acides
gras, une plate-forme a laquelle sont fixés les acides gras, un phosphate et un alcool lié au
phosphate (figure 9). La plate-forme sur laquelle les phospholipides construits peut étre le
glycérol, alcool a trois carbones, ou la sphingosine, alcool plus complexe (Stryer et al.,
2003).

Acide y

gras =

h

- (‘

Acide =

gras =
O — Phosphate  ——  Ajcool

Figure 9 : Structure des phospholipides (Stryer et al., 2003).

11.4.3.2.1 Rdles des phospholipides

Les phospholipides sont des esters du glycérol dont les positions sn-1 et sn-2 sont
estérifiées par des AG et la fonction alcool en sn-3 est naturellement estérifiée par un acide
phosphorique lui-méme associé a un sucre (inositol) ou une amine (choline, éthanolamine,
sérine). En raison de leur polarité (hydrophilie liée a la fonction aminée et hydrophobie liee
aux AG), les phospholipides jouent un r6le majeur de constituant des interfaces
membranaires, de transporteur d’AG et d’émulsifiant. Ces propriétés émulsifiantes sont

largement utilisées en technologie alimentaire.
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11.4.3.3 Les cires

Les cires naturelles sont des esters d’acides gras et de monoalcool aliphatique (alcools gras
principalement et parfois alcool a méthylique). Les cires sont présentes aussi bien dans les
lipides animaux que dans les lipides végétaux.

Chez les animaux elles sont surtout abondantes chez les animaux marins supérieurs
(ceétaces en particulier) ou elles peuvent former de véritable déep6t et chez les poissons.

Chez les vegétaux les cires contribuent a la formation des pellicules protectrices des
graines et des fruits, elles peuvent également s’accumuler dans certains tissus (Naudet et al .
1992).

La formule générale des cires est :

~Z
CHis (CH2)) N C—0O-CHz—(CH2)n—CHa3

Figure 10 : Structure du Palmitate de cétyle (Weil et al, 2001).
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Chapitre III : Généralités sur les polyphénols

I11.1 Présentation général sur les polyphénols

Les polyphénols dénommeés aussi composes phénoliques, sont des molécules spécifiques
du régne végétal et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire.

On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits, ces substances jouent un
role majeur dans les interactions de la plante avec son environnement. Contribuant ainsi a la
survie de 1’organisme dans son écosystéme. Le terme « phénol » englobe approximativement
10000 composés naturels identifiés.

Les polyphénols sont un trés vaste groupe de substances dont 1’élément structural commun
c’est la présence d’au moins : un Noyau Aromatique lié & un groupement Hydroxyle (libre

ou engage). (Figure 11).

OH

Figure 11 : Structure du noyau phénol.
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111.2 La biosynthése des polyphénols

A. La voie de Shikimate

C’est souvent la voie de biosynthese des composés aromatiques, elle joue un réle critique

pour contréler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide (Kening et al, 1995).

CooH
B0 CO0H CHO CO0H
| . H——0OCH H —
CH2 H
5| OH = H—
Acide
Phosphoenni CH2OE H— OH
PyTLIViqUe H—]
(PEF ) Erythroge 4 P OH
Ackde 3 déhydroquinique  Acide 3 déhydro
CHzoP {OHO} shikimlque (OHS )
Aclde 3 désoxy D arablno
hepllosiqua 7 P (DHAF )
COOH P COOH COnH
C'.I-IIE Ea—
' O/\
O/\EQC,H coon O OH o]
OH OH OH
Acide choramique 5-Enclpyrvylshikimate 3 P Shiklmate 3 P Aclde shikimique
A (EFSF)
COOH
MHZ
H
CoOOH
- f"" L-Fhénylatanine
CooH
-
— MHZ2
T
OH T

Aclde préphénique

L-Tyrosine

Figure 12 : La voie de Shikimate (Floss, 1997).
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B. La voie de I’Acétate/Malonate

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine (Phe) qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide

salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymere le plus
important apres la cellulose (figure 13).

MH2 0O
Flavonoides
OH Iscflavonoides
Anthocyanines

Phenylalanine Slilbanes

Acide salyciique
PALl

&

OH

Acide cinnamique

CdH
o NN meeee +~ p Hydroxyphenyl ignina
oH SCaA

Acide p coumarique p Coumarayl CoA
o
7
SCoA
Caffeayl CoA
----- + Guaiacyl ignine
SCoA
Al:wda ferulique
— e OH— W e T &)
OH ,!
|
MeD"  Acide 5 hydroxy férulique 5 Hydroxy faruloyl CoA :
i
MaO i‘
Syringyl lignine
oH oM
hMed
e Acide sinapique

Figure 13 : La voie de phénylpropanoide (Hoffmann et al, 2004).
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C. La voie de biosynthése des flavonoides

7.4, 6, &' {etrahydioey chaksane
lchahune Bormérase
||

Flavona synihase

=

Flavanans : Mamgentne
I 25 } Nevanone & Myl deooe

OH
Flavonel synihage

Dihydrofavenal: (2R, 3Ry dihydrakaenplerel Flavaned @ Faempléned

lnihydmmmld réduciaze

OH
o o6 ©
oH
GH
OH ©OH
Flavan 3, 4 disd ! Leucnanthacyanidal Flavan 3 al
oH
30 brasmid o ! * @
gy cxayl raga : |
=1l
| ]
Aracyaradal Palargonidel Anthacyanagida | Pelargenadal 3 O ghusaskde

Figure 14 : La voie de biosynthése des flavonoides (Winkel-Shirley, 2001; Subamanian et
al, 2007).
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111.3 Principales classes des polyphénols

111.3.1 Les acides phénoliques simples

A. Acides hydroxybenzoiques

Sont des dérivés de I'acide benzoique.

Ont une structure générale de base de type (C6-C1).

Existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides.

Les acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau 2.

Tableau 2: Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
R? - H OH H Acide p hydroxy benzoique
H OH OH H Acide protocatechique
R3 COOH H | OCHs | OH H Acide vanillique
H OH OH OH Acide gallique
R4 H | OCHs | OH | OCHs Acide syringique
OH H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

B. Acides hydroxycinnamiques

Dérivent de l'acide cinnamique.

v
v" Ont une structure générale de base de type (C6-C3).
v

Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques.

v' Les degrés d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent a une

Réactivité chimigque importante de ces molécules, le tableau 3 représente les principaux

acides hydroxycinamiques.
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Tableau 3: Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
R OOH H OH H Acide p-coumarique
f]/v OH OH H Acide caféique
" I; OCH:; | OH | H Acide férulique
OCHs | OH | OCHs Acide sinapique

C. Coumarines

v" Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la
chaine latérale.

v Les coumarines ont fréquemment un réle écologique ou biologique.

Tableau 4: Principaux types de coumarines (Macheix et al, 2005 ;2006).

Structure R6 R7 R8 Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol
RE’\I;:;T /ﬁ OH OH H Aescultol
ar I‘?::'ﬁr\bx C=o OCH3 OH H Scopolétol
RS OCH3 OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol

111.3.2 Les flavonoides

111.3.2.1 Généralités

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a
été plutdt prété du flavus ; (flavus=jaune) (Karaali et al, 2004 ; Malesev et Kunti¢, 2007).
Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E.Chervreul en 1814, mais ont été réellement
découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyui, désignés sous le nom de vitamine P, en
raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette

dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne

Page 32




Présentation bibliographique

correspondaient pas a la définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances
appartiennent aux flavonoides (Nijveldt et al, 2001).

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célébre "french
paradox" correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les habitants
des régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise
importante de graisses saturées (Ghedira, 2005; Malesev et Kunti¢, 2007). Pres de 4000

flavonoides ont été décrits (Medié-Sarié et al, 2004).

111.3.2.2 Structure

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui
sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C) (W- Erdman et
al, 2007). Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-
C6 (Emerenciano et al, 2007) en formant une structure de type diphényle propane dont des
groupements hydroxyles, oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les

noyaux de cette molécule (Narayana, 2001; Malesev et Kunti¢, 2007).
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111.3.2.3 Classification
Tableau 5: Principales classes des flavonoides (Narayana et al, 2001; W- Erdman et al,

2007).
Classes Structures chimiques R3'| R4" | RY Exemples
Flavones . H OH Apigénine
. it OH | OH H Lutéoline
\@:@ == [OH | OCH3 Diosmétine
1)
Flavonols R3 H OH Kaempférol
on @) ~" [oH [oH Quercétine
L == ['OH [OH | OH | Myrecétine
OH
OH =
Flavanols R3 OH | OH H Catéchine
Flavanones H OH H Naringénine
OH | OH Eriodictyol
Anthocyanidines R H |OH Pelargonidine
bt —
" © OH | OH H Cyanidine
OH © ] Yy
- == |OH | OH OH | Delphénidine
OH
OH
Isoflavones R5 | R7 R4
OH | OH OH | Genisteine
H O-Glu | OH | Daidezine
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111.4 Intéréts des polyphénols

Pour les nutritionnistes, I'intérét des polyphénols a pris de I'ampleur depuis que certaines
de ces substances se voient attribuer un certain nombre d'activités bénéfiques que ce soit pour
les plantes (sources de ces polyphénols) que pour I'homme (consommateur de ces

polyphénols).

111.4.1 Vis-a-vis des plantes

Les travaux plus anciens ont montré que les polyphénols seraient associés a de nombreux
processus physiologiques : croissance cellulaire, différenciation organogene, dormance des
bourgeons, floraison et tubérisation (Parr et Bolwell, 2000).

Les polyphénols et en particulier les anthocyanes et certains flavonoides interviennent dans
la qualité alimentaire des fruits et participent a la coloration des fruits mdrs. Ces composés
déterminent également la saveur des fruits: les tannins sont a I’origine de la sensation
d’astringence des fruits non mars (Talcott et Howard, 1999).

Les flavanones sont responsables de I’amertume des citrus et peuvent donner naissance,
par transformation chimique, a des dihydrochalcones a saveur sucrée (Hollman et al., 1996).

D’autres composés phénoliques sont impliqués lorsque la plante est soumise a des
blessures mécaniques. De plus, la capacité d’une espéce végétale a résister a I’attaque des
insectes et des microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques.

Par ailleurs, certains polyphénols responsables de la coloration et I’odeur des fleurs
représentent des signaux visuels ainsi que sensoriels qui attirent les insectes pollinisateurs
(Robards et al., 1999).

111.4.2 Vis-a-vis de I'homme

La consommation d’aliments riches en polyphénols réduit le développement de
nombreuses pathologies, telles que le cancer, I’ischémie cardiaque, 1’athérosclérose et
I’hypertension (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Ces composés montrent des activités anticancéreuses, antivirales, antibactériennes.
antiallergique,  antiathérogéne, antioxydant, anti-inflammatoire,  antithrombotiques,

cardioprotecteur et les effets vasodilatateurs (Falleh et al., 2008).
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Tableau 6: Composés phénoliques et leurs propriétés.

Classes de Activités Références
polyphénols
Acide Anti carcinogenes — Antimutagenes | Ferguson ; 2001 , Sarni-Manchado et
phénoliques | Anti oxydants. Chenyier ; 2006 , Atmani et al., 2009
Flavonoides | Anti carcinogenes Anti mutagenes. | Ferguson ; 2001
Anti oxydants. Alothane et al., 2009
Anti microbienne. Ulanowska et al., 2006
Anti fongique. Ortuno et al., 2006
Anthocyanes | Anti oxydants. Sarni-Manchado et Chenyier ; 2006

Ferguson ; 2001

Tanins Anti oxydants - Anti tumoral Mousavinejade et al., 2009
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Chapitre IV : Oxydants, stress oxydatif et antioxydants

V.1 Stress oxydatif
IV .1.1 Définition

Les radicaux libres sont des molécules instables et fortement réactives (Suresh et al.,
2008), entrainant le stress oxydant, qui est defini comme un déséquilibre entre les oxydants et
les antioxydants (Ratnam et al., 2006). Il peut se produire en raison de la surproduction
d'oxydants, la diminution de la défense antioxydante ou une combinaison de ces deux facteurs
(Ece et al., 2007).

Les protéines ainsi que les lipides sont les cibles principales des ROS (Serdar et al., 2006).
Ces derniers causent la peroxydation lipidique, I'oxydation des protéines et les altérations de
I'ADN (Pre, 1993 ; Deaton, 2003), provoquant ainsi le développement du cancer, du diabéte,
des maladies neurodégénératives et des maladies cardio-vasculaires (Ratnam et al., 2006).
L’organisme humain a développé des systemes de défense pour traiter ce phénomene (stress
oxydant) et lutter contre les espéces réactives qui sont préjudiciables a la vie humaine (Prior
et Cao, 2006 ; Laguerre et al, 2007).

Le stress oxydatif n'est pas une maladie mais un mécanisme physiopathologie. Un excées
d'espéces réactives mal maitrisé favorisera une maladie ou un vieillissement accéléré
(Mercan, 2010).

IV.1.2 Origine du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut avoir diverses origines, telles que la surproduction endogéne
d'agents prooxydants d'origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou
méme une exposition environnementale a des facteurs prooxydants (Tabac, alcool,
médicaments, rayons ultraviolets, pesticides, ozone, amiante, métaux toxiques) (Magder,
2006) (Figure 15).
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Figure 15: La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).

1VV.1.3 Les radicaux libres

1VV.1.3.1 Définition

Un radical libre est une espece chimique qui posséde un ou plusieurs électrons non
appariés sur sa couche externe (figure 16). La présence d'un électron non apparié confére a
ces molécules une grande instabilité, c'est-a-dire qu'elles sont extrémement réactives et que

leur durée de vie est courte (Carange, 2010).

Antloxydant Radical libre Atome stable

Figure 16 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant.

Ces molécules se lient rapidement aux molécules non radicalaires a proximité résultant
généralement en la formation de nouveaux radicaux. Les ROS sont principalement formés
lors de I’oxydation des lipides par le cycle de Krebs et lors de la chaine de transport
mitochondriale d’¢électrons qui a pour but de produire de 1’énergie. Les radicaux libres sont
formés suite a 1’oxydation des glucides, la glycation non enzymatique des protéines et leur
subséquente dégradation. La présence d’une faible concentration de ROS est importante pour

le maintien d’un statut redox cellulaire normal ; par contre, une production excessive de ROS
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endommage les lipides (peroxydation des lipides), les protéines et ’ADN compromettant les
fonctions cellulaires (Yu, B.P 1994).

Les RL peuvent étre dérivés de 1’oxygene (especes réactives de 1’oxygéne ERO) ou
d’autres atomes comme I’azote (especes réactives d’azote ERA). La présence d’un électron
célibataire confére aux radicaux libres une grande réactivité (demi-vie courte) et ils peuvent

étre aussi bien des espéces oxydantes que réductrices (Delattre et al., 2005).

1V.1.3.2 Les différents types des ROS

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient
de distinguer trois groupes (Favier, 2003).

Les radicaux primaires, qui constituent un ensemble restreint de composes radicalaires et
dérivent de I'oxygeéne par des réductions a un électron tels I'anion superoxyde 02" et le radical
hydroxyle OH', ou de l'azote tel le monoxyde d'azote NO". lls jouent un réle particulier en
physiologie.

Les radicaux secondaires se forment par réaction des radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule.

D'autres especes dérivées de I'oxygene dites espéces actives de I'oxygene, comme
I'oxygéne singulet (*O2), le peroxyde d'hydrogéne (H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne
sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de

radicaux (Tableau 7).

Tableau 7: Les principaux radicaux libres (Haton, 2005).

Oxygene 02
Oxygene singulet 10,
Anion super oxyde Oz
Radical hydroxyle OH
Radical hydroperoxyle HOO
Radical peroxyde ROO
Hydroperoxyde ROOH
Radical alkoxyle RO’
Peroxyde d'hydrogene H202
Radical oxyde nitrique NO*
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1V.1.4 Sources de production des radicaux libres

Les étres humains sont constamment exposés aux radicaux libres. En effet, les sources de
radicaux libres sont variées : la pollution atmosphérique, la cigarette, le rayonnement UV, les
radiations ionisantes, les radiations cosmiques, le métabolisme cellulaire (activité
mitochondriale, réactions enzymatiques), l'inflammation et les métaux toxiques (Favier,

2006) (Figure 17).

Pollution

Tabac & — Inflammation
‘L.! -

Traum otism?s W ‘-!4"54 * Infection
N S

« BSLEES m&
= OXYDATIF \

> 2 Déficit immunitaire

= '3.
UV a j S’rr‘Lss

Vieillissement

{

Hygiene de vie
déséquilibrée

| facteurs exogénes (extérieur)

<

-
=
\~..__b;y facteurs endogénes (ntérieur)

Figure 17 : Sources de production des radicaux libres.

IV.1.5 Systeme de défense antioxydante

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche I'oxydation d’autres substances
Chimiques. On divise les antioxydants en deux grandes classes : les antioxydants endogénes
(Enzymatiques) et les antioxydants exogénes (non enzymatiques), selon qu'ils soient produits
ou non par l'organisme.

Les antioxydants endogénes se retrouvent sous forme d'enzymes produites par l'organisme
telle que le superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase, toutes trois
présentes dans le cytoplasme, le milieu extracellulaire et la mitochondrie. Ces enzymes jouent
un réle trés important dans le maintien de la santé (Baba et McGrath, 2008). Et les
antioxydants exogéenes sont fournis par I'alimentation. On retrouve le béta-caroténe
(provitamine A), l'acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E), le lycopéne et
les polyphénols. Il y a aussi divers minéraux 'tels le zinc, le sélénium, le cuivre, le manganése
et le fer. Figure 18.

Page 40



Présentation bibliographique

mécanismes de réparation mécanismes de prévention mécanismes d' mdaptation
(protéines {protéaso me), {chélation des métsux de trarmsition) {protéines de choc thermique,
AN (endonucléascs, ligases), héme oxygemse)

tipkles (phospholipases ) [ /

systémes de protection contre 1cs
dommages cellulaires causcs par les EOA

N

molécules de bas poids moléculaire

cnayvmes antioxyvdantes
SO, eatabaxe, plutathion peroxydases,

thiorédoxines, peroxyrédoxines )

svnthétisées par extraites de plantes

téines antioxvd I'nreanisme © {pinkpo biloba, pyenogéml,
protéines antioxydantes s yllnrine, )

(cérubéoplis mine, albumine, (glututhions, ubiguinone,

lranslérrine, thiols, puraoexonase ) histidine) L
oligo — éléments
{séEnium, cubre, apportées par I'alimentation
zinc, mi n Rt nése) (vitamine C, ocophirols, carnnokles fcamiénes,

eopéne, xéaxanthine, ltéine), olyphénols )

Figure 18: Réseau des antioxydants (Kohen et Nyska, 2002).

IV.1.5.1 Systeme antioxydants enzymatique

o Les super oxydes dismutase (SOD)

La SOD est une métalloprotéine capable d’éliminer 1’anion superoxyde par une action de
dismutation. Cette réaction aboutit, a partir de deux molécules superoxydes, a la formation

d’une molécule d’oxygene et d’une molécule de peroxyde d’hydrogene (Garrel et al., 2007).

2H*+20,"" > H)O»+O»

o Laglutathion peroxydase
Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du
peroxyde d’hydrogene (H202) (Valko et al., 2006).

v

2GSH (eduity + H202 L GSSG (oxyae) + 2H20

2GSH (zéduit) F ROOH —&—» GSSG (oxydé) + ROH + H,0
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o Lacatalase

Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al., 2006).

Elle permet de convertir deux molécules de H.O2 en H,0 et Oo.

H202 + H202 > 2H,0 + Oy

IV.1.5.2 Systeme antioxydants non enzymatique
o Les caroténoides

La plupart des caroténoides et vitamine A interagissent avec I'oxygéne singulet et peuvent
ainsi empécher I'oxydation de plusieurs substrats biologiques dont les acides gras
polyinsaturés (AGPI). Parmi d'autres caroténoides intéressants pour leurs propriétés
antioxydantes, (Center et al., 2004).

Il existe plusieurs membres dans le groupe des caroténoides, mais le caroténoide le plus
connu et étudié est le B-carotene, qui est un puissant antioxydant capable d'étancher
rapidement I'oxygeéne singulet (Fusco et al., 2007).

o Les vitamines

Les vitamines sont des molécules organiques requises en faible quantité indispensable pour
le fonctionnement des voies métaboliques des étres vivants. Elles réagissent sous forme de
coenzyme (Barati et Marechal, 2008).

o Les oligoéléments

Les oligo-éléments interviennent comme co-facteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments on cite ; le zinc, le sélénium et le

manganése (Pastre, 2005).

IVV.1.6 Conséquences biochimiques du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des proteines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libéres

notamment lors de I'oxydation des lipides (Harris, 2002).

IV.1.6.1 Peroxydation des lipides
Les acides gras polyinsaturés comme les acides linoléiques ou arachidonique sont les
cibles privilégiées des EOA et plus particuliérement des radicaux libres. Dans une premiére

étape, ils se transforment en peroxydes lipidiques (ROOH) qui peuvent étre mesurés au
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niveau plasmatique, Sous I’action de métaux de transition (fer, cuivre), les peroxydes
lipidiques se décomposent ensuite en toute une série de sous—produits dont font partie les
aldéhydes (Pincemail et al., 1999). Les principaux marqueurs de 1’oxydation lipidiques sont
le malondéaldéhyde (MDA), les hydroperoxydes lipidiques, le 4-hydroxynonenal (4- HNE)
(Guichardant et al., 2006).

1VV.1.6.2 Peroxydation des protéines
Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les EOA
sont a la base de la formation de dérivés proteiques carbonylés via plusieurs mécanismes

incluant la fragmentation et I’oxydation des acides aminés (Pincemail et al., 1999).

IV.1.6.3 L’oxydation de PADN

Les especes réactives, et plus particulierement le radical hydroxyle (HO®), peuvent induire
des cassures de I’ADN, des mutations ponctuelles (simple ou double brins) ou bien altérer les
systemes de réparation. Les ERO peuvent induire notamment des oxydations, des nitrations
ou des méthylations des bases. Ces modifications vont ainsi perturber la transcription et la
traduction par la suite, aboutissant a la formation d’une protéine tronquée et/ou non
fonctionnelle. Ces altérations sont souvent a I’origine des phénomeénes de mutagénese,

carcinogénése ou encore de vieillissement prématuré (Valko et al., 2006).
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Chapitre V : Collecte des fruits du pistachier de I’atlas 2015,2016

V Collecte des fruits du pistachier de I’atlas 2015
V.1 Materiel

V.1.1 Matériel biologique

V.1.1.1 La reécolte des échantillons

En 2015, les fruits de Pistacia atlantica ont été collectés durant une période de trois mois
dans cing endroits différents de Laghouat et un autre a Bouhnefia dans la wilaya de Mascara.
Apres séchage a l'air & I'ombre, les échantillons ont été conservés sous température de la
chambre pendant deux semaines. En fonction du degré de maturation découvert par la couleur
de la crodte, il est important de noter que la maturité des fruits n'est pas la méme pour un
arbre. En fait, il existe des fruits qui achevent leur maturation prématurément et d'autres plus
tard. Dans ce cas, il n’est pas étonnant de trouver des fruits matures au début du mois d’aoft
et des fruits immatures a la fin du mois de septembre. Des descriptions sur les échantillons et

leurs récoltes sont présentées dans le tableau 8.
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Tableau 8: Description des échantillons 2015.

= 3
) c >
e |g%8 |g &2 5 g
o c 29 & ca © o
[ o] 3 S sl CC) E 8 &
< ild = O S (o) 8)
o 'S
1 1D (J)
Latitude :
33°41'23.50"E
Longitude :
« 2°39'44.19"E
2 1D (RF)
22/07/2015 < Altitude :
9h45 = 836m
%
a
1D (N)
2 Latitude : 2D (J)
33°41'23.50"E
Longitude :
2°39'44.19"E
Altitude : 2D (RF)
22/07/2015 836m
10h00
2D (V)
2D (N)
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3RN (JR)
22/07/2015 Latitude :
11h00 33°38'42.79"N
Collectel
o Longitude :
g 2°55'42.70"E
N, 3'RN (JR)
& Altitude :
< 812m
g
23/08/2015 | &
19h10 Z
Collecte 2 &
3 3'RN (V)
x
Latitude : 4v(J)
33°48'07.38"N
29/08/2015
Longitude :
2°53'20.06"N
o | Altitude : 4V(IR)
E 761m
<
>
o
S
©
_
4V(RV)
Latitude : 5G(JR)
33°59'15.80"N
B | Longitude :
19/09/2015 -:% 2°01'45.39"E
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Collecte 2 '% 1380m
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6 Latitude : 6B(J)
35°18'58 N

01/08/2015
09h15

Longitude :
0°2'54 0

Bou Hanifia
W.Mascara

Altitude :
237 m

7 Latitude : 7RN(JR)
33°30'37.07"N

06/08/2015 Longitude :
18h00 2°59'32.58"E

Altitude : 7RN(RV)
873m

7RN(V)

Route National 1 PK440

8 Latitude : 8G(JR)
33°59'15.80"N

Longitude :
2°01'45.39"E

Altitude : 8G(VR)
14/08/2015 1380m
12h10

Collecte 1

Elghaicha Arbre D

8G(V)

*: A chaque échantillon est attribué un code comprenant un chiffre indiquant I'arbre et une

premiere lettre indiquant l'initial du nom du site et des lettres (entre parenthése) indiquant la
couleur du fruit. Dans le cas ou une deuxiéme cueillette concernant le méme arbre est

effectuée, un signe supplémentaire est ajouté.
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a : Les caractéristiques géographiques sont obtenues a 1’aide de Google Earth 2017.

Exemple :

e 1D(J):1:arbrel, RN : Dayet En nous, (J) : jaune.

e 3’RN (JR): 3:arbre 3,” :2°™ cueillette, RN : Route National, (JR) : Jaune Rouge.

V.1.2 Produits chimiques

La liste des produits chimiques utilisés est présentée en annexe 1.

V.1.3 Matériel et équipements

Le matériel et les équipements utilisés sont motionnés en annexe 2.

V.2 Méthodes

La démarche expérimentale est resumée dans le diagramme suivant :

[/

Fruits de pistachier

L

Extraction de 1’huile

AN

Huiles

Tourteaux (extraction des pht)

NI

Analyse biochimique

il

Avant extraction des pht

i

T

Apres extraction des Pht

KPréparation et analyse des
EMAG par CPG.

¢ Dosage stérols Totaux.

¢ Dosage tocophérols Totaux.

¢ Analyse des tocophérols par
CLHP.

e Evaluation de l'activité

\antioxydante.

Figure 19: Diagramme représentant les grandes lignes de notre étude.

J

e Dosage tocophérols

e Evaluation de
I’activité
antioxydante

/( Séchage A 1’abri de la lumiére\

Broyage mécanique
Tamisage
( Pesage (10g de poudre des
tourteaux)
C Macération pdt 48h
Filtration et Evaporation
Extraction liquide —liquide
Séchage par Naz SO4
Filtration + évaporation
L’extrait phénolique brut dans 5

J

\ ml de méthanol /

il

e Dosage phénols
Dosage Flavonoides
Evaluation de
I'activité antioxydante
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V.2.1 Tri et essai de classification des fruits

L’extraction des huiles des fruits de Pistacia atlantica est effectuée apres le tri, selon la

couleur des drupes, pour chaque récolte (Tableau 8).

V.2.2 Extraction par solvant (Soxhlet)

Nous avons choisi la méthode de I'extraction par soxhlet. Cette méthode est basée sur
I’extraction solide liquide par soxhlet en utilisant 1’hexane comme phase liquide pendant 8
heures.

Une cartouche pleine de 100 grammes d'échantillon est placée dans le soxhlet. Le ballon
vide est préalablement pesé. Dans ce dernier, on ajoute de 300ml d’hexane est mis. Apres

quoi le systéme monté est mis a reflux.

Une fois l'opération terminée, et apres déshydratation (par sulfate de sodium anhydre) et
filtration, le solvant est évaporé a 40°C sous pression réduite. L'extrait obtenu est un extrait
lipidique brut (huile).

V.2.2.1 Détermination de la teneur en huile

Nous avons calculé la teneur en huile de chaque échantillon en se basant sur la formule

suivante -
Teneur en huiles= XX 100

H : masse d’huile seche, en gramme d’huile.
A : prise d’essai, en gramme masse de matiere végétale broyée seche.

V.2.3 Analyse des acides gras

o Préparation des esters méthyliques (EMAG)

Dans un ballon, 25 ml de solution méthanolique de soude (NaOCH3 0, 5%) sont ajoutés a
0,5 g d’huile. Le mélange est port¢ a une ébullition a reflux pendant 30 min. Apres
refroidissement, les esters méthyliques sont récupérés par une double extraction liquide-
liquide en utilisant 20 ml d’hexane et 20 ml d’ecau distillée. La phase organique est lavée
plusieurs fois par de I’eau jusqu’a la neutralisation. Aprés séchage par sulfate de sodium
anhydre, le solvant est filtré puis évaporé a 40 °C sous pression réduite.

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

(pipette Pasteur) remplie de gel de Silice avec le chloroforme comme éluant.
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o Préparation de la colonne

Nous avons mis au fond d'une pipette Pasteur, un peu de coton puis, cette derniere a été
remplie, jusqu'a 3 cm, de gel de Silice en haut. Le gel est ensuite humidifié avec 1 ml de
chloroforme.

o Préparation de I’échantillon

L’extrait des EMAG est solubilisé dans 1ml de chloroforme.

o Elution

L’échantillon est introduit par le haut de la colonne de gel de silice, puis élué avec 2,5 ml

de chloroforme. Les EMAG ainsi purifiés sont conservés a +4°C jusqu’a leur analyse.

o Analyse des esters d’acides gras par "CPG"

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

% Le model d’appareil : Chrompack CP 9002.

¢+ Type de détecteur : FID (250 °C).

s Température de I’injecteur : 280 °C.

¢+ Volume d'injection : 0,8 ul.

¢+ Programmation de la température du four : Isotherme.

¢+ La colonne utilisée : DB23 (50% Cyanopropyl)

s Gaz vecteur : Azote.

« Débit: 1 ml/ min.

V.2.4 Analyse quantitative des fractions minoritaires des huiles

V.2.4.1 Dosage des stérols totaux
a) Principe
Il s'agit d’une absorption spectrophotometrique suivant le test de Liebermann-Burchard,
basé sur une réaction colorée spécifique des 3 —hydroxystéroides possédant une double liaison
en position 5-6. Le dosage des stérols et réalisée par la formation d’un complexe stable avec
I’anhydride acétique en milieu acide qui absorbe dans le visible a une longueur d’onde de 550
nm. (Le réactif spectral de Liebermann est constitué¢ par 60 ml d’anhydride acétique et 10 ml

d’acide sulfurique concentré et 30 ml d’acide acétique) (Burck et al., 1974).
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b) Protocole

A partir des solutions choloroformiques de cholestérol & différentes concentrations, nous
avons préparé une série de préparations afin de tracer une courbe d’étalonnage liant la densité
optique en fonction de la concentration. On prend 1 ml de chaque solution et on ajoute 2 ml
du réactif de Liebermann puis on laisse la coloration se développer et se stabiliser
pendant 25 minutes a l'obscurité. En mesurant I’absorbance a 550 nm de chaque solution,
nous obtenons la courbe liant la densité optique en fonction de la concentration.

Nous avons effectué le dosage sur 1’huile brute. Les échantillons d’huiles sont traités de la
méme maniére. Le test est effectué deux fois.

La concentration des stérols dans chaque extrait a été calculée a partir de la courbe
d’étalonnage établie avec le cholestérol et exprimée en milligrammes équivalents de

cholestérol par grammes d’huile (mg Chol/g d’H).

V.2.4.2 Dosage des tocophérols tortaux

Le dosage des tocophérols a été effectué selon la méthode de dosage colorimétrique
d’Emmerie-Engel (Emmerie et Engel, 1939).

a) Principe

Cette technique est basée sur la réaction d’oxydo-réduction entre les tocophérols et le fer
ferrique (Fe®*) qui est réduit en fer ferreux (Fe?*).

Ce dernier, en présence de réactifs de phénantroline, forme un complexe rouge-orangé
stable dont le coefficient d’extinction molaire & 510 nm et est trés élevé.

b) Protocole

Une courbe d'étalonnage tracée a partir d'a -tocophérol commercial (vitamine E), permet
de relier la densité optique et la concentration de tocophérol exprimée en g/l. A partir d'une
solution commerciale de la vitamine E, nous avons préparé dans le butanol une concentration
de 1g/l de solution concentré et des solutions diluées ayant des concentrations bien
déterminées, par la suite on préleve 1ml de chaque solution diluée plus 1ml de réactif
phénantroline 0.4 % et 0.5ml FeClz 0.12% dans 1’éthanol. Aprés 5 min on mesure
I’absorbance a 510nm.

Nous avons réalisé le dosage sur I’huile brute. Les échantillons d’huiles sont traités de la
méme facon. Le test est effectué deux fois.

La concentration des tocophérols dans chaque extrait a été calculée a partir des courbes
d’étalonnage établies avec la vitamine E et exprimée en milligrammes équivalents de

vitamine E par 100 grammes d’huile (mg Vit E/ 100g d’H).
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V.2.4.3 Analyse des tocophérols par CLHP

Une CLHP a été realisée selon (Nielsen et Hansen, 2008) avec quelques modifications.
Avant I’analyse, 25 a 35 mg de chaque échantillon huileux ont été dilués dans 1ml de n-
hexane. 20 pl de chaque solution sont injectés et analyses par CLHP (a 25°C).

% Le model d’appareil : Agilent 1290 Infinity équipé d'une pompe quaternaire
modéle 1260.

% Type de détecteur : FLD 1260. Excitation a 295nm, émission a 330nm

% Lacolonne utilisée : SI 60 (polaire), 250 mm, diametre intérieur 4,6 mm,
épaisseur du film 5 um (Lichrosorb, Merck KGaA, Allemagne).

% Phase mobile : n-hexane/isopropanol, 99/1, v/v en mode isocratique.

% Débit : Iml/min

% Volume de I'échantillon injecté 20 pl.

Afin d'identifier les différents isomeéres de tocophérols d'a-, de B-, de y- et de 6-tocophérol
par comparaison de leurs temps de rétention avec ceux de standards commerciaux.

Ainsi, des pourcentages de tocophérols individuels ont été calculés dans chaque extrait. La

somme des tocophérols individuels donne la teneur totale en tocophérols.

V.2.4.4 Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits des fruits de Pistachier de I’Atlas
V.2.4.4.1 Test de piégeage d'un radical libre le DPPH®*
a) Principe
L’activité antioxydante de nos extraits exprime leur capacité a réduire les radicaux libres.
Elle est étudiée par la méthode au DPPH, ce radical libre présente une coloration violette
foncée. Lorsqu’il est piégé par les antioxydants, il apparait sous sa forme réduite de couleur
jaune pale (Figure 20) (Molyneux, 2004).

La mesure de I’absorbance (A) est effectuée par spectrophotométrie a 517nm.

©\l\ll/© + Antioxydant-OH i ©\N /© + Antioxydant-O°
Ne NH

DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 20: Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Molyneux, 2004).
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b) Protocole

Nous avons prépareé la solution de DPPH de 250 puM dans le méthanol. 1 ml d'une solution
de vitamine E préparé dans le butanol ou les solutions des extraits sont ajoutées a 1ml de
DPPH, le mélange est laissé a 1’obscurité¢ pendant 30 min et la décoloration par rapport au
contrdle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée & 517 nm. L’activité

anti radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

(A 517 controle - A échantillon 517)
A 517 contréle X

% d’activité antiradicalaire = 100 (5)

Le pourcentage d’inhibition permet de calculer le parametre EC50 « Efficient
Concentration ». L’activité antioxydante de nos extraits est exprimée en EC50.Elle est définie
comme étant la concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de ’activité de

DPPH.

V.2.5 Extraction, analyse et activité antioxydante de la fraction insaponifiable

V.2.5.1 Extraction et analyse de la fraction insaponifiable

a) Principe

L’insaponifiable d’un corps gras correspond a I’ensemble des constituants qui, apres
hydrolyse basique (saponification), sont peu solubles dans 1’eau et solubles dans les solvants

organiques (Bereau, 2001).
b) Protocole

L’extraction de 1’insaponifiable repose sur la saponification d’une masse de 2 g d’huile par
50 ml d’une solution hydro alcoolique de potasse (1N) a chaud sous reflux pendant 1h 30
min. Apres I’ajout de 50 ml d’eau distillée et 50 ml de diéthylether (double extraction) suivi
d’un lavage avec I’eau distillée jusqu'a neutralisation, la phase organique est séchée par le

sulfate de sodium anhydre, filtrée puis évaporée sous pression réduite (Figure 21).
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2g d’huile

50ml KOH (1N dans 1’éthanol)

Pendant 1h 30min sous reflux a chaud

50ml d’H.0

50ml d’éther diéthylique

y

[ Phase organique ] Phase aqueuse

Lavage par H.O

Filtration sous Na;SO4

Dosage des stérols Dosage des tocophérols Activité antioxydant

Figure 21: Schéma d’extraction des fractions insaponifiables.
V.2.5.2 Analyse quantitative des Fractions insaponifiables
Les résidus secs de la fraction insaponifiable sont solubilisés dans 5ml du butanol. Pour le
calcul du rendement, le dosage des stérols et tocophérols totaux et I'évaluation de l'activité

antioxydant, la méme démarche expérimentale adoptée pour les huiles a été suivie.

Page 54



Matériels et méthodes

V.2.6 Traitement des tourteaux

Notre série d’étude comprend vingt-deux échantillons issus de sept régions différentes. Les
fruits récoltés en juillet, aolt et septembre 2015 ont été triés selon leur couleur. Ainsi, les
drupes jaunes ou rouges sont considérés immatures par contre celles de couleur verte ou noire

sont considérées matures.
V.2.6.1 Extraction et analyse quantitative

V.2.6.2 Extraction des polyphénols
L’extraction des polyphénols a partir des tourteaux a été accomplie en 3 étapes selon le

protocole rapporté par Hertog et Hollman (1992) avec quelques modifications :

o Macération

Apres le séchage complet des tourteaux délipidés a 1’abri de la lumiere (évaporation de
I'hexane) et a température ambiante, ils ont été finement broyés a 1’aide d’un mortier
traditionnel puis tamisés (@= 250um). Une masse de 10g de la poudre est macérée dans un
volume de 100 ml d'un mélange formé de 70 ml acétone et 30 ml eau distillée pendant 48h
avec renouvellement du solvant d’extraction aprés 24h dans le but d’extraire le maximum des
phénols. Aprés filtration et évaporation du solvant sous pression réduite a 40°C, nous
obtenons la phase aqueuse.

o Dépigmentation et délipidation

La phase aqueuse a ét¢ lavée trois fois par 1I’éther de pétrole avec un volume de 20ml afin

d'enlever toute trace de lipides et de dépigmenter la préparation.

o Isolement des phénols

Une triple extraction liquide-liquide est réalisée par 1’acétate d’éthyle, avec un volume de
20ml. Les extraits organiques sont séchés par 1’ajout de sulfate de sodium anhydre (Naz SO4)
suivi d'une filtration. Le filtra obtenu a été concentré sous pression réduite a 40°C. Le résidu

sec est solubilisé dans 5ml de méthanol puis conservé a +4°C.

V.2.6.3 Analyse quantitative des polyphénols
Le rendement en composés phénolique est déduit du rapport entre la masse d’extrait
phénolique brut séche et la masse initiale de matiére végétale seche utilisée pour la

maceration (10g).
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V.2.6.3.1 Dosage des phénols totaux
a) Principe
L’évaluation des phénols totaux a été réalisée selon la méthode de Singleton en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Le réactif, constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040), est
réduit lors de I'oxydation des phénols en mélange d'oxydes de tungsténe (WsO23) et de
molybdéne (MogO23). La coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols
totaux et posséde une absorption maximum aux environs de 750 -765 nm (Bonnaillie et al.,
2012)
b) Protocole
100pI de chaque solution diluée de 1’acide gallique ou de I’extrait végétal, sont ajoutés a
500ul du réactif de Folin-Ciocalteu 10% (diluée 10 fois dans I'eau distillée). Deux minutes
plus tard, 2ml de carbonate de sodium (Na2CO3) a 2% sont ajouté au milieu réactionnel pour
favoriser un milieu basique. Ces solutions ont ét¢ maintenues a I’obscurité pendant 30
minutes a température ambiante.
La lecture de lI'absorbance de chaque solution est effectuée a I'aide d'un spectrophotomeétre
a une longueur d'onde de 760 nm contre un blanc.
Une gamme étalon d'acide gallique a différentes concentrations a également été préparée
dans les mémes conditions. Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide

galligue par g de matiére végétale seche.

V.2.6.3.2 Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides dans les extraits phénoliques des tourteaux délipidés est
basée sur la formation de complexes stables entre les flavonoides et 1’ Aluminium du réactif
trichlorure d’aluminium (Al cl3) selon la méthode de (Zhishen et al., 1999).

a) Protocole

1 ml d’échantillon ou standard est ajout¢ a 1 ml de la solution d’AlClz (2% dans le
méthanol). Aprés 20 minutes d’incubation, I’absorbance est lu a 409 nm. La concentration des
flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine et est
exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de matiére végétale seche
(mg EQ/g MS).

V.2.6.3.3 Evaluation de I'activité antioxydante par le test de piégeage du radical DPPH®
Pour le calcul I'évaluation de I'activité antioxydant, la méme demarche expérimentale

adoptée pour les huiles a été suivie (partie V.2.4.4).
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V.2.7 Analyse et activité antioxydante des mélanges des huiles et de leurs extraits

phénoliques des huiles.

V.2.7.1 Analyse et activité antioxydante des mélanges des huiles
Etant donné la polarité des composés phénoliques et donc leurs niveaux bas dans I'huile, il
a été question de mélanger 10 échantillons huileux pour en avoir 3, selon leur degré de

maturité. La composition de ces trois mélanges est donnée dans le tableau 9.

Tableau 9: Compositions des mélanges des huiles.

Stade de maturité Composant en La couleur des fruits La masse des
échantillons huiles
d’huile groupees (9)
Melange 1 2D (J) Jaune impérial 15
immature 3RN (JR) Jaune impérial-Rouge
1D (J) Ocre jaune
Melange 2 2D (RF) Rouge foncé 25,4
intermédiaires 1D (N) Noires
1D (RF) Rouge foncé
2D (V) Vert
Mélange 3 2D (N) Noires 24,44
Mature 3RN (RV) Rouge-vert
3RN (V) Vert

NB : Nous avons pris en considération lors du regroupement des échantillons huileux I'aspect
de I’huile, la couleur des drupes et la date de la collecte.
Le dosage des tocophérols totaux et évaluation de I'activité antioxydante ont été menés avant

et aprés extraction des composés phénoliques.

V.2.7.1.1 Dosage des tocophérols totaux
Pour le calcul le dosage tocophérols totaux la méme démarche expérimentale adoptée pour

les huiles a été suivie (partie V.2.4.2).
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V.2.7.1.2 Evaluation du pouvoir antioxydant des huiles par le test DPPH
a) Protocole
Pour les mélanges d’huiles, nous avons suivi le méme protocole décrit précédemment pour
les extraits phénoliques bruts, avec des modifications concernant I'emploi du butanol pour les

dilutions et a-tocophérol (Vitamine E) comme antioxydant de référence.
V.2.7.2 Analyse et activité antioxydante des extraits phénoliques des mélanges des huiles

V.2.7.2.1 Extraction des composés phénolique a partir des huiles

Les étapes importantes pour I’extraction des polyphénols a partir de I'huile sont résumées comme suit :

Huile + 50ml hexane+ volume de 80ml d’un mélange de méthanol-eau (80%-20%) (V/V)

<L

Agitation pendant 8 h a température ambiante

1L

Séparation des 2 phases par décantation

=

ais

Phase organique (hexane) Phase hydro-alcoolique
M
Jb s>

Séchage par Nas SO4 anhydre Evaporation sous pression réduite a

i

(-

Filtration Lavage avec éther de pétrole
‘| ‘m
<5 ==

Phase aqueuse

Evaporation sous Igﬁession réduite a 40°C

.

Triple extraction par acétate d’éthyle

Huiles sans polyphénols

)

Séchage par Na; SO4anhydre
™1

g

Filtration + évaporation a 40°C

S

Extrait phénolique brute + 5ml
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Figure 22: Schéma représentant les étapes d’extraction des polyphénols a partir des huiles.

V.2.7.2.2 Analyse quantitative
Le rendement en polyphénols exprimé par le rapport entre la masse séches d’extrait

phénolique brut et la masse d’huile de départ en gramme.

V.2.7.2.2.1 Dosage des polyphénols
L'extraction des composés phenoliques a partir des huiles est suivie par un dosage
spectrophotométrique par la méme méthode précédente de Singleton (1999). Les résultats

sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par kilogramme d’huile.

V.2.7.2.2.2 Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode de Zhishen et al(1999). (Le méme
protocole adopté pour les extraits phénoliques bruts extraits a partir des tourteaux). Les

résultats sont exprimés en milligrammes équivalents de quercétine par kilogramme d’huile.

V.2.7.2.2.3 Evaluation de pouvoir antioxydant des extraits phénoliques par le piégeage
de radical libre DPPH
Pour les extraits phénoliques obtenus a partir des huiles, nous avons suivi les mémes

démarches décrites pour les extraits phénoliques des tourteaux.

V.3 Analyse statistique des données

L'analyse de données (par ACP) est realisée par le logiciel XL-STAT.2014 pour tous les
extraits. Nous avons calculé pour chaque groupe d'échantillons la moyenne et son écart type.
Le test de Student est utilisé pour la comparaison des moyennes. Nous avons également

calculé le coefficient de corrélation pour certains parametres par Excel.
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V Collecte des fruits du pistachier de ’atlas 2016.

V.4 Matériel

V.4.1 Materiel biologique

V.4.1.1 La récolte des échantillons

En 2016, les fruits de Pistacia atlantica ont été collectés pendant trois mois dans deux
endroits différents de Laghouat (Hassi Delaa et Elghaicha). Aprés séchage a I'air a I'ombre, les

échantillons ont été conservés sous température de la chambre pendant trois semaines. Les

caractéristiques des échantillons et de la récolte sont présentées dans le tableau 10.

Tableau 10: Description des échantillons 2016.

La date et -
o 3
I’heure d & 3 8
5| lacollecte | g = 2 % Code* Photos
< <| 8 € B E
112 5 8 3
g =
[o)) o
Elghaicha
A | 17/07/20 Latitude : GAL(VC)
16 33°59'15.80"N
12h30 Longitude :
2°01'45.39"E
Altitude :
1380m
Tmin,m.a :718 OC
21/07/20 GA2(JR
16 « Tmax_m'a :23,4 OC ( )
S | Pma:i298,3 (mm)
(18]
S | Etage
wy .
bioclimatique :
21/07/20 Semi-aride GA2(V)
16
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17/07/20 GBL(VC)
16

21/07/2016 GB2(R)
13h20
21/07/2016 GB2(V)
13h20
17/07/20 GCL(VC)
16 13h30
21/07/2016 GC2(JR)
21/07/2016
01/07/20 Latitude: HDAL(VC)
16 . | 33°25'3"'N
16h50 < | Longitude :

0| 3°331"E

2 Altitude :

I | 758m
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22/07/20
16
18h15

14/08/20
16
18h50

14/08/20
16
18h50

08/09/20
16

08/09/2016

01/07/20
16
17h10

22/07/20
16
18h15

Tminma:13,3°C
Tmaxma:27,1°C
Pma:252,8 (mm)
Etage
bioclimatique :
Aride

HDA2(JR)

HDA3(JR)

HDA3(N)

HDA4 (JRN)

HDA4(N)

HDB1(VC)

HDB2(JR)
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14/08/20
16
18h16

HDB3(JRN)

14/08/20
16
18h16

HDB3(N)

08/09/2016

HDB4(IN)

08/09/2016

HDB4(N)

*: A chaque échantillon est attribué un code comprenant une premiere lettre indiquant

I'initial du nom du site et une lettre indiquant I'arbre et des lettres (entre parenthése) indiquant

la couleur du fruit.

a : Les caractéristiques géographiques sont obtenues a 1’aide de Google Earth 2018.

Exemple :

o GA2(JR): G : Elghaicha, A : arbre A ,2 :2 ™ collecte, (JR) : Jaune Rouge.
o HDB4(N) : HD : Hassi-Dela, B : arbre B ,4 :4°™ collecte, (N) : Noire.
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V.4.2 Produits chimiques

La liste des produits chimiques utilisés est présentée en annexe 1.

V.4.3 Matériel et équipements
V.5 Méthodes

La démarche expérimentale est celle pour les échantillons 2015.
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Résultats et Discussion

Chapitre VI : Collecte des fruits du pistachier de I’atlas 2015,2016
VI Collecte des fruits du pistachier de ’atlas 2015

V1.1 Teneur en huiles des fruits

Le rendement d’extraction des lipides et I’aspect des extraits sont mentionnés dans le
tableau 11. Les extrais huileux des fruits jaunes (considérés comme immatures) de Pistacia
atlantica ont une couleur verte foncée associée a une odeur trés agréable. Par contre, 1’huile
des fruits verts et noirs (considérés comme matures) ont une couleur jaune claire avec une
odeur agréable et tres limpide. Tous les extraits des fruits matures ont un aspect liquide a
température ambiante, par contre les extraits huileux des fruits immatures sont partiellement

semi solides. Cette observation pourrait étre expliquée par la présence des cires.

La teneur en huile (allant de 7,8 % a 41,84%) varie considérablement selon notamment la
couleur des fruits qui indique en grande partie leur degré de maturité (Figure 23). La date de
la collecte est un autre indicateur du stade de maturation a prendre en considération. Ainsi, les
rendements d'extraction les plus faibles sont obtenus pour les fruits de couleur jaune et ils
augmentent au fur et a mesure que la couleur se transforme en vert ou noir.

Nos résultats pour les fruits matures sont Iégérement en baisse par rapport a ceux obtenus
par Yousfi et ses collaborateur (Yousfi et al., 2003) ou un rendement d'extraction de 52%
était atteint pour les fruits matures de couleur verte. Cette légére différence pourrait étre

expliquée  par les conditions climatiques et la  période de récolte.

45
40
35
30
25
20
15
10

Teneurs (Mm/m)

Echantillons

Figure 23 : Variation du rendement d’extraction des huiles a partir des fruits du Pistacia

atlantica selon la couleur de I’enveloppe externe du fruit.

Remarque : La couleur de la colonne correspond a la couleur des graines du fruit.
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Tableau 11: Les rendements, les couleurs d’huile et les couleurs des fruits correspondants des échantillons (collecte 2015).

1 3
Echantillons
D@J) D(RF) D(N) D@J) D(RF) D(V) D(N) RN(JR)
Couleur de -
P’huile -
2(J)
Rendement % 18,1 27,8 31,1 11,72 22,64 32,35 41,84 8,6
(m/m)
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3 4
Echantillons
RN(JR) RN(V) V(@) V(IJIR) V(RV) G(R) G(V)
Couleur de
P’huile
Rendement % 8,7 34,85 7,8 8,1 34,1 8,22 30
(m/m)
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Echantillons 6 7 8
B(J) RN(JR) RN(RV) RN(V) G(R) G(VR) G(V)
Couleur de
I’huile
Rendement % 19 15,15 31,9 34,85 22 26,7 30,7
(m/m)
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V1.2 Détermination de la composition en acides gras des huiles par CPG

Les resultats de I'analyse chromatographique de nos échantillons sont récapitulés dans le

tableau 12 ou les proportions relatives des différents acides gras constitutifs sont indiquées.
Quelques chromatogrammes d’échantillons représentatifs sont présentés en Annexe 5.
Nous notons la présence, a des proportions tres variées, de neuf acides gras habituellement
rencontrés dans le régne végetal. Il s'agit en effet des acides palmitique, oléeique, et linoléique,
fortement représentés, et a des proportions faibles, des acides myristique, hypogéique,
stéarique, linolénique, arachidique et gondoique.

Les acides gras satures dans nos huiles sont les acides myristique, palmitique, stéarique et
arachidique dont les proportions varient de 17,65 % a 26,95% pour les huiles des fruits
matures et de 12,62 % a 20,13% pour les huiles des fruits immatures. L’acide palmitique étant
le composé majoritaire parmi les acides gras saturés. Il représente entre 10,34 % et 18,79 %
pour les fruits immatures, et entre 15,85% et 25,22 % pour les fruits matures. L’acide
stéarique est détecté dans toutes les huiles mais avec des proportions plus faibles ne dépassant
pas 2,19%. L’acide myristique et arachidique sont aussi détectés dans la majorité des huiles
mais avec des proportions trés faibles ne dépassant pas respectivement 1,24 % et 0,38 %.
Concernant les acides gras insaturés, les acides hypogéique, oléique, linoléique et linolénique
sont présents dans toutes les huiles. lls représentent un pourcentage total de 73,02% a 81,83 %
dans les huiles des fruits matures, et de 79,83 % a 87,43 % dans les huiles des fruits
immatures. Ils sont représentés essentiellement par 1’acide oléique (C 18 :1), et I’acide
linoléique (18 :2).

Notre rapport acides gras insaturés/acides gras saturés est légerement élevé pour les huiles
des fruits immatures (variant de 3,97 a 6,92) par rapport aux huiles issues des fruits matures,
dont le rapport varie de 2,70 a 4,52.

Globalement nos résultats riment parfaitement avec ceux rapportés par Guenane (2017)
pour les huiles des fruits de Pistacia atlantica. lls sont également comparables avec des
études précédentes sur les huiles des fruits de Pistacia lentiscus (Charef et al., 2008 ;
Trabelsi et al., 2012). Ces résultats nous permettent de classer 1’’huile des fruits de Pistacia

atlantica  comme  huile  végétale  alimentaire de  type  oléo-linoléique.
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Tableau 12: Composition en acides gras des huiles brutes des fruits étudiés 2015.

Acides Echantillons%
gras 1D 1D 1D 2D 2D 2D 2D 3RN 3'RN | 3'RN 4V 4V 4V 5G 5G 6B 7RN 7RN 7RN 8G 8G 8G
@R N[ @ |[RD| V| N|E|O| V| @|[CR|R) R|M|O||R)| V||V WV

Cl14:0 0,07 0,05 0,09 0,15 0,07 0,07 0,06 0,13 0,14 0,06 0,09 0,12 0,08 0,14 0,08 0,09 0,11 0,08 0,11 0,10 0,09 1,24
Cl6:0 12,38 | 15,96 | 17,24 | 12,64 | 18,76 | 15,85 | 20,88 | 12,64 | 15,08 | 20,22 | 18,79 | 16,85 | 21,81 | 1566 | 21,44 | 10,34 | 1481 | 20,11 | 25,22 | 11,26 | 16,54 | 18,82
C16 :1m9 031 | 033 | 042 | 213 | 460 | 248 | 589 0,36 0,47 053 | 0,77 | 2,88 | 3,92 065 | 1,79 | 0,53 | 0,35 0,38 0,54 | 035 0,68 0,70
C18:0 1,94 2,13 1,56 1,08 1,13 1,73 1,21 2,18 1,39 1,92 1,25 1,58 1,58 1,63 1,04 2,19 1,83 1,80 1,62 2,00 1,50 1,32
C18:109 51,99 | 55,37 | 53,63 | 46,39 | 55,49 | 57,25 | 53,04 | 54,12 | 50,89 | 59,34 | 49,46 | 4851 | 3957 | 47,44 | 46,86 | 61,45 | 53,44 | 5598 | 48,15 | 47,40 | 50,18 | 51,09
C18:2 w6 | 32,39 | 25,25 | 25,89 | 36,52 | 19,00 | 21,73 | 17,88 | 29,53 | 30,84 | 17,15 | 28,75 | 28,61 | 3157 | 33,16 | 2496 | 24,53 | 27,17 | 20,71 | 2342 | 37,71 | 30,24 | 25,86
C 18 :3w3 042 | 053 | 1,13 | 088 | 092 | 055 | 068 | 0,57 0,81 0,46 | 0,85 | 0,96 1,09 1,09 | 378 | 045 | 0,58 0,49 0,72 | 057 0,73 0,70
C20:0 0,08 | Trace - Trace | Trace | Trace | Trace | 0,07 0,05 Trace - 0,11 0,07 | Trace | Trace | Trace | 1,33 0,08 | Trace | 0,08 | Trace | Trace
C20:1w9 | 0,34 | 0,33 - - - 0,24 | 0,23 0,35 0,19 0,27 - 0,27 | 0,19 0,14 | trace | 0,38 | 0,31 0,28 0,19 | 0,32 | trace 0,17
YAGS 1447 | 18,14 | 18,89 | 13,87 | 19,96 | 17,65 | 22,15 | 15,02 | 16,66 222 | 20,13 | 18,66 | 23,54 | 17,43 | 22,56 | 12,62 | 18,08 | 22,07 | 26,95 | 13,44 | 18,13 | 21,38
AGMI 52,64 | 56,03 | 54,05 | 48,52 | 60,09 | 57,49 | 59,16 | 54,83 | 51,55 | 60,14 | 50,23 | 51,66 | 43,68 | 48,23 | 48,65 | 62,36 | 54,1 56,64 | 48,88 | 48,07 | 50,86 | 51,96
AGPI 32,81 | 25,78 | 27,02 | 374 | 1992 | 22,28 | 18,56 30,1 31,65 | 17,61 | 29,6 | 29,57 | 32,66 | 34,25 | 28,74 | 24,98 | 27,75 21,2 24,14 | 38,28 | 30,97 | 26,56
AGI 85,45 | 81,81 | 81,07 | 8592 | 80,01 | 79,77 | 77,72 | 84,93 83,2 77,75 | 79,83 | 81,23 | 76,34 | 82,48 | 77,39 | 87,34 | 81,85 | 77,84 | 73,02 | 86,35 | 81,83 | 78,52

ZAGI 591 | 451 | 429 | 619 | 4,01 | 452 | 351 5,65 4,99 350 | 397 | 435 | 324 | 473 | 343 | 692 | 453 3,53 2,71 6,42 4,51 3,67

TAGS
Moyenne Echantillons immatures Echantillons de maturité intermédiaire Echantillons matures
ge ZA6! 5,37+ 0,93 4,26 0,25 3,69 +0,55

TAGS

* p < 0,05 (comparé a des échantillons matures),
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V1.3 Teneur des stérols totaux dans des huiles

La teneur en stérols totaux dans les échantillons d’huile a été¢ déterminée a partir de la
courbe d’étalonnage du cholestérol (annexe 5). Elle est exprimée en milligrammes

équivalents de cholestérol par gramme d’huile.

Les résultats obtenus, moyenne de trois essais, montrent que les huiles étudiées

contiennent des quantités tres importantes et variables en stérols (Tableau 13).

Tableau 13: Teneur en stérols totaux dans les huiles de Pistacia atlantica 2015.

= o= < —
fgs o sE2| . _ g5 |3
=l 39 E83|3%2 =83 £
5 £ 5E SES|SE 583 5
SES - Szg |~ 5 5 8 2
w = -3 £ w s i
L L £
1D(J) 130,24 £ 0,93 | 2D(RF) | 88,67 + 0,55 4V(RV) 29,22 £ 0,15
2D(J) 145,42 £ 0,27 | 1D(RF) | 94,53 + 0,38 5G(V) 40,44 £ 0,57
4V(IR) 207,97 £ 0,44 - - 2D(N) 65,55+0,9
5G(JR) 248,22 £1,43 - - 8G(V) 67,47 £ 0,57
4V(QJ) 250,52 £2,01 - - 7TRN(V) 69,77 £ 0,41
6B(J) 267,97 £ 0,58 - - 2D(V) 78,89 £ 0,17
3'RN(JR) 270,65 £ 0,86 - - 1D(N) 80,5+0,31
8G(JR) 292,51+ 0,3 - - 7RN(RV) 100,44 + 0,2
3RN(JR) 338,31 +£0,45 - - 8G(VR) 100,82 + 0,16
7RN(JR) 369,18 £ 0,2 - - 3'RN(V) 135,32 £ 0,25
Moyenne 252,1+75,69 - - Moyenne 76,8424+30,60

Nous remarquons que la teneur en stérols totaux est tres variable avec une étendue large
de 339,96 mg/g d’huile pour I’ensemble des échantillons. Cette derniére est de 238,94mg/g

pour les échantillons immatures et de 106,09 mg/g pour les échantillons matures.

Il en ressort que les fruits immatures (jaunes ou rouge) sont significativement plus

riches en stérols par rapport aux fruits matures (p< 0,001).

Nous notons avec intérét une teneur en stérols substantiellement élevée pour
I’échantillon 7RN(JR) immature par rapport a I'échantillon 7RN(V) mature, issus du méme
arbre et collectés a la méme date. La méme observation est valable pour les échantillons
3RN(JIR) et 3'RN(JR), issus du méme arbre mais collectés a deux dates différentes. Ceci

montre clairement I'importance de la date de collecte dont I'effet sur le degré de maturation
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de la drupe n'est a négliger. D'une maniére générale, les huiles extraites des fruits de
I'arbre 3RN et I'arbre 7RN sont les plus riches en stérols totaux.

Les échantillons immatures collectés a Dayet Ennous (1DJ et 2DJ), se montrent moins
riches en stérols par rapport a leurs paires. Ces valeurs pourraient étre dues de l'effet

anthropique probable dans la variation de la composition biochimique de I'arbre.

L'échantillon 8G(V), bien gu'il soit de couleur verte-rouge et collecté en aolt semble

contenir une teneur assez importante en stérols par rapport aux fruits matures.

L'échantillon 5G(V), bien qu'il soit de couleur verte et collecté a la fin du mois de
septembre c'est-a-dire @ maturité compléte, semble contenir une teneur assez importante en
stérols par rapport aux fruits matures ordinairement récoltés en cette période (Maamri,

2008). Ce cas particulier pourrait étre expliqué en partie par I'effet de l'altitude (1300 m).

Globalement, il ressort de nos résultats, comparés a ceux rapportés par (Maamri, 2008 ;
Guenane, 2017), que nos échantillons collectés trés précocement (pour la premiere fois en
juillet) sont trés riches en stérols totaux, ce qui indique la tres grande variation de leur
teneur au cours de la maturation des fruits. Ce résultat important mérite une valorisation
d’autant plus que nombreuses publications ont rapporté de multiples activités biologiques
des phytostérols (Iserin, 2001 ; Dweck, 2002 ; Corbiere, 2003 ; Gul et Amar, 2006 ;
Luo et al., 2015). Il ne faut pas omettre I'effet de la variation de saisons des collectes (entre
2008 et 2015).

Il est a relever que notre étude a montré la richesse en stérols des drupes de Pistacia
atlantica, notamment a des stades trés précoces de maturation, par rapport a des huiles de
fruits issus d'autres espéces telles que Pistacia vera (1,18 mg/g) (Ghalem et Bnhassani,
2007) et I’huile de I'Argania spinosa (5,91mg/g) (Hamia, 2007).

Afin de d’identifier la composition en stérols individuels de nos huiles, une analyse par

CPG est nécessaire.

V1.4 Teneur des tocophérols totaux dans des huiles

La teneur en tocophérol totaux dans les échantillons d’huiles a été déterminée a partir
de la courbe d’étalonnage de la vitamine E (annexe 5). Elle est exprimée en milligrammes

équivalents de vitamine E par 100 grammes d’huile.

Page | 72



Résultats et Discussions

Les teneurs en tocophérols totaux, moyennes de trois essais, présentées dans le tableau
14, sont extrémement élevées pour I'ensemble des échantillons par rapport aux études
précédentes pour la méme espéce Guenane et al., 2015. Néanmoins, une différence
significative (p<0,05) est décelée entre les échantillons de couleur jaune ou jaune rouge

considérés comme immatures et ceux de couleur verte ou noire considérés comme matures.

Tableau 14: Teneur en tocophérols totaux dans les huiles de Pistacia atlantica 2015.

2y _ = — 2 ~
c & oY o' L D S 9 D
z 2 28 3 28 = 38
=S ed c e cd € 2 cd
EE|PE £5  |°E S |FE
g = = G 2 = 5 =
5G(JR) 200,03+ 0,01 1D (RF) 425,55+ 0,8 5G(V) 192,49 + 0,67
6B(J) 502,14+ 0,4 2D (RF) 494,26 £ 0,82 8G(V) 197,98 + 0,32
1D (J) 505,02 + 0,6 - - 1D (N) 214,55 + 0,41
3'RN (JR) 519,27 £0,1 - - 8G(VR) 301,77 £ 0,54
8G(JR) 702,45 + 0,46 - - 3"RN (V) | 309,09+0,82
2D (J) 702,59+ 0,5 - - 7RN(V) 391,51+ 0,51
3RN (JR) 804,8 + 0,67 - - 2D (N) 394,31 + 0,27
4V(IR) 808,01 + 0,63 - - 2D (V) 481,72+0,5
4V (J) 825,48 + 0,81 - - 7RN(RV) | 482,28 £0,49
7RN(IR) 979,62 £ 0,92 - - 4V(RV) 550,43 + 0,03
Moyenne | 654,941+225,11 | Moyenne | 459,905+48,59 | Moyenne | 351,613+128,65

Nos valeurs sont comprises entre 200,03 et 979,62 mg/100g pour les fruits immatures et

entre 192,49et 550,43 mg/100g pour les fruits matures.

Les échantillons de couleur rouge foncé (considérés comme drupes a maturité

intermédiaire) ont des valeurs pratiqguement intermédiaires entre celles des échantillons

matures et immatures.

La méme constatation indiquée pour les échantillons 7RN et 3RN concernant,

respectivement, I’importance de la couleur de la drupe et la date de collecte sur la quantité

en stérols est valable pour la teneur en tocophérols totaux (tableau 14).

Il est également a noter que les échantillons de I'arbre 5G d'Elghaicha (verts et jaune-

rouges), se révelent les moins riches en tocophérols avec des valeurs trés proches (192,49

et 200,03 mg/100g). Cette distinction qui mérite une étude complémentaire pourrait étre

due encore une fois a I'effet de I'altitude.
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La comparaison de nos résultats a ceux rapportés par la littérature pour d'autres huiles
montre que les huiles des fruits de Pistacia atlantica particulierement aux stades trés
précoces de maturation sont extrémement riches en tocophérols. Les données publiées
concernent I’huile d’olive et I’huile de tournesol (respectivement, 20 et 67 mg/100g
karleskind, 1992), I'huile des fruits noirs (matures) de et de fruits rouges (immatures)
de Pistacia lentiscus (respectivement, 15,24 et 58,5 mg/100g. Charef, 2011) et I'huile
d’Argania spinosa (102,7mg/100g, Hamia, 2007).

V1.5 Analyse des tocophérols des huiles par CLHP

L’identification des tocophérols (a, B, v, 0) par CLHP (colonne polaire) a été réalisée

pour 9 échantillons immatures, 5 échantillons intermédiaires et 6 échantillons matures.

Les différents isomeres ont été identifiés par comparaison des temps rétentions (tr) avec
ceux des standards de tocophérols commerciaux (annexe 4). Les résultats sont regroupés

dans le tableau 15.

L’analyse des tocophérols des différents échantillons d’huile des fruits de Pistachier de
1I’Atlas par CLHP fait apparaitre une tres forte prédominance des isoméres a-Toc et y-Toc
et des traces de I’isomeére 3-Toc dans tous des échantillons. Les autres pics observés
correspondraient plus probablement aux tocotriénols, lesquels sont plus polaires que les
tocophérols. lls ont été identifiés ainsi sur la base de la comparaison de nos profils avec
ceux obtenus dans des conditions similaires et rapportés dans la littérature (Genane et al.,
2017; Kamal-Eldin et al., 2000; Nielsen et Hansen, 2008). Quelques chromatogramme

représentatifs sont exposés en Annexe 4 .
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Tableau 15: Pourcentage des isomeres o et y tocophérols (%) dans les huiles des fruits de
P.atlantica 2015.

Echantillons a-Toc vy-Toc
1D (J) 57,66 42,34
1D (RF) 44,48 55,52
2D (J) 76,40 23,6
2D (RF) 65,89 34,11
2D (V) 61,81 38,19
2D (N) 16,10 83,9
3RN (JR) 70,31 29,8
3'RN (JR) 72,92 27,08
3'RN (V) 24,85 75,15
4V (J) 85,18 14,81
4V(IR) 85,06 14,94
4V(RV) 42,25 57,75
5G(JR) 61,51 38,49
5G(V) 30,96 69,04
6B(J) 52,01 47,99
7RN(JR) 70,29 29,71
7RN(RV) 51,59 48,41
7RN(V) 38,39 61,61
8G(JR) 82,14 17,86
8G(VR) 67,21 32,79
8G(V) 66,69 33,31
Moyenne immature 71,35+10,88 28,65 + 10,88
Moyenne maturité intermédiaire 55,18 +10,71 44,82 +10,71
Moyenne mature 44,43 +17,56 55,57+ 17,56

Nous remarquons que la proportion de 1’isomére a-Toc semble étre la plus dominante
dans les fruits immatures et celle de I’isomére y-Toc est la prononcée dans les fruits
matures (71,53 £ 10,88 contre 44,43 + 17,56% pour a-Toc, p<0,005 et 28,65+ 10,88
contre 55,57+17,56% pour y-Toc). Nos résultats confirment en partie ceux publiés par
Guenane et al., 2015 pour le Pistacia atlantica. Les différences en proportions des
isoméres et notamment a-Toc pourraient étre dues, d’une part, a la collecte trés précoses de
quelques échantillons et , de I’autre part, a I’'impact de 1’altitude de I’arbre situé a 1380 m
d’altitude (82,4%), ainsi qu’a celui de la localisation urbaine de I’ arbre 4V (85%).

Un coefficient de correlation positif apréciable (0,62) a été obtenu entre la proportion en
a-Toc et celle de ’acide linoléique. Cette valeur, bien qu’elle ne concerne que la
proportion relative, pourrait indiquer la dépendance du degré d’insaturation des acides gras
de I’ a-Toc. Le calcul de la concentration exacte de I’ a-Toc metterait en exergue cette

relation par une valeur élevée du coefficien t de correlation.
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V1.6 L’évaluation du pouvoir antioxydant des huiles des fruits des Pistacia atlantica

V1.6.1 Test de piégeage d’un radical libre le DPPH

L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par le calcul de la valeur
d’IC50. Nous avons utilisé la Vitamine E commerciale (a-tocophérol) comme antioxydant
de réference pour la comparaison. Pour cela, nous avons tracé le graphe représentant le
pourcentage d’inhibition (I1%) du DPPH en fonction de la concentration de la vitamine E

(annexe 5).

Nous avons procédé de la méme maniére pour I'ensemble des échantillons (quelques
graphes représentatifs sont mentionnés en annexe 5. Les valeurs de I'EC50 déterminées

sont résumées dans le tableau 16.

Tableau 16: Les valeurs de I’EC50 calculé pour les différents extraits lipidiques des fruits
de 2015 de maturité différente lors de test DPPH.

= (%2] [%2] 8 (%2}

£ S 8 5.3 s

o (=2 = < =0 =
S £ == = |52 = =i =
= ~ S = c E £ c = £
= & |£E |82 |2z |3® (£ |g@
5 | o E E |G§€E E w £ £
Vit E 0,0264 2D(J) 2,75 2D(RF) | 5,39 7RN(RV) | 14,01
7RN(JR) (4,90 1D(RF) | 28,05 8G(VR) |[14,62
6B(J) 5,04 - - 2D(V) 15,17
3’ RN (JR) | 5,70 - - 7RN(V) |20,09
8G(JR) 5,82 - - 4V(RV) 21,42
4V(J) 6,46 - - 2D(N) 23,89
3RN(JR) |8,62 - - 8G(V) 26,18
1D(J) 11,13 - - 1D(N) 30,09
4V(IR) 12,47 - - 3’RN(V) 31,99
Moyenne | 6,99 - - Moyenne | 21,94
Ecartype | 3,15 - - Ecartype | 6,66
5G(JR)* |44,4 - - 5G(V)* 74,1

*: Résultats émergents, ces valeurs n*ont pas eté incluses dans le calcul des moyennes.

D’apreés ces résultats, nous remarquons que 1’huile extraite des fruits immatures a une
activité antioxydante significativement plus importante par rapport a celle obtenue a partir

des drupes matures (7,8+3,61 contre 24,44+6,94 mg/ml, p<0,001).

La variation de I'EC50 pour des drupes issues du méme arbre et de la méme collecte
mais ayant des couleurs différentes est clairement établie (Figure 24). Ainsi, l'extrait

huileux des fruits jaunes étant le plus actif (ECso : 2,7 mg/ml). Par contre, celui des fruits
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noirs (ECso: 23,8 mg/ml) est le moins actif. Ces observations indiquent que la couleur du

fruit est un bon indicateur du degré de maturité des fruits mais il n'en est pas le seul.
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Figure 24: Graphe représentant I’activité antioxydant des huiles de 1’arbre 2 récolté en
juillet 2015, par le test du DPPH.

La comparaison de nos valeurs de I'EC50 par rapport a celles obtenues par Guenane et
al ., 2015 montre que les nétres sont plus petites et par conséquent nos extraits sont les
plus antioxydants. Cette observation va de pair avec celles concernant les stérols et les

tocophérols totaux et indique que plus les fruits sont collectés précocement (les nétres en
juillet) plus ils sont actifs.

Il est capital de relever que les drupes récoltées a partir de l'arbre d'Elghaicha se
distinguent. En effet, leurs extraits huileux se montrent les moins actifs alors qu’ils sont les
riches en tocophérols. Cette exception pourrait étre expliquée par 1’échantillon réduit (deux
arbres), les facteurs génétiques propres a chaque arbre, la concentration des isomeéres de
tocophérols et sans doute, I'effet de l'altitude, du climat et du sol.

V1..6.2 Relation entre la teneur en tocophérols des huiles et le pouvoir anti-oxydant

Nous avons essayé de trouver une relation entre les teneurs en tocophérols totaux et
I’EC50 pour l'ensemble de la série d’étude en tragant une régression linéaire reliant ces
deux paramétres avec calcul du coefficient de corrélation r (Figure 25).
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Figure 25: Régression linéaire de la corrélation entre le taux de tocophérols et I’EC50 des
extraits huileux.

Le coefficient de corrélation obtenue est -0,70 (corrélation négative). C’est une valeur
assez importante montrant 1’existence d’une relation entre le taux de tocophérols et
I’EC50. Ainsi, plus I’extrait est riche en tocophérol, plus son pouvoir antioxydant est

important.

V1.7 Analyse de données concernant les parametres étudiés

L'analyse des composantes principales a abouti aux résultats mentionnés dans le tableau
17 et la figure 26. La matrice de corrélation de Pearson indique, qu'en plus de la corrélation
négative significative obtenue entre la teneur en tocophérols et I'EC50, il y a une trés forte
corrélation négative (r= -0,70) entre le rendement d'extraction huileuse et la teneur en

stérols totaux signifiant que plus le rendement augment moins I'extrait est riche en stérols.

Tableau 17: Matrice de corrélation de Pearson de 2015.

Variables Tocophérol Sterol Rendement EC50
Tocophérol 1 0,66 -0,57 -0,70
Stérol 1 -0,77 -0,46
Rendement 1 0,38

EC50 1

La distribution des différents echantillons par rapport aux quatre parametres étudiés
montre leur caractére distinctif (Figure 26). Ainsi, deux groupes distincts sont obtenus. Le

premier englobe les échantillons de couleur jaune et jaune rouge (immatures) caractérisé
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par un rendement faible mais une richesse en stérols et tocophérols totaux associée a une
tres forte activité antioxydante. Le deuxiéme est dominé largement par les fruits matures de
couleur verte ou noire ou le rendement d'extraction est le plus élevé mais avec des niveaux
en tocophérols et stérols totaux largement inférieurs. Ils sont également caractérisés par des

EC50 éleves d'ou leur faible activité antioxydante.

Partant de ces résultats, nous pouvons considérer que les paramétres testés comme

indicateurs du degré de maturites des drupes
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Figure 26: Représentation graphique de la distribution des échantillons en fonction des 4 variables différente.
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V1.8 Analyse quantitative des fractions insaponifiables

Sur la base des résultats obtenus pour les stérols et tocophérols, nous nous sommes
intéressés a 1’étude de la fraction insaponifiable afin de montrer un éventuel caractere
distinctif pour ses composants et de voir 1’effet du degré de maturation sur sa composition et
son activité antioxydante. Il faut rappeler que c’est pour la premiére fois que ce volet de

I’étude est entamé.

V1.8.1 Taux de la fraction insaponifiable des huiles

Le taux de la fraction insaponifiable des huiles végétales est, généralement, faible. 1l revét
une importance capitale a cause des composés essentiels (tocophérols, stérols, pigments, tri

terpénes, ...).

Concernant nos échantillons, les taux en insaponifiables les plus élevés obtenus sont 24,88
%, 11,42% et 8,61%, 8,2%, 7,97 % et 7,73 % pour respectivement les échantillons 5 G(R),
8(GR), 3'RN(JR), 8G(VR) ,4V(JR) et 7TRN(JR) (Figure 27). Les autres échantillons ont des

valeurs comprises entre 0,9 % et 7,11 %.
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Figure 27: Taux de la fraction insaponifiable des huiles de fruits de Pistacia atlantica.

Nos résultats indiquent globalement une variation du taux de la fraction insaponifiable
selon la couleur des fruits et partant leur degré de maturité. 1l semble que ce taux diminue
avec la maturation des drupes. Ces données sont comparables a celles obtenues par Yousfi et
al., (2003) et Guenane et al ., 2017. 1l faut noter que les échantillons d’Elghaicha se montrent

trés riches en fraction insaponifiable. Ceci pourrait étre due a des facteurs environnementaux.
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V1.8.2 Teneur des stérols et tocophérols totaux dans les insaponifiables

Le tableau 18 résume les teneurs en stérols et en tocophérols totaux au niveau de la fraction
insaponifiable. Les résultats sont exprimés respectivement en milligrammes équivalents de
cholestérol et en milligrammes équivalents de vitamine E par gramme de matieres

insaponifiable.

Tableau 18: Teneurs en stérols et en tocophérols totaux dans la fraction insaponifiable
d’huile de fruits de Pistacia atlantica 2015.

Echantillons Teneur(mg/g-insp) Echantillons Teneur(mg/g-insp)
immatures Matures
Stérols
2D(RF) 81,92 + 0,54 3’RN(V) 78,94 + 0,41
1D (RF) 90,44 +0,31 1D (N) 82,4 +0,52
1D (J) 97,22 £ 0,24 4V (RV) 112,12 £ 0,39
2D(J) 98,26 + 0,90 2D(N) 169,31+ 0,14
4V (J) 141,7 £ 0,07 8G(V) 187,5 £ 0,07
3’RN(JR) 148,34 £ 0,09 2D(V) 2259+ 0,22
4V (JIR) 154,66 £ 0,5 8G(VR) 230,02+0,4
7RN(JR) 256,46 + 0,92 7RN(RV) 250,14 + 0,25
5G(JR) 271,05+0,34 5G(V) 261,9 + 0,32
3RN(JR) 287,52 + 0,26 7RN(V) 358,7 £ 0,41
8G(JR) 360,12 + 0,47 - -
6B(J) 375+0,26 - -
Tocophérols
7RN(JR) 5,6 £0,15 5G(V) 555+0,11
4V (J) 7,6 +0,64 8G(VR) 8,75+ 0,3
4V(JIR) 7,75+ 0,61 2D(N) 10,03 £ 0,51
5G(JR) 4,55+0,78 7RN(RV) 10,43 £ 0,96
2D(J) 6,61 + 0,54 7RN(V) 11,52 +0,9
6B(J) 7,48 £ 0,29 3’RN(V) 11,95+0,43
1D (J) 8,07 + 0,09 2D(V) 12,18 + 0,29
1D (RF) 8,12 +0,18 1D (N) 12,88 + 0,45
8G(JR) 8,28 £0,34 8G(V) 16,85+ 0,6
2D(RF) 8,33+ 0,30 4V(RV) 19,13 + 0,27
3’RN(JR) 12,16 £ 0,31 - -
3RN(JR) 28,05 + 0,94 - -

D'une maniére globale, nous ne constatons pas de variation significative de ces deux
parametres selon la couleur des fruits ou la date de collecte encore moins selon I'emplacement

géographique. Cette étude tres préliminaire devrait étre complétée ultérieurement.

Nous avons déterminé la proportion de I'ensemble stérols/tocophérols par rapport a la

matiére insaponifiable (Tableau 19) afin de déceler une éventuelle variation.
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Tableau 19: Pourcentages des stérols et tocophérols dans la fraction insaponifiable d’huile de
fruits de Pistacia atlantica 2015.

Echantillon | Taux Stérols/Tocophérols (%) Autre (%)

1D (J) 12,05 87,95
1D (RF) 11,14 88,86
1D (N) 6,4 93,6
2D (J) 14,9 85,1
2D (RF) 9,83 90,17
2D (V) 18,55 81,45
2D (N) 16,88 83,12
3RN (JR) 10,25 89,75
3'RN (JR) 12,2 87,8
3'RN (V) 6,61 93,39
4V () 18,64 81,36
4V(JIR) 19,96 80,04
4V(RV) 5,86 94,14
5G(JR) 59,57 40,43
5G(V) 47,19 52,81
6B(J) 50,13 49,87
7RN(JR) 45,8 54,2
7RN(RV) 23,98 76,02
7RN(V) 31,14 68,86
8G(JR) 43,49 56,51
8G(VR) 26,29 73,71
8G(V) 11,13 88,87

Nous remarquons une variation selon la couleur des fruits au niveau des arbres (2D. 3RN.
4V et 7TRN), mais elle ne varie dans le méme sens. Ceci pourrait refléter I'effet de facteurs
propres a chaque arbre qui méritent des investigations plus approfondies. Les autres
constituants de la fraction insaponifiable (pigments, hydrocarbures, alcools tri terpéniques,...)
sembleraient étre majoritaires. Ces constatations devraient étre confirmées ou infirmées par

des études complémentaires plus poussées.

V1.8.3 Evaluation du pouvoir antioxydant des fractions insaponifiables des huiles de
fruits de Pistacia atlantica par le test DPPH

Les graphes représentant le pourcentage d'inhibition du radical DPPH en fonction de la
concentration de la matiére insaponifiable pour les vingt-deux échantillons sont indiqués dans
les figures respectives 28, 29, 30, 31, 32,33 et 34.
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Figure 28:Graphe représentant 1’activité antioxydant des fractions insaponifiables des huiles
de fruits de I’arbre 1D (méme collecte).
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Figure 29: Graphe représentant 1’activité antioxydante des fractions insaponifiables des
huiles de fruits de I’arbre 2D (méme collecte).
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Figure 30: Graphe représentant I’activité antioxydante des fractions insaponifiables des
huiles de fruits de I’arbre 3RN de méme couleur issus de deux collectes différentes.
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Figure 31: Graphe représentant I’activité antioxydante des fractions insaponifiables des
huiles de fruits de I’arbre 4V (méme collecte).
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Figure 32:Graphe représentant 1’activité antioxydante des fractions insaponifiables des huiles
de fruits de I’arbre 5G (méme collecte).
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Figure 33: Graphe représentant I’activité antioxydante des fractions insaponifiables des
huiles de fruits de I’arbre 7RN (méme collecte).
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Figure 34: Graphe représentant I’activité antioxydante des fractions insaponifiables des
huiles de fruits de I’arbre 8G (méme collecte).

Ces figures montrent clairement que les fractions insaponifiables des échantillons matures
ont le pouvoir antioxydant le plus élevé. Ceci est étayé par les valeurs de I'EC50 (Figure 35)

qui varient de 0,43+0,12 pour les drupes immatures a 0,27+0,1 mg/ml pour les drupes matures
(p<0,05).
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Figure 35: EC50 calculée pour les différentes fractions insaponifiables des huiles de fruits de
maturite différente.

La valeur du coefficient de corrélation calculée est 0,27 indiquant une faible corrélation.
Ce résultat indique que les tocophérols ne sont les seuls composés responsables de ’activité

antioxydante. Cela nous laisse a penser de I’existante d’autres composés contenus dans la
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fraction insaponifiable dotés d’activité antioxydante tels que les caroténoides, les triterpénes,

les squalénes et autres composés mineurs.

En dernier lieu, nous notons avec un grand intérét I'augmentation de I'activité antioxydante
de la fraction insaponifiable en fonction de la maturation des fruits. Cette observation est a
I'opposé de ce qui a été indiqué pour les huiles (coefficient de la corrélation négative entre
EC50 de l'insaponifiable et EC50 de I'huile : (-0,67). Ce constat extrémement intéressant
pourrait indiquer la présence de molécules trés actives, qui restent a déterminer, dans
I'insaponifiable de I'huile des fruits matures (couleur verte ou noir ou bien collectés tres

tardivement).

V1.9 Extraction, analyse et évaluation du pouvoir antioxydant des extraits phénoliques
des tourteaux et des huiles et de mélanges des huiles

V1.9.1 Extraction, analyse et activité antioxydante des composés phénoliques des

tourteaux

Les teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les échantillons des tourteaux ont

¢été déterminées a partir des courbes d’étalonnage d’acide gallique et de quercétine (annexe 5).

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique et en
milligrammes équivalents de quercétine par gramme de matiére végétale seche pour,
respectivement, les phénols totaux et flavonoides (Tableau 20). Chaque résultat individuel est

la moyenne de trois essais.

La masse d’extraits brut (g), les teneurs en phénols totaux (mg/g), les teneurs en
flavonoides (mg/g) ainsi que les pourcentages des flavonoides par rapport aux phénols totaux
(%) sont montrés dans le tableau 20. Les valeurs moyennes pour chaque catégorie (immature,

intermédiaire, mature) y sont également mentionnées.
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Tableau 20: Teneurs en phénols totaux et en flavonoides pour les 22 échantillons d’extraits
phénoliques des tourteaux.

Echantillons Rendement Teneurs en Teneur en Pourcentage des
partielle phénols totaux Flavonoide Flavonoides par
(%) (mg/g) (mg/g) rapporte aux
phénols totaux (%o)
1D (J) 4,1 17,9+ 0,49 1,65+0,15 9,2
1D (R-F) 4,2 13,31+ 0,86 1,71+0,35 12,82
1D (N) 3,5 10,59 £ 0,39 2,12 + 0,09 19,99
2D (J) 6,7 41,39+ 0,47 1,81+£0,19 4,37
2D (R-F) 3,4 31,45+ 0,84 2,78 £0,07 8,83
2D (V) 5,8 22,86 £ 0,85 2,52 +1,09 11,04
2D (N) 4,9 12,79+0,34 6,72+0,2 52,51
3RN (JR) 6,69 33,09 + 0,67 3,57+0,25 10,78
3'RN (JR) 4,65 26,5+ 0,37 3,04 £0,63 11,47
3'RN (V) 3,67 20,7 £0,51 4,94 + 1,27 23,86
4V (J) 4,13 14,63 £ 0,09 1,16 £ 0,03 7,9
4V(IR) 2,83 10,84 £ 0,58 2,05+0,13 18,93
4V(RV) 1,37 7,92+£0,13 409+04 51,6
5G(JR) 3,79 1422 £0,2 1,45 £ 0,08 10,21
5G(V) 4,96 7,49+0,71 4,98+0,9 66,46
6B(J) 1,27 24,72+ 0,26 3,32+0,6 13,42
7RN(JR) 6,3 49,91+ 0,47 2,18+ 0,19 4,37
7RN(RV) 6,4 20,16 + 0,13 5,17 £ 0,59 25,64
7RN(V) 5,2 18,52 + 0,45 7,28+1,17 39,31
8G(JR) 2,482 22,78 £0,42 1,66 +0,19 7,28
8G(VR) 2,86 119+0/44 2,88+0,7 24,17
8G(V) 1,77 8,7+0,73 5,91+ 0,68 67,91
Moyenne pour 25,6 +11,97 2,18 +0,79 9,79+4,11
les immatures
Moyenne pour 22,38 £ 9,07 2,24 +0,53 10,82 £ 1,99
les
intermédiaires
Moyenne pour 14,16 £ 5,53 4,65+ 1,66 38,24 + 19,22
les matures

Il convient de dire que pour des contraintes de temps, nous n'avons pas atteint I'épuisement
en ce qui concerne I'extraction des composés phénoliques. C'est ainsi que nous ne discutons

pas les résultats relatifs au rendement d'extraction de ces composés.

Pour les autres parametres, nous remarquons une diminution des teneurs en phenols totaux
et une légére augmentation de celles des flavonoides au cours de la maturation des drupes.
Nous notons avec intérét la grande augmentation, en fonction de la maturation des fruits, de la
proportion de ces derniers par rapport aux phénols totaux. Les tourteaux des fruits immatures
sont riches en phénols totaux par rapport a ceux des fruits matures. Bien que cette différence

ne soit pas significative, celle concernant la proportion des flavonoides par rapport aux
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phénols totaux I'est @ un p<0,05. Le niveau des flavonoides ne semble varier que légérement
entre les deux catégories (Figure 36). Ces resultats sont extrémement intéressants car ils
pourraient rendre compte d'une variation quantitative et/ou qualitative d’autres composés

phénoliques au cours de la maturation des fruits de Pistacia atlantica.

Pour le groupe de drupes de maturité moyenne (couleur rouge foncée ou rouge-verte), les
valeurs des parametres testés sont pratiquement intermeédiaires entre les deux catégories
mature et immature.
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Figure 36: Les teneurs en phénols totaux et en flavonoides pour les échantillons d’extraits
phénoliques des tourteaux.

La comparaison des huit arbres montre des différences notables signifiant des variations
d'un arbre a un autre. Nous relevons une différence importante entre les deux arbres de Dayet
Ennous. Nous nous interrogeons si cette différence entre fruits collectés simultanément a
partir du méme site n'était due a des facteurs propres a chaque arbre (age, facteurs génétiques,

présence d'éventuelles endophytes,...).

Les fruits de I’arbre 3 (site 40Km au sud de Laghouat), collectés en aout ont des teneurs
Iégerement élevées en phénols totaux et flavonoides par rapport a ceux des arbres de Dayet
Ennous (arbre 1et 2) collectés en juillet. Cette différence pourrait étre due aux facteurs
multiples tels que le sol et/ou des factures génétiques.
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L'échantillon 7G(JR), bien qu'il soit de couleur jaune -rouge et collecté en aott ¢’est-a-dire
immature, semble contenir une teneur assez importante en phénols totaux par rapport aux
fruits matures ordinairement récoltés en cette période.

Il est également a noter que les échantillons de I'arbre 5G d'Elghaicha (verts et jaune-
rouges), se révelent les moins riches en phénols totaux et flavonoides. Cette distinction qui
mérite une étude complémentaire pourrait étre due encore une fois a l'effet de facteurs de
I’environnement.

Nous insistons sur le fait que c'est pour la premiere fois qu'une étude des composés
phénoliques de fruits de cette plante collectés en juillet c'est-a-dire & un stade tres précoce de

maturation est réalisée.

Dans la littérature il y a peu de données sur la variation des teneurs des composés
phénoliques des fruits de Pistacia atlantica selon le stade de maturité. Nous comparons nos
résultats avec ceux de Guenane (2017) pour les mémes fruits (de maturité différente) ou une
diminution remarquable des teneurs en phénols totaux au cours de la maturité des fruits a été
observée (77,07, 46,78 et 26,71 mg/g pour respectivement, des fruits immatures,
intermédiaires et matures (Guenane ; 2017).

Une étude sur les fruits matures (couleur noire) de méme espéce de la région de Telghimt
de Laghouat a révélé une teneur faible en polyphénols (5,93mg/g) et des flavonoides
(4,85mg/g) (Maamri, 2008). D'autre part, Belyagoubi-Benhammou a montré dans sa these de
doctorat un niveau trés élevé en phénols totaux (285,956 mg EAG/ g MS) et un niveau
modéré pour les flavonoides (12,441 mg EAG/ g MS) pour des fruits rouges de la méme
espece de la région Ain Fezza (Tlemcen) collectés tres précocement (en mai) (Belyagoubi-

Benhammou, 2011). L'ensemble de ces résultats conforte les nétres.

V1.9.2 Extraction, analyse et activité antioxydante des extraits phénoliques des mélanges

des huiles

V1.9.2.1 Extraction des polyphénols et analyse quantitative a partir des mélanges des
huiles

Etant donné le caractére polaire des composes phénoliques et donc leur taux,
théoriquement, faible dans I'huile, nous avons groupé des échantillons huileux selon la
couleur des drupes afin d'augmenter le rendement d'extraction phénolique. C'est ainsi que

nous avons obtenu trois mélanges selon le degré de maturation des fruits.
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Le rendement d’extraction phénolique a partir de I'huiles ainsi que les teneurs en phénols
totaux et en flavonoides (mg/kg) sont indiqués dans le tableau 21. Les analyses quantitatives
des phénols totaux et des flavonoides sont accomplies a partir des équations de la régression
linéaire de chaque courbe d’étalonnage (annexe 5). Les résultats sont exprimés en
milligrammes équivalents d’acide gallique et en milligrammes équivalents de quercétine par
kilogramme d’huile pour respectivement les phénols totaux et les flavonoides. Ce dernier

parametre, pour des raisons expérimentales, n'a pu étre analysé que pour I'échantillon Mél 1.

Tableau 21: Teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les mélanges huileux.

Meélanges Masse Rendement | Teneurs | Teneursdes | Pourcentage

huileux d'extrait | d'extraction des Flavonoides des
phénolique | phénolique | phénols (mg /kg) Flavonoides
brut (mg) | (%, m/m) totaux par rapporte

(mg /kg) aux phénols
totaux (%)

Mél 1 86,1 0,574 25,12 £0.34 16,39 £ 0,94 65,24

(immature)

Mél 2 27,9 0,109 2,23 +0.61 - -

(intermédiaire)

Mél 3 (mature) 15,1 0,062 1,27 +0,08 - -

Nous constatons que le mélange 1 (représentant des fruits immatures) enregistre le
rendement d'extraction phénolique le plus élevé de I’ordre de 0,574 % (m/m) suivi par le
mélange 2 (fruits a maturité moyenne) a raison de 0,109%, puis le mélange 3 (fruits matures)
avec 0,062%.

Les phénols totaux des huiles gardent la méme variation de ceux des tourteaux. En effet,
nous enregistrons une diminution de leurs teneurs au cours de la maturation des drupes
(25,12, 2,23 et 1,27mg/kg pour respectivement Mél1l, MéEI2 et Mél 3). Nos résultats sont
parfaitement concordants avec ceux qui avaient trouvé des valeurs atteignant 178 et 65 mg/kg

pour respectivement des échantillons immatures et matures Guenane et al ., 2015.

Il est a relever que la proportion des flavonoides dans les phénols totaux pour Mél 1 est
assez élevée (65,24 %). La moyenne de cette proportion pour les échantillons de tourteaux
correspondant a Mél 1 depassait a peine 5 %. Celle pour les mémes échantillons de tourteaux
correspondant a Mél 2 et Mél 3 était respectivement 11,4 et 36,48 %. Suite a ces donnees,
nous nous interrogeons si la variation de la proportion des flavonoides était inversée dans
I'nuile par rapport aux tourteaux. L'absence de résultats concernant les flavonoides dans I'huile

pour Mél 2 et Mél 3 nous a été limitant.
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Dans la littérature, nous n'avons trouvé que les données rapportées par Saber-Tehrani et
al. Pour la méme plante et qui indiquent une teneur de 57,57 mg/kg (Tehrani et al., 2012).
Pour les autres espéeces, I’huile d’olive est connue par sa teneur phénolique
appréciable (Nakbi et al., 2010).

En vue d'établir le degré de la relation entre teneurs des phénols totaux au niveau des
tourteaux et celles des huiles, nous avons calculé le coefficient de corrélation entre elles. Pour
ce faire, nous avons calculé la moyenne des teneurs phénoliques au niveau des tourteaux des

mémes échantillons huileux mélangés pour pouvoir comparer (Tableau 22).

Tableau 22: Comparaison entre les teneurs phénoliques de mélanges des huiles et les
moyennes en teneurs phénoliques des extraits phénoliques des tourteaux de fruits de chaque
mélange d’huile.

Echantillons | Teneur phénolique Teneur Coefficient de
moyennes pour les phénolique pour corrélation entre
tourteaux mg/g les huiles mg/g teneur phénolique
dans les tourteaux et
les huiles (r)
Mél 1 36,40 + 16,57 0,02512 + 0,87 0,99
Mél 2 19,55+ 9,52 0,00223 + 0,61
Mél 3 17,16 + 3,86 0,00127 + 0,32

Nous remarquons que les teneurs phénoliques des tourteaux sont nettement supérieures a
celles des huiles. C’est tout a fait logique sachant que la nature hydrosoluble des composés
phénoliques. Une corrélation positive trés étroite (r = 0,99) est obtenue entre les niveaux des
phénols totaux des tourteaux et ceux des huiles. De ce fait, la charge phénolique totale varie,

au cours de la maturation des drupes, d'une maniere identique entre les tourteaux et les huiles.

Il est crucial de savoir si la composition phénolique au niveau de ces deux compartiments
était identique ou différente. Nos résultats concernant les flavonoides dans I'huile, quoique
limite & Mél 1 uniquement, semble plaider en faveur d'une composition différente. Seule
I'identification (sur le plan qualitatif et quantitatif), par des procédés perfectionnés tels que
I'HPLC, des composés phénoliques constitutifs apportera des réponses formelles. Il a été
rapporté que l'acide caféique, l'acide cinnamique et le pinoresinol étaient les composés
phénoliques dominants dans I'huile des fruits de Pistacia atlantica (Saber-Tehrani et al.,
2012).
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V1.9.3 Résultat d’évaluation de pouvoir antioxydant des extraits phénoliques bruts des
tourteaux contre le radical libre DPPH®

Pour I’évaluation du pouvoir antioxydant des phénols totaux par le pi¢geage du radical
libre DPPH, nous avons utilisé I’acide ascorbique (Vitamine C) comme produit de contréle
positive. Ce qui a permis de tracer la courbe de référence représentant le pourcentage
d’inhibition en fonction des différentes concentrations en vitamine C afin de calculer ’EC50
(la concentration nécessaire d’un antioxydant pour neutraliser 50% du radicale libre) (annexe
5).

Nous avons réalisé le méme traitement avec les échantillons testés. Les représentations
graphiques ayant servi au calcul de I'EC50 pour chaque échantillon sont données en Annexe

4. Les valeurs de I'EC50 qui en sont déduites sont récapitulées dans le tableau 23.

Tableau 23: Activité antioxydante des extraits phénoliques des tourteaux bruts exprimés par
EC50.

Echantillons EC 50(pg/ml)
1D (J) 20,41
1D (RF) 27,2
1D (N) 31,28
2D (J) 10,9
2D (RF) 12,68
2D (V) 27,39
2D (N) 23,77
3RN (JR) 10,08
3'RN (JR) 10,12
3'RN (V) 12,05
4V (J) 18,51
4V(IR) 20
4V(RV) 33,33
5G(JR) 15,87
5G(V) 25,89
6B(J) 9,86
7RN(JR) 19,78
7RN(RV) + 7TRN(V) 34,56*
8G(JR) 11,63
8G(VR) 23,36
8G(V) 27,03
Moyenne pour les immatures 14,72+4,38
Moyenne pour les intermédiaires 19,94+7,26
Moyenne pour les matures 25,51+6,0
Acide ascorbique 5,55

*: Moyenne de deux valeurs presque identiques
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Il ressort du tableau 23 que les extraits des drupes immatures ont le pouvoir antioxydant le
plus éleve qui diminue d'une maniére légere avec la maturation caractérisée par le
changement de la couleur du fruit (passage de la couleur du jaune vers le vert ou le noir en
passant par le rouge foncé). Le test de Student n'indique pas de différence significative entre
les échantillons immatures et ceux matures. Ce résultat ne concorde pas avec celui rapporté
par Guenane (2017) ou une nette différence avait été décelée. L'EC50 de nos échantillons
matures oscille entre 23 et 34 pug/ml contre un intervalle compris entre 24 et 217 pg/ml pour
I'étude réalisée par Guenane. Cette difféerence concernant les drupes matures pourrait étre
expliquée par la collecte tres précoce de nos fruits (juillet et aout) par rapport a ceux de
Guenane (aout et septembre). Ceci est conforté par la valeur de I'EC50 (24,85 pg/ml) d'un
échantillon mature collectés en Aout 2013 (Guenane, 2017). Cette observation indique
clairement que la couleur du fruit indique mais en partie son degré de maturation. La date de
la collecte est un autre paramétre a prendre en considération. En dernier lieu, il ne faut pas

omettre I'effet de la variation des saisons (entre 2013 et 2015).

Dans la littérature, il a été rapporté que les fruits matures de Pistacia atlantica dans 1’ouest
de I'Azerbaidjan étaient moins actifs (EC50 de 0,921mg/ml) (Hatamnia et al., 2014). Cette
différence serait due en grande partie a I'emplacement géographique.

V1.9.3.1 Relation entre teneurs phénoliques et activité antioxydante

Nous avons calculé le coefficient de corrélation entre les niveaux des polyphénols dans les
tourteaux et les valeurs d’EC50 pour l'ensemble des échantillons. Nous avons trouvé une
corrélation négative assez appréciable (r= -0,53) comme le montre la régression présentée
dans la figure 37. Dans un souci d'enlever I'effet de différences inter arbres (age, emplacement
géographique, ...), nous avons également calculé le coefficient de corrélation pour les
échantillons de chaque arbre (Tableau 24). Nous remarquons une corrélation négative tres
étroite entre les deux parameétres testés. Les valeurs proches de -1 indiquent clairement une

relation cause a effet entre composés phénoliques et activité antioxydante.

Page | 95



Résultats et Discussion

40
35 ° [ X J
30 ®
(J [ J [ J
E | S,
Ef 25 w
[ S
2 20 { o ° T °
Q 15 * e
(Y e o
10 [ X J e 9 e
5
0
0 10 20 30 40 50 60
Teneurs en phénols totaux mg/g

Figure 37: Régression entre 1’activité antioxydante (formuler par EC50) et les teneurs en
phénols totaux des extraits phénoliques bruts au niveau les tourteaux.

Tableau 24: Corrélation entre les teneurs phénoliques dans les extraits des tourteaux obtenus
des fruits de chaque arbre (tous stades de maturation confondus) et I'EC50.

Les arbres Lieu de récolte Coefficient de
corrélation(r)
1 Dayet Ennous. -0,999
2 Dayet Ennous. -0,830
3 Route National 1 (20 Km au sud de Laghouat). -0,962
4 Laghouat (Ville). -0,874
5 Elghaicha. -1
7 Route National 1 (40 Km au sud de Laghouat). -0,999
8 Elghaicha. -0,99994

V1.9.4 Analyse quantitative et évaluation du pouvoir antioxydant des composés des

mélanges des huiles par test de piégeage du radical libre DPPH®

Etant donné que, généralement, les tocophérols sont les molécules les plus antioxydantes
des huiles, nous nous y sommes intéressés avant et apres extraction phénolique. Comme nous
I'avons indiqué précédemment, nous avons travaillé sur des huiles groupées donnant trois
mélanges selon le degré de maturité des fruits dont elles sont extraites. Nous avons réalise le
dosage des tocophérols totaux, ainsi que 1'évaluation de 1’activité antioxydante des mélanges
des huiles et ce avant et aprés extraction des composés phénoliques. Nous avons également

testé le pouvoir anti radicalaire des extraits phénoliques obtenus a partir des huiles.
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V1.9.4.1 Dosage des tocophérols et I’évaluation d’activité antioxydante avant et apreés

I’extraction des phénols totaux a partir des mélanges des huiles

A l'aide de la courbe d’étalonnage de la vitamine E (a-tocophérols) (annexe 5), nous avons
déterminé les teneurs en tocophérols totaux. La vitamine E a également été utilisée comme
antioxydant de référence (annexe 5). Les résultats du dosage sont exprimeés en milligrammes
équivalents de vitamine E par 100 grammes d’huile et ceux relatifs au pouvoir antioxydant

sont exprimés en EC50 (mg/ml). L'ensemble de ces résultats est présenté dans le tableau 25.

Tableau 25: Teneurs en tocophérols totaux et activités antioxydants des mélanges des huiles
(exprimée par EC50) avant et apres extraction des polyphénols.

Dans les mélanges des huiles | Dans les mélanges des huiles apres

brutes extraction des composés
phénolique
Teneurs en Les valeurs Teneurs en Les valeurs

tocophérols d’EC50 tocophérols d’EC50

(mg/1009) (mg/ml) (mg/1009) (mg/ml)
Mél 1 (huile) 584,68 +0,84 4,93 219,56 + 0,44 18,37
Mél 2 (huile) 213,5+ 0,67 15,52 76,52 £ 0,42 38,08
Mél 3 (huile) 143,26 £ 0,51 20,95 73,72 +0,19 40,82

Nous constatons, a partir des données du tableau 25, que I'huile des fruits immatures a les
teneurs les plus importantes en tocophérols lesquelles sont associées au pouvoir antioxydant
le plus important. De ce fait, il est évident que la teneur en tocophérols totaux dans I'huile des
fruits de notre plante ainsi que son activité antioxydante diminue au fur et a mesure de la
progression de leur maturation.

Nous notons avec un grand intérét une diminution importante et significative de la teneur
des tocophérols totaux ainsi que l'activité antioxydante des huiles aprés extraction phénolique
et ce pour tous les mélanges (Tableau 25). Ceci pourrait étre expliqué par le passage d'une
partie des tocophérols dans I'extrait phénolique. La diminution du pouvoir antioxydant de
I'nuile apres extraction phénolique est évidente dans l'allure des droites présentées pour
respectivement dans les figures 38, 39, 40 des mélanges 1, 2,3. Cette diminution indique
clairement I’implication des composes phénoliques dans D’activité antioxydante avant

I’extraction des composés phénoliques.
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Figure 38: Activité antioxydante de mélange 1 des huiles avant et aprés extraction des
composés phénoliques.
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Figure 39: Activité antioxydante de mélange 2 des huiles avant et aprés extraction des

composés phénoliques.
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Figure 40: Activité antioxydante de mélange 3 des huiles avant et apres extraction des

composés phenoliques.
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Il est a relever que la variation des deux parameétres testés n'a pas changé aprés extraction
phénolique.

Nos résultats concernant la diminution de l'activité antioxydante des huiles apres
extraction phénolique confortent ceux rapportés par Guenane (2017) et plaident en faveur
d'un réle important des composés phénoliques dans le pouvoir antioxydant de I'huile des fruits
de Pistacia atlantica.

L'activité antioxydante des extraits phénoliques a partir des huiles a été testée uniquement
pour les échantillons Mél 1 et Mél 2. Vu la masse trés faible de I'extrait obtenu pour Mél 3

(environ 15mg), ce dernier n'a pu étre testé. Les résultats sont montrés dans le tableau 26.

Tableau 26: Activité antioxydante (exprimé par EC50) des extraits phénoliques des
mélanges des huiles.

Les mélanges des huiles EC50 pg/ml

Mél 1 89,2
Mél 2 1309
Mél 3 -

Il en ressort que l'activité antioxydante des extraits obtenus a partir de I'huile des fruits
immatures est extrémement élevée traduite par un EC50 relativement bas. Par contre, Mél 2
(intermédiaire) a une activité beaucoup plus faible traduite par un EC50 élevé. Cette variation
semble étre identique a celle des extraits de tourteaux ou les valeurs moyennes correspondant
a Mél 1, Mél 2 et Mél 3 étaient respectivement 17,03, 24,64 et 30,96 pg/ml. Ces derniers

extraits se montrent plus actifs par rapport a ceux de I'huile.

V1.9.4.2 Relation entre le pouvoir anti radicalaire et les teneurs en tocophérols totaux
avant et apres extraction des phénols totaux

En dépit que nos résultats sur les composés phénoliques dans I'huile ne concernent que
trois échantillons melanges, nous avons essaye quand méme d'établir des régressions linéaires
reliant I'activité antioxydante a la teneur en tocophérols totaux avec calcul du coefficient de
corrélation pour les huiles et ce avant et apres extraction phénoliques. Nous décelons une
corrélation négative tres étroites entre ces deux parametres avec un coefficient de corrélation
légerement supérieur apres extraction des composes phénoliques (-0,995 contre -0,981,
figures 41 et 42). Cette légére augmentation renseigne sur I'implication, dont le degré mérite
d'étre déterminé, des composés phénoliques dans le pouvoir antioxydant de I'huile des fruits

de Pistacia atlantica.
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Figure 41: Régression entre 1’activité antioxydante (formuler par EC50) des trois mélanges

huileux et les teneurs en tocophérols avant I’extraction des composés phénoliques.
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Figure 42: Régression entre I’activité antioxydante (formuler par EC50) des trois mélanges

huileux et les teneurs en tocophérols aprés 1’extraction des composés phénoliques.
V1.10 Synthése des résultats

Les résultats relatifs a 1’étude de la fraction insaponifiable nous permettent de dégager le
constat que ’activité antioxydante de cette fraction augmente au cours de la maturation des
fruits contrairement a celle de 1’huile brute qui diminue au cours de la maturation. Par contre,
les données obtenues pour les extraits phénoliques dans les mélanges des huiles montrent
clairement que les teneurs en phéenols totaux ainsi que leur activité antioxydante diminuent en

fonction de la maturation des drupes. Ces résultats peuvent étre interprétés comme suit :
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- L’activité antioxydante des extraits lipidiques des fruits matures seraient due
principalement a la fraction insaponifiable. Cette derniére renferme outre les tocophérols
d’autres composés dotés d’activité antioxydante tels que les caroténoides, les triterpenes et
squalénes.

- L’activité antioxydante des extraits lipidiques des fruits immatures serait due aux
composés phénoliques contenus dans I’huile. Cette observation pourrait étre étayée par la
diminution du rapport de I’EC50 entre les mélanges des échantillons matures et immatures

aprés I’extraction des composés phénoliques (ce rapport passe de 4 a 2, voir tableau 25).
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Chapitre VII : Collecte des fruits du pistachier de I’atlas 2016.

D’aprés les résultats de la collecte de 2015, nous avons remarqué que parmi tous les
échantillons étudiés, les deux échantillons prévenant de I’arbre situé¢ a Elghaicha possédent
des activités antioxydants importantes par rapport aux autres. Pour cela nous avons pensé a
élargir notre étude sur un nombre plus important d’échantillons de fruits en tenant compte de
la date de collecte de juillet & septembre et les conditions environnementales et notamment
I’altitude en choisissant deux régions différentes a savoir : Hassi Delaa et Elghaicha. L’étude
a été menée sur 21 échantillons (9 d’Elghaicha et 12 de Hassi Delaa), ce nombre est devisé en
deux catégories, en fonction du degré de maturité : fruit immature (vert clair ou jaune rouge)
fruit mature (noir ou vert). Il est a indiquer que pour la premiere que des arbres de Hassi
Delaa sont choisies parmi les échantillons étudiés. Nous avons adopté la méme démarche
expérimentale que celle décrite précédemment. Cette étude nous permettra de prédire
I’influence des facteurs environnementaux sur la composition et l'activité antioxydante des

extraite lipidiques et phénoliques des fruits de Pistachier de 1’ Atlas.

VI1I1.1 Teneur en huiles des fruits

D’apres la figure 43, nous remarquons que la variation de la teneur en huile dans les fruits
suit celle discutée pour les échantillons collectés en 2015. C’est-a-dire plus les fruits sont
matures plus la contenance en huile augmente. L’aspect et la couleur des huiles extraites sont

présentés dans le tableau 27.

A la lumiére de ces résultats, on remarque que les teneurs les plus élevées en huile sont
obtenues pour les échantillons de la région de I'Elghaicha (3,97 a 14,01 % pour les fruits
immatures et 35,07 a 39,60 % pour les fruits matures. Ce résultat indique I'influence de la

date de la collecte et les facteurs de I’environnement sur le rendement de I'extraction.

Page 102



Résultats et Discussion

50
45
40
E | 35
g
‘2’ 30
3 | 25
S
F | 20
15
; i i i
5 H H f
0
& 4; Q'Ws‘?'% 4;40'9‘*6 ny 40 s‘" s“' & ,v ;So'mﬁ“ R °>’€u i@'
& GV’ FEF T s TS ~29 s o“’@t@é’ S
Echantillons

Figure 43: Variation du rendement d’extraction des huiles a partir des fruits du Pistacia
atlantica en fonction de leur stade de maturité.
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Tableau 27:Les rendements, les couleurs d’huile et les couleurs des fruits correspondants des échantillons des fruits de pistachier de 1’ Atlas (collecte
2016).

G
Echantillons
Al(VC) A2(JR) A2(V) B1(VC) B2(JR) C1(VvC) C2(JR)
I 2 '
Couleur de
Phuile
Rendement % 03,97 14,01 35,07 05,7 12,62 37,17 04,02 13,73
(m/m)

Page 104



Résultats et Discussion

Echantillons G HD
GC2(V) AL(VC) A2(JR) A3(JR) A3(N) A4 (JRN) A4(N)
Tl )
Couleur de ' '
I’huile

HDA4(N)

Rendement %

(m/m)

39,60

01,86

11

10,59

29,38

08,71

35,70
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HD

B1(VC)

Couleur de
I’huile

B2(JR)

B3(JRN)

B4(JIN)

B4(N)

Rendement %

(m/m)

04,98

23,7

13,66

27,57

14,49

48,94
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VI11.2 Détermination de la composition en acides gras des huiles par CPG

Le tableau 28 englobe 1’ensemble des résultats relatifs aux acides gras. Ainsi, nous remarquons les
mémes variations de la composition en acides gras que celles décrites pour les échantillons de la
collecte de 2015, qui montrent que les proportions des acides saturés et insaturés varient en sens
inverse ou la proportion en acides gras saturés est d’autant plus élevée que les fruits sont matures.
Nous remarquons que de 1’acide linolénique C18:3 a enregistré pour la premiere fois un
pourcentage assez appréciable (3,81% et 3,12%) pour les fruits collectés le premier juillet 2016 a
partir des deux arbres de Hassi Delaa. L’acide o-linolénique (ALA) fait partie de la famille des
acides gras dits omega 3. le role des omeéga 3 dans la neurotransmission monoaminergique au
niveau des synapses (Chalon et al., 2001) et les voies de signalisation comme les protéines kKinases
C (Kim et al., 2004) . Ce résultat est en accord avec celui rapporté par Trabelsi et al sur ’huile des
fruits de Pistacia lentiscus (Trabelsi et al., 2012). Ainsi, la proportion de I’acide linolénique serait
significativement élevée a des stades trés précoces de la maturation. De ce qui précéde, les fruits de
Pistacia atlantica collecté a un stade trés précoce de la maturation pourraient constituer une source

des acides gras m3.

La Iégere différence d'acides gras pour les extraits huileux entre les deux régions est due a la
différence de localisation géographique. Concernant Pistacia atlantica, une étude récente a
démontré I'effet des facteurs environnementaux sur la composition dans les extraits gras de fruits,

feuilles (Guersasse, 2018).

Page 107



Résultats et Discussion

Tableau 28: Composition en acides gras des huiles brutes des fruits étudiés 2016.

Acides gras Echantillons %
GAl | GA2 | GA2 | GB1 | GB2 | GB2 | GC1 | GC2 | GC2 | HDA HDA HDA HDA HDA HDA HDB HDB HDB HDB HDB HDB
- -JR- | -V- - JR- | -V- - JR- | -V- | 1-VC- | 2-JR- | 3-JR- 3-N- 4- 4-N- | 1-VC- | 2-JR- 3- 3-N- | 4-JN- 4-N-
VC- VC- VC- JRN- JRN-
C12:0 0,47 | 0,67 | 094 | 0,19 | 0,12 | 054 | 0,29 | 0,69 | 0,06 | 0,43 0,13 0,12 0,17 0,16 0,09 0,43 0,14 Tr 0,1 00,22 | 00,07
C16:0 144 | 145 | 253 | 148 15 257 | 16,3 | 15,7 | 225 | 16,92 | 11,70 | 13,66 | 16,89 | 2147 | 20,26 | 14,64 | 1196 | 14,71 | 14,01 17,56 | 24,21
Cl6:107 | 093 | 08 | 0,22 | 047 | 0,33 | 0,03 | 0,98 | 0,67 | 0,63 | Trace | 0,52 0,61 1,25 1,56 1,05 1,13 0,74 0,78 0,94 | 01,38 | 01,41
C18:0 1,75 | 1,01 | 2,13 | 0,54 | 1,18 | 2,85 | 1,14 | 1,81 | 1,17 | 1,97 2,49 2,60 1,74 1,56 2,36 1,93 2,42 2,24 2,28 | 02,21 | 01,81
C18:109 52 53,9 | 50,2 | 52,0 | 53,6 | 51,2 | 51,2 | 53,8 | 55,2 | 47,77 | 55,83 | 54,11 | 51,89 | 47,35 | 53,00 | 48,43 | 57,59 | 52,51 | 57,81 | 47,43 | 49,03
C18 :2m6 290 | 281 | 199 | 294 | 285 | 180 | 284 | 26,7 | 198 | 2745 | 27,71 | 27,25 | 26,29 | 26,63 | 22,07 | 2891 | 26,42 | 28,12 | 22,86 | 29,26 | 22,07
C18:303 | 081 | 0,46 | 0,95 | 0,93 | 091 | 0,93 | 1,04 | 053 | 0,37 | 381 0,61 0,85 0,94 2,20 0,86 3,12 0,28 1,60 0,75 | 01,90 | 00,60
C20:0 05 | 052 | 023 | 1,54 | 0,31 | 0,38 | 0,45 | 0,09 | 0,06 Tr 0,23 0,20 0,17 Tr 0,14 Tr 0,12 Tr Tr Tr 00,11
C20:109 | 0,19 | 0,15 | 0,17 | 0,13 | 0,05 | 0,3 | 0,27 | 0,03 | 0,11 Tr 0,50 0,40 0,16 Tr Tr 0,50 0,29 Tr 0,97 Tr 00,29
>AGS 17,1 | 167 | 286 | 17,1 | 166 | 295 | 18,2 | 183 | ,242 | 19,32 | 1455 | 16,58 | 18,97 | 23,19 | 22,85 17 1464 | 16,95 | 16,39 | 16,39 26,2
AGMI 532 | 54,8 | 50,6 | 52,6 54 | 515 | 524 | 545 56 | 47,77 | 56,85 | 55,12 53,3 | 49,09 54,5 | 50,06 | 58,62 | 53,29 | 59,72 | 59,72 | 50,73
AGPI 298 | 28,8 | 209 | 30,3 | 294 19| 294 | 272 | ,202 | 31,26 | 28,32 28,1 | 27,23 | 28,83 | 2293 | 32,03 26,7 | 29,72 | 23,61 | 23,61 | 22,67
>AGI 829 | 833 | 715| 829 | 834 | 705 | 818 | 817 | ,762 | 79,03 | 8517 | 8322 | 8053 | 7792 | 7743 | 82,09 | 8532 | 83,01 | 8333 | 8333 73,4
YAGI/YA 4,86 51250 | 48| 503 | 2,39 | 451 | 446 | 3,14 4,09 5,85 5,02 4,25 3,36 3,39 4,83 5,83 4,9 5,08 5,08 2,80
GS
Moyenne Echantillons immatures : 4,76 + 0,66 Echantillons matures : 3,37 + 0,98
de YAGI/
YAGS

*p <0,05 (comparé a des échantillons matures).
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VI11.3 Teneurs en stérols totaux des huiles

Les teneurs en stérols totaux, montrent que les huiles étudiées contiennent des quantités

tres importantes et variables en stérols (Tableau 29).

Nous constatons que la teneur en stérols totaux est trés variable qui s’échelonnent de
64,2mg/g a 402,17 mg/g. Il en ressort que les fruits immatures (vert-clair) en sont les plus
riches. Comparativement aux échantillons de 2015, les échantillons de 2016 montrent des
différences plus prononcées selon la localisation géographique consistant en des niveaux
significativement importants pour les échantillons d’Elghaicha. Ceci pourrait étre expliqué
par le nombre assez important des échantillons de 2016, les facteurs de saison et les
facteurs propres aux sites.

Nous remarquons que les échantillons récoltés trés précocement en juillet contiennent

les quantités les plus élevées en stérols.

Tableau 29:Teneur en stérols totaux dans les huiles de Pistacia atlantica 2016.

Echantillons Teneur Echantillons matures Teneur
immatures (selon la (mg/g) (selon la couleur) (mg/g)
couleur)

HDB4-JN- 169,77 £ 0,58 HDB4-N- 64,22+ 15
HDB3-JRN- 178,89 £ 0,6 HDA4-N- 81,1+£1,16
HDA4-JRN- 185,5 + 0,87 HDB3-N- 83,62 £ 0,58

HDA3-JR- 196,45 £ 0,29 HDAS3-N- 96,82 + 0,9

HDB2-JR- 2169+ 1,16 GA2-V- 107,3+ 0,47

HDA2-JR- 235,4 £ 0,87 GC2-V- 109,27 £ 0,69

GA2-JR- 2457109 GB2-V- 112,69+£1,6

GC2-JR- 249,8 + 0,46 - -

HDB1-VC- 275,5 £ 0,57 - -
HDA1-VC- 288,9 + 0,29 - -

GAl-VC- 307 £ 1,62 - -

GB2-JR- 311,53+ 0,7 - -

GC1-VC- 386,03+ 0,9 - -

GB1-VC- 402,17 £ 1,6 - -

Moyenne 260,94+72,22 Moyenne 93,57 £17,92
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VI11.4 Teneur des tocophérols totaux des huiles

Les teneurs en tocophérols totaux, présentées dans le tableau 30, sont extrémement
élevées pour I'ensemble des échantillons par rapport a celles trouvées pour les échantillons
de 2015. La teneur en tocophérols varie de 174,13 mg/100g a 809,18 mg/100g. Il est clair
que les huiles extraites a partir des fruits immatures (vert-clair) d’Elghaicha et Hassi Delaa
contiennent les quantités les plus élevees. L’accumulation des tocophérols est la plus
élevée pour les échantillons collectés tres précocement. Par ailleurs, quelque soit le degré
de maturité des fruits, les échantillons d’Elghaicha sont les plus riches en tocophérols. Ceci

serait d0 aux mémes facteurs avancés précédemment.

Tableau 30:Teneur en tocophérol totaux dans les huiles de Pistacia atlantica 2016.

Echantillons immatures Teneur Echantillons matures Teneur
(mg/100g) (mg/100g)
HDB3-JRN- 280,9 + 0,57 HDB3-N- 174,13 £ 0,54
HDB4-JN- 305,4 + 0,57 HDB4-N- 176,43 £ 0,14
HDA3-JR- 391,89 +0,7 HDA4-N- 195,64 £ 0,37
HDAA4-JRN- 409,87 £0,34 GA2-V- 198,09 + 0,45
HDB2-JR- 439,72 £ 0,1 HDA3-N- 205,89 +0,81
HDB1-VC- 477,61 £ 0,37 GC2-V- 221,2 0,37
HDA2-JR- 487,56 + 0,14 GB2-V- 280,14 + 0,57
GA2-JR- 538,23 + 0,46 - -
HDA1-VC- 545,35 + 0,57 - -
GC2-JR- 573,13 +,45 - -
GB2-JR- 609,57 £ 0,9 - -
GAl-VC- 700,5+0,9 - -
GC1-VC- 724,99 + 0,91 - -
GB1-VC- 809,18 £0,9 - -
Moyenne 579,03 £135,32 Moyenne 239,12 £58,02

VI1.5 Analyse des tocophérols des huiles par CLHP

L’analyse des tocophérols individuels a été réalisée dans les mémes conditions que
celles pour la collecte 2015. Les résultats sont regroupes dans le tableau 31. Les différents
isoméres ont également été identifiés d'une maniére identique. Quelques profils

chromatographiques des échantillons sont mentionnés en annexe 4.

Les pourcentages relatifs déterminés renforcent une fois de plus ce qui a été indiqués
pour les échantillons 2015( partie V.2.4.3). Globalement 1’isomére 1'a-tocophérol domine
dans les huiles des fruits immatures tandis que I’isomére y-tocophérol domine dans les

huiles des fruits matures.
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Tableau 31: Pourcentage des isomeres o et y tocophérols (%) dans les huiles des fruits de

P. atlantica 2016.

Echantillons a-Toc v-Toc
GAl-VC- 76,81 23,19
GA2-JR- 60,27 39,73

GA2-V- 50,94 49,06
GB1-VC- 69,31 30,69
GB2-JR- 63,78 36,22

GB2-V- 56,5 43,50
GC2-JR- 69,51 30,49

GC2-V- 64,49 35,51

HDA2-JR- 69,41 30,59
HDA3-JR- 81,39 18,61
HDA3-N- 46,21 53,79

HDA4-JRN- 40,26 59,74

HDA4-N- 47,40 52,6
HDB1-VC- 72,77 27,23
HDB2-JR- 61,66 38,34

HDB3-JRN- 78,46 21,54
HDB3-N- 67,46 32,54
HDB4-JN- 41,20 58,8
HDB4-N- 41,18 58,82

Moyenne immature 70,34 £ 6,77 29,66 = 6,77
Moyenne mature 50,63 + 9,58 49,37 + 9,58

VI11.6 L’évaluation du pouvoir antioxydant des huiles des fruits des Pistacia atlantica

V11.6.1 Test de piégeage d’un radical libre le DPPH

L’activité antioxydante des huiles est exprimée par le facteur EC50 mg/ml. Les valeurs

de I'EC50 déterminées sont résumées dans le tableau 32.
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Tableau 32 : Les valeurs de ’EC50 calculé pour les différents extraits lipidiques des fruits
de 2016 de maturite différente lors de test DPPH.

= %) (%]

< > = 5 3 E = £ 3 E
2 E £ 5 O 5 g 2 S5
8 s c £ w e c © w =
n 8] S E ~ 5 E ~

Ll w = Ll

VitE 0,027 GB1-VC- 2,81 GA2-V- 11,31
HDA1-VC- 3,89 GC2-V- 11,77
GC1-VC- 4,33 GB2-V- 11,84

HDA2-JR- 4,51 HDAS3-N- 12,6
HDB1-VC- 4,68 HDB3-N- 14,07
GC2-JR- 4,84 HDA4-N- 17,62
GB2-JR- 5,37 HDBA4-N- 21,70

HDA3-JR- 5,66 - -

HDA4-JRN- 6,01 - -

HDB2-JR- 5,96 - -

HDB3-JRN- 6,66 - -

HDB4-JN- 6,76 - -

GAl-VC- 9,49 - -

GA2-JR- 9,72 - -

Moyenne 5,76 £1,95 Moyenne 14,52 £3,82

Les valeurs d’EC50 varient de 2,81 mg/ml a 21,70mg/ml. Comme les stérols et les
tocophérols, nous constatons que toujours les huiles provenant des fruits immatures sont
les plus actives. La majorité des échantillons d’Elghaicha sont les plus actifs. Ce qui
confirme I’influence des facteurs environnementaux sur la composition et 1’activité des

extraits lipidiques.

V11.6.2 Relation entre la teneur en tocophérols et le pouvoir anti-radicalaire

Partant de ces données, nous avons essayé de trouver une relation entre les teneurs en
tocophérols totaux et I’EC50 pour l'ensemble de la série d'étude et ce en tracant une
régression linéaire reliant ces deux parametres avec calcul du coefficient de corrélation r
(Figure 44).
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Figure 44: Régression linéaire de la corrélation entre le taux de tocophérols et ’EC50 des

extraits huileux.

Nous remarquons une forte corrélation négative entre le taux de tocophérols et I’EC50.
Le coefficient de corrélation obtenu est -0,72 (corrélation négative). Ainsi, plus I’extrait est

riche en tocophérol, plus son pouvoir antioxydant est important. Toutefois cette valeur est

assez proche trouvée pour les échantillons 2015, ce qui montre le réle des tocophérols dans

’activité antioxydante.

VI1.7 Analyse de données concernant les paramétres étudiés

L'analyse des composantes principales (ACP) pour les échantillons de fruits a permis

d'avoir les données mentionnées dans le tableau 33 et la figure 45.

La matrice de corrélation de Pearson indique qu'en plus de la corrélation négative

significative obtenue entre la teneur en tocophérols et I'EC50, il y a une trés forte

corrélation négative (r= -0,84) entre le rendement d'extraction huileuse et la teneur en

stérols totaux signifiant que plus le rendement augment moins I'extrait est riche en stérols.

Tableau 33 : Matrice de corrélation de Pearson de 2016.

Variables Tocophérol Sterol Rendement EC50

Tocophérol 1 0,97 -0,80 -0,72
Stérol 1 -0,84 -0,80

Rendement 1 0,86
ECS50 1
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La distribution des différents échantillons des fruits par rapport aux quatre parametres
étudiés montre leur caractére distinctif (Figure 45).

Deux groupes distincts sont obtenus, le premier englobe les échantillons de couleur
vert- clair et jaune rouge (immatures) caractérisé par un rendement faible mais une richesse
en stérols et tocophérols totaux associé a une tres forte activité antioxydante. Le deuxiéme
est dominé largement par les fruits matures de couleur verte ou noire dont le rendement
d'extraction en huile est le plus élevé mais avec des niveaux en tocophérols et stérols
totaux largement inférieurs. lls sont également caractérisés par des EC50 élevés d'ou leur

faible activité antioxydante.
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Figure 45: Représentation graphique de la distribution des échantillons en fonction des 4 variables différentes.
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VI11.8 Analyse quantitative des fractions insaponifiables

VI11.8.1 Taux de la fraction insaponifiable des huiles

Les taux en insaponifiables présentés dans la figure 46, sont élevées pour lI'ensemble des
échantillons immatures par rapport aux échantillons matures. Ce résultat est déja confirmé
pour les échantillons 2015.
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Figure 46: Taux de la fraction insaponifiable des huiles de fruits de Pistacia atlantica.

Nos résultats indiquent entierement une variation du taux de la fraction insaponifiable
selon la couleur des fruits et partant leur degré de maturité. Il semble que ce taux diminue
avec la maturation des drupes.

V11.8.2 Teneur des stérols et tocophérols totaux dans les insaponifiables

Le tableau 34 récapitule les teneurs en stérols et en tocophérols totaux au niveau de la
fraction insaponifiable, les résultats sont respectivement fournis en milligrammes équivalents

de cholestérol et en milligrammes équivalents de vitamine E par gramme de matiéeres
insaponifiables.
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Tableau 34: Teneurs en stérols et en tocophérols totaux dans la fraction insaponifiable
d’huile des fruits de Pistacia atlantica 2016.

Echantillons Teneur Echantillons Teneur
Immatures (mg/g) Matures (mg/g)
Stérols
HDA4-JRN- 81,69+ 0,31 HDA4-N- 73,73 £0,76
GC2-JR- 113,22+ 0,57 GC2-V- 79,78 £ 0,35
HDB3-JRN- 116,57 + 0,09 HDA3-N- 103,67 + 0,64
HDB4-JN- 124,37 + 0,64 HDB3-N- 107,81 + 0,57
GA2-JR- 130,9 £ 0,22 HDB4-N- 108,44 + 0,48
HDA2-JR- 132,81+ 0,79 GA2-V- 111,47 + 0,26
GB2-JR- 148,57 + 0,13 GB2-V- 128,35+ 0,74
HDA1-VC- 171,98 + 0,95 - -
HDB2-JR- 160,2 + 0,46 - -
GAl-VC- 172,14+ 0,75 - -
GC1-VC- 179,31 + 0,49 - -
GB1-VC- 180,58 + 0,3 - -
HDB1-VC- 221,66 + 0,14 - -
HDA3-JR- 235,04 + 0,29 - -
Tocophérols
HDA4-JRN- 5,09 +0,45 HDA3-N- 10,14 + 0,45
GAl-VC- 515+ 0,21 HDB4-N- 10,54 + 0,32
GC1-VC- 572+0,17 HDB3-N- 10,61 + 0,62
HDB4-JN- 6,53+ 0,07 HDA4-N- 12,55+ 0,41
GC2-JR- 6,7+ 0,43 GA2-V- 13,53 +0,18
HDAZ2-JR- 6,8+ 0,74 GC2-V- 13,63 £ 0,25
GB1-VC- 6,91 + 0,68 GB2-V- 14,64 + 0,31
GA2-JR- 7,06 +0,41 - -
HDA3-JR- 7,11 +0,26 - -
HDB2-JR- 7,99 +£0,37 - -
GB2-JR- 8,53+0,21 - -
HDB3-JRN- 9,85+0,84 - -
HDA1-VC- 11,22+0,9 - -
HDB1-VC- 11,72 +0,52 -

Globalement, nous ne remarquons pas de variation significative de ces deux paramétres

concernant la couleur des fruits ou la date de collecte encore moins selon I'emplacement

géographique.
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Nous avons déterminé la proportion de I'ensemble stérols/tocophérols par rapport a la

matiere insaponifiable (Tableau 35) afin de découvrir une éventuelle variation.

Tableau 35: Pourcentages des stérols et tocopheérols dans la fraction insaponifiable d’huile de

fruits de Pistacia atlantica 2016.

Echantillon | Stérols / tocophérols rate (%) | Autres (%)
GAl-VC- 33,44 66,56
GA2-JR- 18,54 81,46

GA2-V- 8,24 91,76
GB1-VC- 26,14 73,86
GB2-JR- 17,42 82,58

GB2-V- 8,77 91,23
GC1-VC- 31,35 68,65
GC2-JR- 16,89 83,11

GC2-V- 5,85 94,15

HDA1-VC- 15,32 84,67
HDA2-JR- 19,53 80,47
HDAS3-JR- 33,04 66,96
HDAS3-N- 10,23 89,77

HDA4-JRN- 16,04 83,96
HDAA4-N- 5,87 94,13

HDB1-VC- 18,92 81,08
HDB2-JR- 20,06 79,94

HDB3-JRN- 11,84 88,16
HDB3-N- 10,16 89,84
HDB4-JN- 19,03 80,97
HDB4-N- 10,28 89,72

Nous constatons pour les échantillons d’Elghaicha une variation dans le méme sens du
rapport entre les teneures en stérols et tocophérols selon la couleur des fruits. Pour les arbres
de Hassi Delaa cette variation n’est dans le méme sens. Ceci pourrait refléter I'effet de
facteurs propres a chaque arbre qui nécessite des investigations plus approfondies. Les autres
constituants de la fraction insaponifiable (pigments, hydrocarbures, alcools tri terpéniques,...)

sembleraient &tre majoritaires.

V11.8.3 Evaluation du pouvoir antioxydant des fractions insaponifiables des huiles de

fruits de Pistacia atlantica par le test DPPH

Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction
de la concentration de la matiere insaponifiable pour les vingt-un échantillon sont indiqués
dans les figures respectives 47, 48, 49, 50, 51, 52 et 53.
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Figure 47: Graphe représentant 1’activité antioxydant des fractions insaponifiables des huiles

de fruits de I’arbre A de I’ElGhaicha (deux collectes).
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Figure 48: Graphe représentant I’activité antioxydante des fractions insaponifiables des huiles de

fruits de I’arbre B de 1’Elghaicha (deux collectes).

120

100

80

60

40

Pourcentage d'inhibition

20

+ GC1-VC-

4 GC2-JR-
A
= GC2-V-
A»E
/ *
0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
C (mg/ml)

Figure 49: Graphe représentant I’activité antioxydante des fractions insaponifiables des
huiles de fruits de I’arbre C de I’Elghaicha (deux collecte).
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Figure 50: Graphe représentant I’activité antioxydante des fractions insaponifiables des
huiles de fruits de I’arbre A de Hassi Delaa 4de différents couleurs issus de quatre collectes

différentes.
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Figure 51: Graphe représentant I’activité antioxydante des fractions insaponifiables des
huiles de fruits de I’arbre B de Hassi Delaa de différents couleurs issus de quatre collectes

différentes.

A partir de ces figures, on remarque que les fractions insaponifiables des échantillons
matures de tous les arbres du site d’Elghaicha (3 arbres) ont le pouvoir antioxydant le plus
élevé. La méme constatation a été notée pour les cing échantillons issus de I’arbre
d’Elghaicha collectés en 2015. Ceci pourrait étre justifié par I’influence des facteurs
environnementaux. Par contre, d’'une maniere genérale nous ne notons pas de relation
tangible entre le degré de maturation et I’activité antioxydante de la fraction insaponifiable

pour les echantillons de Hassi Delaa (figure 52).

Page 120



Résultats et Discussion

I
o
)

1,47

= P
[ N »
1 1 1

EC50 mg/ml

40' 6‘

v@’x&%\d\»c W
@@0%0606 @QQY'Q@

~

VW
SR

1,52

U F SN NSNS S

15

& §1~ @Q’% g%@%
a -
& Q@Q’ «2929‘3’% ® «29% ®

Figure 52: EC50 calculéee pour les différentes fractions insaponifiables des huiles de fruits de

maturité différente.

La régression linéaire entre les teneurs en tocophérols et les valeurs d'EC50 pour les

fractions insaponifiables sont présentées en figure 53. Le coefficient de corrélation calculé est

assez moyen (r=-0,54) indiquant un réle modéré des tocophérols dans I'activité antioxydante

de la matiére insaponifiable.
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Figure 53: Régression linéaire entre le taux de tocophérols et ’EC50 des différentes fractions

insaponifiables.

Page 121



Résultats et Discussion

Comme il a été rapporté pour les échantillons 2015, I'activité antioxydante de la fraction
insaponifiable augmente en fonction de la maturation des fruits. Ceci serai d a la présence

de molécules antioxydantes (les composes insaponifiables mineurs).

VI11.9 Etude des composés phénoliques au niveau des tourteaux et au niveau des
mélanges huiles correspondantes

VI11.9.1 Extraction des polyphénols et analyse quantitative (dosage des phénols totaux,

Flavonoides) a partir des tourteaux

Aprés délipidation des tourteaux, les composés phénoliques sont extraits en suivant la
méme procédure utilisée pour la premiere série. Les teneurs en phénols totaux et en
flavonoides dans les échantillons des tourteaux ont été déterminées a partir des courbes
d’étalonnage respectives d’acide gallique et de quercétine (annexe 5). Les résultats sont
exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique et en milligrammes équivalents de
quercétine par gramme de matiere végétale (Tableau 36). Chaque valeur est la moyenne de

trois essais.
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Tableau 36: Teneurs en phénols totaux et en flavonoides pour les 21 échantillons d’extrait
phénoliques des tourteaux.

Echantillons Masse Rendement | Teneursen | Teneur en | Pourcentage
d’extrait (%) phénols Flavonoide des
brut(g) totaux (mg/g) Flavonoides
(mg/g) par rapport
aux phénols
totaux (%)
GAl-VC- 0,84 8,46 22,67+0,7 | 197+£0,11 8,69
GA2-JR- 0,58 5,78 19,51+0,38 | 2,12+0,12 10,87
GA2-V- 0,41 4,08 17,32 +0,69 | 2,43 +0,07 14,03
GB1-VC- 0,56 5,6 4468+0,04 | 1,56 +£0,23 3,49
GB2-JR- 0,6 6,04 34,26+041 | 22+0,15 6,42
GB2-V- 0,29 2,87 22,69+0,36 | 350,34 15,43
GC1-VC- 0,35 3,51 25,07+£0,21 | 168+0,7 6,7
GC2-JR- 0,44 4,38 21,77 £0,97 | 2,02+0,04 9,28
GC2-V- 0,28 2,84 174+£0,19 | 244+1,38 14,03
Moyenne pour les 27,99 1,92
immatures
d’Elghaicha
Moyenne pour les 19.13 2,79
matures
d’Elghaicha
HDA1-VC- 0,55 5,55 32,54+0,73 | 1,26 £0,09 3,87
HDA2-JR- 0,65 6,45 37,71+£0,25 | 1,46 £0,16 3,87
HDA3-JR- 0,48 4,84 24,19+0,21 | 1,88 £0,54 7,77
HDA3-N- 0,48 477 16,96 £0,45 | 2,19 +£0,13 12,91
HDA4-JRN- 0,47 4,74 15,7+0,08 | 1,66 +0,49 10,57
HDAA4-N- 0,28 2,79 11,150,082 | 2,75 £0,23 24,66
HDB1-VC- 0,55 5,45 30,81+£0,33 | 0,94+£0,14 3,05
HDB2-JR- 0,69 6,89 32,01 +0,04 | 1,02+0,01 3,19
HDB3-JRN- 0,73 7,32 23,58 +0,08 | 1,12 +0,03 4,75
HDB3-N- 0,33 3,35 16,58 +0,33 | 1,88+0,14 11,34
HDB4-JN- 0,31 3,11 13,08+ 0,16 | 1,25+ 0,09 9,56
HDB4-N- 0,22 2,21 10,24 + 0,08 | 2,36 + 0,08 23,05
Moyenne pour les 26,20 1,32
immatures de
Hassi Delaa
Moyenne pour les 13.73 2,29
immatures de
Hassi Delaa
Moyenne pour les | 0,55+0,14 26,97 +8,76 | 1,58 £0,42 6,58 + 2,88
immatures
Moyenne pour les | 0,33+0,09 16,05+4,21 | 251+0,51 | 16,49+5,20
matures
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Les résultats du tableau 36, montrent que la teneur en phénols totaux varie de la méme
maniére que celle observée pour les échantillons 2015 a savoir une augmentation en fonction
du degré de maturation. Pour la présente série, nous notons avec intérét un effet des facteurs
environnementaux traduit par des teneurs assez importantes en phénols totaux notamment
pour les fruits matures. En effet la contenance en phénols totaux est significativement élevée
au niveau des fruits matures d’Elghaicha (19,13 + 2.5 mg/g contre 13,73 + 3 mg/g p< 0,05).
Nous rappelons que notre étude et celle de Guersasse 2018 sont les premieres qui montrent
I’impact de I’altitude sur la teneur en composés phénoliques. Dans la littérature, il a été
rapporté, pour plusieurs espéces végétales, que la teneur en métabolite secondaires dont les
composés phénoliques augmentent considérablement en fonction de I’altitude (Kumar et al.,
2006; Misra et Srivastava. 2011 ; Ni et al., 2014 ; Khajehzadeh et al., 2014). Cet effet
pourrait étre expliqué par I’augmentation de I’indice UV dans les sites les plus élevés, ce qui
conduit a un effet plus oxydatif. Dans ces conditions et comme stratégie d’adaptation, les
plantes fournissent plus de molécules a activité antioxydantes (Stapleton ,1992 ;
Kliebenstein et al., 2002 ; Bassman., 2004 ; Santos, et al., 2013 ; Liu et al., 2013 ;
Kataria., 2014 ; Wong., 2015).

Les résultats relatifs a la teneur en flavonoides, montrent des valeurs proches,
contrairement a ce qui a été indiqué pour les échantillons 2015. Nous pouvons expliquer ce
résultat par des facteurs propres a la saison, propres a 1’arbre (facteurs génétiques, I’age de
I’arbre et 1’éventuel présence d’endophytes) ou propres au site (le sol, ’ensoleillement,...).
Nous rappelons que le site d’étude de Hassi Delaa est inclut pour la premiere fois dans
I’é¢tude. Ceci renseigne sur la présence d’autres composés phénoliques différents des

flavonoides notamment pour les échantillons d’Elghaicha.
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Figure 54: Les teneurs en phénols totaux et en flavonoides pour les extraits des composés
phénoliques des tourteaux.

La comparaison des cing arbres montre des différences notables signifiant des variations
d'un arbre a un autre (figure 54). Nous relevons une différence importante entre les arbres de
I'Elghaicha. Nous nous interrogeons si cette différence entre fruits collectés simultanément a
partir du méme site n'était due a des facteurs propres a chaque arbre (age, facteurs génétiques,

présence d'éventuelles endophytes,...).

V11.9.2 Extraction des polyphénols et analyse quantitative (dosage des Phénols totaux,
Flavonoides) a partir des huiles

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique et en
milligrammes équivalents de quercétine par kilogramme d’huile respectivement pour les

phénols totaux et les flavonoides.
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Tableau 37: Teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les mélanges huileux.

Mélanges | Masse Masse Rendement Teneurs | Teneursdes | Pourcentage
huileux d’huil | d'extrait | d'extraction | des phénols | Flavonoides des
es (g) | phénolique | phénolique totaux (mg /kQ) Flavonoides
brut (g) (mg /kg) par rapporte
aux phénols
totaux (%)
Mél 1 30,68 0,19 0,61 3455+ 056 | 8,65+ 0,29 25,04
(Immature)
Mel 2 30,38 0,07 0,18 11,98+ 0,31 | 4,11+ 0,47 34,31
(Mature)
Mel 3 30,57 0,16 0,53 27,29+ 0,44 | 6,55+ 0,13 24,00
(Immature)
Mél 4 30,78 0,05 0,16 10,42 £ 0,28 3+ 0,16 28,79
(mature)

Comme il a été rapporté pour les échantillons 2015, les mélanges des fruits immatures

marquent le rendement d'extraction phénolique le plus éleve.

Les phénols totaux des huiles gardent le méme changement de ceux des tourteaux. En
effet, nous marquons une diminution de leurs teneurs au cours de la maturation des drupes
(34,55 et 11,98mg/kg pour respectivement Mél 1 et Mél 2). Ce constat est étayé par le calcul
du coefficient de corrélation entre la teneur en phénols totaux des huiles et celle dans les
tourteaux (tableau 38). Nos résultats sont concordants avec ceux de 2015 a I’exception de ce
qui concerne la proportion des flavonoides dans les échantillons immatures (24 a 25 % pour
2016 contre 65% pour 2015). Ceci pourrait étre interprété par 1’effet des mémes facteurs cités

précédemment (saisons, site, endophytes....)
Tableau 38 : Comparaison entre les teneurs phénoliques de mélanges des huiles et les

moyennes en teneurs phénoliques des extraits phénoliques des tourteaux de fruits de chaque
mélange d’huile.

Echantillons | Teneur phénolique Teneur phénolique | Coefficient de corrélation

moyennes pour les | pour les huiles mg/g entre teneur phénolique

tourteaux mg/g dans les tourteaux et les

huiles (r)
Mél 1 27,99 + 9,47 0.035+1.24 0,95

Mel 2 19,14 + 3,08 0.012+1.78
Mél 3 26,20 + 8,62 0.027 £0.94
Mél 4 13,73 + 3,53 0.010 £ 0.72
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V11.9.3 Activités antioxydants au niveau des extraits phénoliques des tourteaux et au

niveau des huiles

VI11.9.3.1 Résultat d’évaluation de pouvoir antioxydant des extraits phénoliques bruts
des tourteaux contre le radical libre DPPH®

Les valeurs d’EC50 pour les extraits phénoliques des tourteaux des fruits récoltés en 2016
sont rapportées dans le tableau 39. A partir de ces valeurs, on remarque que les extraits
phénoliques des tourteaux des fruits récoltés trés précocement se révelent les plus actifs (de
27,83 & 31,51 pg/ml).

Globalement les présentes valeurs d’EC50 indiquent une activité moindre par rapport aux
échantillons de 2015. Cette diminution pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs a savoir :
variation de saison, le site, facteurs propres a 1’arbre. Par ailleurs, les échantillons d’Elghaicha
sont plus antioxydants (31,3ug/ml contre 38,09ug/ml pour les extraits de fruits immatures et
50,82ug/ml contre 62,46pg/ml pour les extraits matures). Ceci est concordant avec les
résultats discutés précédemment relatifs aux phénols totaux et témoigné par la valeur

significative du coefficient de corrélation entre ces deux paramétres (-0,71).
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Tableau 39: Activité antioxydante des extraits phénoliques des tourteaux brutes exprimé par
EC50.

Echantillons EC50

GA1l-VC- 30,48

GA2-JR- 34,35

GA2-V- 54,44

GB1-VC- 29,43

GB2-JR- 31,57

GB2-V- 57,89

GC1-VC- 30,39

GC2-JR- 31,63

GC2-V- 40,15

HDA1-VC- 27,83

HDA2-JR- 35,30

HDAS3-JR- 38,27

HDAS3-N- 58,13

HDA4-JRN- 40,9

HDAA4-N- 65,65

HDB1-VC- 31,51

HDB2-JR- 36,67

HDB3-JRN- 45,88

HDB3-N- 62,70

HDB4-JN- 48,43

HDBA4-N- 63,37
Moyenne pour les immatures 35,19+6.24
Moyenne pour les matures 57,48+8.55

Acide ascorbique 571

V11.9.3.2 Analyse quantitative et évaluation du pouvoir antioxydant des composés des
mélanges des huiles par test de piégeage du radical libre DPPH°

Pour évaluer ’activité antioxydante des huiles, nous nous sommes intéressés a I’étudier
avant et aprés ’extraction des composés phénoliques. Nous constatons, comme il a indiqué
pour les échantillons de 2015, une diminution de la teneur en tocophérols totaux ainsi que de
I’activité antioxydante aprés extraction phénolique (tableau 40). Ceci montre que le dosage
colorimétrique n’est parfaitement spécifique ou des effets interférents augmentent
I’absorbance et par conséquent la quantité des tocophérols totaux. D’autre part la diminution
de I’activité antioxydante aprés extraction des composés phénoliques indique clairement leur
implication dans cette activité.

La comparaison selon la localisation géographique des arbres montre que les huiles des
fruits d’Elghaicha recelent un contenu phénolique plus actif que celui des huiles des fruits de
Hassi Delaa (82,7ug/ml contre 95,68ug/ml pour les fruits immatures et 297,13ug/ml contre
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324,76pug/ml pour les fruits matures, tableau 41). Ce résultat qui est en accord avec ce qui a
été rapporté précédemment pour les paramétres étudiés montre encore une fois 1’effet des

facteurs environnementaux.

Tableau 40: Teneurs en tocophérols totaux et activités antioxydants des huiles (exprimee par
EC50) avant et apres extraction des polyphénols.

Avant extraction des Apres extraction des composés
composés phénoliques phénoliques
Teneurs en Les valeurs Teneurs en Les valeurs
tocophérols d’EC50 tocopheérols d’EC50
(mg/100g) (mg/ml) (mg/100g) (mg/ml)
Mél 1 (huile) 487,3 6,96 239,5 16,03
Mél 2 (huile) 184,7 20,13 93,1 34,53
Mél 3 (huile) 415,3 9,7 203,5 18,06
Mél 4 (huile) 155,8 21,46 66,9 38,01

Tableau 41: Activité antioxydante (exprimeé par EC50) des extraits phénoliques des huiles.

Les mélanges des huiles EC50 pg/ml
Mél 1 82,7

Mél 2 297.13

Mél 3 95.68

Mél 4 324.76
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Conclusion générale et Perspectives.

Dans cette contribution, nous nous sommes intéressés a étudier la composition et l'activité

antioxydante d'extraits lipidiques et phénoliques des fruits du Pistachier de 1’Atlas de

différents degrés de maturité et de différents emplacements geographiques.

Nos résultats ont confirmé la diminution, en fonction de la progression de la maturation

des fruits, de la proportion des acides gras insaturés, du taux de la matiere insaponifiable, de

la teneur en tocophérols et stérols totaux, de la contenance en composés phénoliques au

niveau des huiles et des tourteaux ainsi que de I’activité antioxydante des extraits lipidiques et

phénoliques. Le rendement d’extraction des huiles est le seul parameétre qui augmente en

fonction de la maturation des drupes.

Le présent travail nous a, également, permis de dégager des conclusions que nous

rapportons pour la premiére fois d’ou leur aspect original. Nous les récapitulons comme suit :

v

L’huile de fruits collectés trés précocement (début juillet) contient un pourcentage non
négligeable en acide linolénique dont les vertus diététiques ne sont plus a démontrer.
La proportion de 1'a-tocophérol est considérablement élevée au niveau des huiles des
fruits immatures. Elle diminue, le long de la maturation, au profil de celle de -
tocophérol.

Contrairement a ce qui a éteé trouvé pour les huiles, I'activité anti radicalaire (DPPH)
de la matiére insaponifiable des huiles des fruits mdrs est plus importante par rapport a
celle d'échantillons immatures indiquant ainsi la présence, a des niveaux significatifs,
d’autres composés tres actifs différents des tocophérols et des stérols.

L’activité antioxydante des huiles des fruits immatures serait principalement due aux
composés phénoliques. Pour les fruits mdrs, elle serait due principalement a la fraction
insaponifiable.

Les facteurs environnementaux propres aux sites d’étude en particulier dans les
régions montagneuses auraient un impact certain sur plusieurs parametres. En effet, le
taux des acides gras insaturés, le taux de 1’insaponifiable et ’activité antioxydante des
extraits huileux sembleraient Iégérement augmenter a haute altitude. Cette
augmentation est beaucoup plus prononcée pour les métabolites secondaires

(composés phénoliques).
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En deépit, de la faible teneur en huile, les fruits immatures de P. atlantica pourraient

constituer une source majeure de composés bénéfiques tels que les acides gras linoléique et

linolénique, les composés phénoliques et les molécules de la fraction insaponifiable. Ces

composés semblent étre des critéres pour distinguer les premiers stades de maturation des

fruits. L’emplacement géographique de I’arbre, en particulier dans les hautes altitudes, aurait

une influence sur la composition et I’activité des extraits lipidique et phénolique. Pour nous,

la présente étude et ses résultats constituent un outil de recherche de premier plan pour

déterminer la date idéale de collecte des fruits de Pistacia atlantica. D'autres études sont

nécessaires pour consolider ces résultats.

A titre de recommandations pour soutenir ce travail, nous suggerons :

v

Etendre I'étude & un grand nombre d'échantillons avec plusieurs collectes depuis le début
de la fructification jusqu’a la fin du temps du fruit, et ce afin de choisir le moment
approprié pour la collecte.

Sélection de plusieurs sites avec ’altitude comme variable.

Elargissement du panel de tests aux essais in vitro (par culture cellulaire) et in vivo
(modeles animaux) et recherche d’autres activités (anti inflammatoires,
anticancéreuses,...).

Détermination, par des procédés perfectionnés tels que la CLHP, des composés
chimiques dans les extraits phénoliques responsables de I'activité antioxydante.
Identification des molécules responsables de I'activité antioxydante dans la fraction
insaponifiable de I’huile notamment au niveau des fruits mdrs.

Mise en évidence des mécanismes (réactions métaboliques, enzymes, signalisation,..)
conduisant a une diminution des acides gras insaturés, de la partie insaponifiable, des
stérols, des tocophérols et des composés phénoliques dans les fruits tout au long de leur
maturation.

Pour approfondir, les molécules actives de cette plante doivent étre isolées pour étre

testées, in vivo, afin de trouver une application thérapeutique.
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Annexe 1

v' Les réactifs et les produits chimiques

Acide acétique.

Acide chlorhydrique (HCL).

Acide sulfurique (H2SOa4).

Alpha —tocophérol (vitamine E).
Anhydride acétique.

Butanol.

Chloroforme.

Cholestérol.

Diéthyléther.

Ethanol absolu.

Hexane.

Hydroxyde de potassium (KOH).
Meéthanol.

Phénantroline.

Sulfate de sodium anhydride (Na2SOs).
Trichlorure de Fer (FeCls).

2 ,2-diphényl-1-Picrylhydrazyl (DPPH).
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Annexe 2

v Matériel

e Ampoule a décanter 250 ml

e Ballon a fond rond 250 ml, 500 ml
e Bécher 50 ml

e Burette graduée 25 ml

e Cuvette (quartz et plastique)

e Entonnoir

e Eprouvette graduée 25ml, 250 ml
e Erlenmeyer de 50ml, 250 ml

e Fiole jaugée de 50 ml, 100 ml ,200 ml
e Micropipette

o Papier filtre

e Pipette pasteur

e Tube a essais

e Soxhlet

v' Equipements

e Agitateur magnétique (Heidolph-MR 3001 K)

e Balance (KERN ABS)

e Chauffe ballon

¢ Hotte chimique (ASEM)

¢ Rotavapeur (BuCHI-R-200)

e Spectrophotométrie UV /visible (SHIMADZU UV 1601)
e Vortex (VELP scientifica)
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Test de Student :

Cas du petit echantillon : n1, n2< 30.

Annexe 3

Si la t calculée > t lue sur la table, la différence entre les deux echantillons est significative.

Si la t calculée < t lue sur la table, la différence entre les deux échantillons n’est pas

significative.
P 1 X
& o™ e S,%
N4 N,
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Annexe 4

Profils chromatographiques de I'analyse, par CPG, des EMAG pour quelques échantillons de
la saison 2015.

1LCHANT - MY o i o
AL CHIIOMATOPAC CH=1 DATA—L  0CHRML . O ATTEM:= 2 SHERDR 3.8

- == T41
=

E TE3
= B Atz

U-EH8A CHREOMATOPAC CH-1 FHeport MNo.=17 DATA=] : 8CHRM L., ©O0 1T/85-11  1%:47:36

Chromatogramme CPG des esters méthyliques des acides gras d’huile brute de Pistachier de

I’Atlas de I’échantillon 3' RN (V).
CR&A CHROMATOPAC — Cli-l DATA=]:@CHRMI. COO ATTEN= 2 SPEED= 5.0

*-HSA CHREOMATOPAC CH=1 #Heport No.:--18 DATA=1 :2#CHRMI. COO 17705730 14:24:00

Chromatogramme CPG des esters méthyliques des acides gras d’huile brute de Pistachier de
I’Atlas de I’échantillon 4V (J).

SEETGR L . bl TMR e B L

C LRSS CHEORATOPAC CH-- 1 DATA =1 ACHRM] . T ATTEN 2 SPEEL 3.0
o i 3 41 I
", E] -_., - - — -— ——
T -waa CHROMATOPAC CH=1 Beport No., =11 DATA=1 :aCHREM1. COO 17,8521 15035182

Chromatogramme CPG des esters méthyliques des acides gras d’huile brute de Pistachier de
I’Atlas de I’échantillon 4V(JR).
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Lalohifed . NLE .
ToREA CTIRONA T =1 DPaTrA=1 i ®CIHRM L. a9 ATTEDM 4 SIFEED .0
o = 5. 650
=y —.
E T ]
Hepori No.=18 DATA=T s ECHEME . CO 17795721 1Z-4e:30

CH%bhd'afég ramme CPG des esters méthyliques des acides gras d’huile brute de Pistachier
de I’Atlas de ’échantillon 4V(RV).

LILFUN L TNL T
= R&A CHROMATCPAC Cli=1 DAT A= ] tACHEY] . OO0 ATTEN= Z SPEED 5.0

~— N =. 30
— — 18206
- - e
B CIEMOMATORAT CEI=1 Reprorl No, 17 DATA=] : % CHEML. CO0 17779530 14:11:z08

Chromatogramme CPG des esters méthyliques des acides gras d’huile brute de Pistachier de
I’Atlas de I’échantillon 5G(JR).

HANT . MNI-1
S CHEORA NOPAT CH-1 DATA=] : aCHEMY . CO ATTEN=- 2 SPEF] - 5.8

Y oREA CHEOMATOPAC CH=1 Report MNo,.=10 DATA=] :wCHEM] . CoD 177037511 14:17:56

Chromatogramme CPG des esters méthyliques des acides gras d’huile brute de Pistachier de
I’Atlas de I’échantillon 5G(V).

RSA CHIXOMATOIAC L DATA ] :=ClikN1 . Ce0 ATIEN 2 SPERD 5.0
i. 51
e Sy Do -— e
1] -
BSA CHEUOMATOPAC Cli~l Report NoO.-*10 DATA=1:u2CHRM1.CE0 17.95°30 13:56:24

Chromatogramme CPG des esters méthyliques des acides gras d’huile brute de Pistachier de
I’Atlas de I’échantillon 6B(J).
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Profil chromatographique des standards commerciaux de tocophérols.
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Temps de rétention (min)

Profils chromatographiques de I'analyse, par CLHP, des tocophérols pour quelques

échantillons de la saison 2015.
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2D (RV)

Temps de rétention (min)
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Profils chromatographiques de

échantillons de la saison 2016.
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Fluorescence (mVolts) Fluorescence (mVolts) Fluorescence (mVolts)

Fluorescence (mVolts)
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Annexe b5

Courbes63 d'étalonnage utilisées pour les dosages colorimétriques (stérols totaux, tocophérols
totaux, phénols totaux et flavonoides), Pour les échantillons de la saison 2015.

1 2
0,6 14
o °
0,5 y = 0,8695x 1.2 y = 18,97x
R? = 0,9969 T 1 220
=04 E R>=0,9928
8 g 08
. wn
Zo3 < 06
w w L ]
<02 204 y
01 : 02 ’
0
0 & 0 0,02 0,04 0,06 0,08
0 0,2 0,4 0,6 0,8 C (mg/ml)
C ( mg/ml)
3 4
1 1,000
09 0,900 -
08 y = 3,5228x 0800 y = 17,554x
’ R2=0,9988 ! R?=0,999%
=07 : & 0,700
© 06 < 0,600
= 05 = 0,500
204 2 0,400
<03 . < 0,300
02 0,200
01 0,100
0 0,000
0 01 02 03 0 0,02 0,04 0,06
C mg/ml C mg/ml

Courbes d'étalonnage de, respectivement, cholestérol (1), la vitamine E(2), I'acide gallique(3)
et la quercétine (4).
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Courbes d'étalonnages utilisées pour le calcul de I'EC50 de la vitamine E et de la vitamine C
pour les échantillons de la saison 2015.

1
— 2
S 1
~ 7
c
2 08 G
2 e
E 0,6 (4 %50
2 04 5"
& EE
g 0.2 > %20
5 =9
g 0 10
0,01 0,02 003 004 005 0,06 .
C (mg/ml

4 g g 10
Concentration pgiml

Courbes d'étalonnage de I'activité antioxydante (DPPH) de la vitamine E (1) et de la vitamine

C ().

Courbes d'étalonnage utilisées pour le dosage des tocophérols et I'activité antioxydante de la
vitamine E avant et aprés I’extraction des phénols totaux a partir les huiles, pour les
échantillons de la saison 2015.

1

Abs a 510nm

o
(]

o o o
B o 0

o

[\

[ ]

. ]

70 7
g0
30 A

30
20

o

0,02 0,04
Concentration g/l

0,06

pourcentage dinhibition (%)
=

2
.
- s
&
.-"r;
p"‘.j
.-f"f’
e
.-""-‘F
L
e
a 0.01 0.0z 003
Concentration (gl

Courbes d'étalonnage de la vitamine E de la vitamine E (1) et de I'activité antioxydante

(DPPH) (2).



Annexe

Courbes d'étalonnage utilisées pour les dosages colorimétriques (stérols totaux, tocophérols
totaux, phénols totaux et flavonoides), Pour les échantillons de la saison 2016.

1 2
0,7 12
0,6
’ 1 y = 17,421x
05 y = 0,859x R? = 0,9955
o R2 = 0,9987 08
o s
B804 o
= <€ 0,6
2 03 2
20,
< <04
0,2
01 0,2
0 0
0,2 0,4 0,6 08 0 0,02 0,04 0,06 0,08
C( mg/ml) C(mg/ml)
3 4
1
0,9
L 08
0.9 y = 3,4265x » 07 y = 16,893x
08 R>=0,9984 s R2=0,9997 “
~ 07 ® 2 06
o e
S 0,6 o 05 ®
% 0,5 Ps 2 014 ®
204 03 ‘
<« 0,3 ° @ !
0,2 02 &
0,1 01 | &
0 & 0
0 0,1 0,2 03 0 0,02 0,04 0,06
C mg/ml C mg/ml

Courbes d'étalonnage de, respectivement, cholestérol (1), la vitamine E (2), I'acide gallique(3)

et la quercetine (4).
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Courbes d'étalonnages utilisées pour le calcul de I'EC50 de la vitamine E et de la vitamine C

pour les échantillons de la saison 2016.

1 2
SR
c 09
2 o8 £100
=i g 9%
€ 07 £ 80
o 0,6 ® £ 70
® =
2 05 £ 60
5 04 g X0
£ 03 & 40
2 02 . g 2
' g 20
0,1 g 10
0 e O
0 0,02 0,04 0,06 5 10 15
C (mg/ml C pg/ml

Courbes d'étalonnage utilisées pour le dosage des tocophérols et I'activité antioxydante de la
vitamine E avant et aprés I’extraction des phénols totaux a partir les huiles , pour les
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Annexe

Annexe 6

Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition des radicaux libres DPPH" en
fonction de la concentration des extraits d’huiles pour quelques échantillons collecte en 2015.
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Annexe

Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition des radicaux libres DPPH: en
fonction de la concentration des extraits d’huiles pour quelques échantillons collecte en 2016.
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Annexe

Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition des radicaux libres DPPH' en
fonction de la concentration de la fraction insaponifiable pour quelques échantillons collecte
en 2015.
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Les figures ci-dessous présentent le pourcentage d’inhibition des radicaux libres DPPH' en
fonction de la concentration de la fraction insaponifiable pour quelques échantillons collecte

en 2016.
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Abstract This study aimed to determine the effect of the
maturation degree on the chemical composition of Pistacia
atlantica fruits oil. A total number of 21 samples of fruits
at three stages of maturation (unripe, middle maturity, and
ripe fruits) were used in this study. Thus, the fatty acid
composition was studied; the percentage of the unsaponifi-
able matter (w/w) and its anti-DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) activity were assessed. The total phenolic
compound content was also evaluated. The obtained results
indicated, for the first time, that unripe fruits oil was char-
acterized by richness in linoleic acid (31.63% =+ 3.64%), in
unsaponifiable matter (9.29% + 6.19% w/w), and in phe-
nolic compounds (2.51 mg per 100 g oil). For ripe fruit oil,
these values were similar to those of some seed oils
(22.41% + 3.66%, 2.98% + 1.71% w/w, and 0.13 mg per
100 g oil, respectively). Data analysis by principal compo-
nent analysis showed that linoleic acid percentage and the
unsaponifiable fraction percentage could constitute good
markers for these fruits. These two parameters associated
with a high level of phenolic compounds seem to distin-
guish and value the oil of P. atlantica unripe fruits. Thus,
the findings revealed that the unripe fruits, rich in bioactive
molecules such as unsaturated fatty acids and phenolic
compounds, would be the optimal stage of harvesting time.
Based on this, we could integrate this natural bioresource
in industrial applications.
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Introduction

Pistacia atlantica, belonging to the family Anacardiaceae,
is a spontaneous plant distributed in several regions of
Algeria. Different parts of this tree including fruits, leaves,
galls, and resin have been used in folk medicine (Bozorgi
et al., 2013). Leaves and fruits of P. atlantica constitute a
good source of several bioactive compounds such as essen-
tial oils and polyphenols (Gourine et al., 2010; Peksel
et al., 2013). Numerous experimental studies have focused
on the composition of the oil extracted from the fruits
(Guenane et al., 2015; Yousfi et al., 2002, 2005). The effect
of the fruit maturation degree on fatty acids and tocopherol
composition was also reported (Guenane et al., 2015). In
the past, research was carried out to investigate the influ-
ence of harvest date on the fatty acid composition of olive
oil and revealed that the harvesting time affects the latter
(Beltran et al., 2004). The unsaponifiabe fraction of the
vegetable oils is now valuated because of its antioxidant
and anti-inflammatory effects (Cardeno et al., 2014). The
unsaponifiabe matter and the phenolic compounds in
P. atlantica fruits oil remain little explored.

In this study, we report the effect of the maturation
degree on the fatty acid composition, the unsaponifiable
fraction rate, and the amount of phenolic compounds in
P. atlantica fruit oil. Data analysis using principal compo-
nent analysis (PCA) was carried out to establish possible
distinctive groups on the basis of the studied parameters.
The present work stands as an endeavor to uncover the
ideal harvesting time of fruits rich in bioactive molecules
such as fatty acids and phenolic compounds.
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Materials and Methods

In 2015, P. atlantica fruits were collected over 3 months at
five different sites from Laghouat department (Algeria).
After air-drying in the shade, the samples were kept at the
room temperature for 2 weeks. Then, they were divided
into three groups according to the maturation degree that
was defined by their color. The characteristics of samples
and harvest are shown in Table 1. Fig. 1 shows three sam-
ples of different maturity degree.

Reagents and Standard

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA.

Oil Extraction

The fruits (100 g) were milled into powder using a manual
mill and extracted with 300 mL n-hexane using a soxhlet
extraction apparatus for 8 hours. Samples were then dehy-
drated with anhydrous sodium sulfate and filtered. The sol-
vent was evaporated under reduced pressure using a rotary

Table 1 Characteristics of P. atlantica fruit samples

evaporator at 40 °C. The dried crude oils were stored at
+4 °C until use.

Fatty Acid Methyl Ester Preparation and Gas
Chromatography (GC) Analysis

Fatty Acid methyl esters (FAME) were made by refluxing
0.5 g of oil samples with 25 mL of 0.5% sodium methoxide
for 30 min. After cooling, 20 mL of distilled water and
20 mL of n-hexane were added to the mixture. The organic
phase that contains FAME was then recovered, washed,
and dried using anhydrous sodium sulfate. After filtration
and evaporation of n-hexane, FAME were purified by flash
chromatography over silica gel as the stationary phase and
chloroform as the mobile phase.

FAME were analyzed on a Chrompack CP 9002 gas chro-
matograph equipped with a split-splitless mode injection sys-
tem, a flame ionization detector (FID), and a DB23 capillary
column (30 m x 0.32 mm i.d., 0.25 pm film thickness). Oven
temperature was in isotherm mode (250 °C). Injector and
detector temperatures were set at 280 °C. Nitrogen was used
as a carrier gas at a flow rate of 1 mL min~". The injection
volume was 0.8 pL. The fatty acids were identified by compar-
ison of their retention times with those of pure standards.

Sample Color of the skin Degree of maturation Month of harvest Site of harvest

1A(Y) Yellow Unripe Site 1

1A(DR) Dark red Middle maturity July tzliu}de(:kﬂé j131(;243453; l‘é

: < ngitude: 2°39°44.19"

a) Rl B Altitude: 836 m

1B(Y) Yellow Unripe

1B(DR) Dark red Middle maturity

1B(G) Green Ripe

1B(B) Black Ripe

2(YR) Yellow-Red Unripe Site 2

2(RG) Red-Green Middle maturity August Latitude: 33°30°37.07"N

2G) Giesii Rine Longitude: 2°59°32.58"E
P Altitude: 873 m

3(Y) Yellow Unripe Site 3

3(YR) Yellow-Red Unripe Augusl Latitude: 33°48°07.38"N
; e Longitude: 2°53'20.06"E

3(RG) Red-Green Middle maturity Altitude: 761 m

4(YR) Yellow-Red Unripe July Site 4

4(YR) Yellow-Red Unripe August Latitude: 33°38'42.79"N

£(G) Grsen Rine Longitude: 2°55'42.70"E
P Altitude: 812 m

5(YR) Yellow-Red Unripe Site 5

5(RG) Red-Green Middle maturity August Latitude: 33°59°15.80"N

5(G) Giséi Ripe Longitude: 2°01'45.39"E
P Altitude: 1426 m

5'(YR) Yellow-Red Unripe September

5'(G) Green Ripe

The code is composed of a number indicating the site, a first letter indicating the tree (if there is more than one per site) and letters in brackets
indicating the color of the fruit. In the case where second picking on the same tree is performed an additional sign (*) was added.
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Fig. 1 Three samples of P. atlantica fruits. From left to right unripe fruits (yellow-Red), middle maturity fruits (Red-Green), and ripe fruits
(Green)

Extraction and Anti-DPPH Activity of the
Unsaponifiable Fraction

The extraction of the unsaponifiable matter relied on the
saponification of a mass of 2 g of oil by 50 mL 1 N etha-
nolic KOH under reflux for 1 hour 30 min. After the addi-
tion of 50 mL of diethyl ether (double extraction)
followed by washing with distilled water until neutraliza-
tion, the organic phase was dried with anhydrous sodium
sulfate, filtered, and then evaporated under reduced pres-
sure. The dry residues of the unsaponifiable fractions were
solubilized in 5 mL of butanol. The antioxidant activity
against DPPH was evaluated as described by Brand-
Williams et al. (1995) with little modification. Succinctly,
1 mL of sample dilutions was added to 1 mL of 250 pM
solution of DPPH prepared in methanol. After 30 min of
incubation at room temperature, the absorbance was mea-
sured at 517 nm against a blank using a Shimadzu 1601
spectrophotometer. The normal purple color of DPPH will
turn into yellow when it is reduced by an antioxidant in a
dose-dependent manner. The concentration of the extracts
providing 50% inhibition (EC50) was calculated from the
graph plotting inhibition percentages against the extract
concentration. The commercial vitamin E was used as
positive control.

Extraction and Study of Phenolic Compounds from Oils

Given the low level of phenolic compounds in oils, samples
were pooled in three mixtures depending on the fruit-
ripening degree. The total tocopherol content and the anti-
oxidant activity were assessed before and after extraction
of the phenolic compounds.

J Am Oil Chem Soc (2019)

Extraction of Phenolic Compounds

Hydrosoluble (polar) phenolic compounds were extracted
with methanol and water (80:20). Briefly, 15 g of unripe
fruit oil, 22 g of middle maturity fruit oil, and 25 g of ripe
fruits oil were dissolved individually in 50 mL hexane and
then mixed with 80 mL methanol and water (80:20). The
preparation was stirred for 8 hours at room temperature.
After decantation, the hydroalcoholic phase was recovered
and methanol was removed under reduced pressure in a
rotary evaporator at 40 °C. The remaining aqueous solution
of the extraction was washed with petroleum ether to
remove lipids and the hydrosoluble phenolic compounds
were extracted with ethyl acetate. The ethyl acetate fraction
was dried by adding a sufficient amount of anhydrous
sodium sulfate, filtered, and then evaporated to dryness
using a rotary evaporator. The precipitate was dried, dis-
solved in 5 mL methanol, and kept at +4 °C until use. The
yield of polyphenols was expressed as the ratio between
the mass of raw phenolic extract and the mass of starting
oil in gram.

Hexane was dehydrated with anhydrous sodium sulfate
and filtered. The solvent was evaporated under reduced
pressure. The obtained oils were without hydrosoluble phe-
nolic compounds but contained liposoluble ones.

The Total Tocopherol Content

The total tocopherol content was determined, before and
after extraction of the phenolic compounds, according to
the colorimetric method of Emmerie and Engel (1939) with
minor modifications. Briefly, 0.1 g oil samples were diluted
in butanol. Then, 1 mL of 0.4% 1,10-phenantroline and
0.5 mL of 0.12% FeCI3 (prepared in ethanol) were added
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to 1 mL of each dilution. After 5 min of incubation at room
temperature, the absorbance was measured at 510 nm
against a blank using Shimadzu 1601 spectrophotometer. A
calibration curve was realized with known concentrations
of commercial vitamin E under the same conditions. The
results are expressed as mg a-tocopherol equivalents by
100 g of oil. Experiments were carried out in triplicate.

Free Radical (DPPH)-Scavenging Activity

The antioxidant activity was assessed, before and after
extraction of the phenolic compounds, as previously
described (refer to the unsaponifiable matter section).

Determination of Total Phenol Content

The total phenolic content was determined with the Folin—
Ciocalteu reagent (Singleton et al., 1999). First, a standard
curve was plotted using gallic acid as a standard. Different
concentrations of gallic acid were prepared in methanol and
their absorbances were recorded at 765 nm. A volume of
100 pL of samples was added to 500 pL of Folin-
Ciocalteu reagent 10% (diluted 10 times in distilled water).
Two minutes later, 2 mL of 2% sodium carbonate
(Na 2CO3) were added to the reaction medium to promote a
basic medium. These solutions were kept in the dark for
30 min at room temperature. The absorbance of each solu-
tion was read at 760 nm against a blank. The results were
expressed in milligrams equivalent of gallic acid per 100 g
of oil.

Determination of Flavonoid Content

The flavonoid content was determined spectrophotometri-
cally according to the method described by Zhishen et al.
(1999). A volume of 1 mL of sample or standard is added
to 1 mL of the AICI; solution (2% in methanol). After
20 min of incubation, the absorbance is read at 409 nm.
The concentration of flavonoids is derived from a calibra-
tion range established with quercetin and is expressed in
milligrams of quercetin equivalent per 100 g of oil.

Evaluation of Antioxidant Power of Phenolic Extracts
by Scavenging Free Radical DPPH

For the phenolic extracts obtained from the oils, we fol-
lowed the same procedures described previously. However,
water was used to dilute samples and ascorbic acid was
used as standard.

WILEY AOCS&

Statistical Analysis

Data analysis by PCA was camied out using the
XL_STAT2014 Software. For each group of the samples,
we calculated the mean and its standard deviation. The Stu-
dent’s t-test is used to compare the means.

Results and Discussion

Fatty Acid Composition of P. atlantica Fruit Oil during
Maturation

The results of the fatty acid composition of P. atlantica
fruit oils are summarized in Table 2. Two major fatty acids
seem to vary during maturation. On the one hand, palmitic
acid’s proportion increases. On the other hand, linoleic
acid’s proportion decreases. Palmitic acid represents
14.46% + 2.44% for the unripe fruits and 19.95% + 3.06%
for the ripe ones (P < 0.01). The linoleic acid level was
significantly elevated in unripe fruit oil compared to ripe
fruit oil and middle maturity fruits (31.63% + 3.64%
vs. 2241% +3.66%, P <001 and 31.63% + 3.64%
vs. 25.35% £ 5.58, P < 0.05, respectively). The ratio of
unsaturated fatty acids to saturated fatty acids was signifi-
cantly higher in unripe fruit oil (5.19 £ 0.87) compared to
the ripe ones (3.66 + 0.6, P < 0.005) and to samples with
middle maturity (3.96 + 0.57, P < 0.05). Our results are

Table 2 Mean values of the fatty acid composition in oil from the
three groups of samples obtained by GC (%)

Fatty acids Unripe Middle Ripe
maturity

14:0 0.12 £0.03 0.07 £ 0.02 Tr

16:0 14.46 + 2447 1864 +£ 244  19.95 + 3.06
16:109 Tr Tr Tr

18:0 1.65 + 0.37 1.63 £ 037 149+ 031
18:109 49.96 +2.79 5132+ 698 5277 + 453
18:206 3163 +3.64% 2535+ 558 2241 + 3.66
18:3w3 0.75 £ 022 0.75 £ 0.26 Tr
20:00 Tr 0.08 £ 0.01 Tr

20: 19 0.26 £ 0.08 027 £007 022+ 004
ZSFA 1642 £234 2037 £ 240 21.68 £ 2.98
IMUFA 5109 +£252 5346 £ 639 5433+ 474
ZPUFA 32.38 £3.65 26.11 £ 5.68  23.56 + 4.29
X UFA 83.47 £2.30 7957 £ 244 77.89 £ 2.52
TUFA/ZSFA 519 £ 087+ 396 £ 0.57  3.66 £ 0.60

SFA, saturated fatty acids; MUFA, monounsaturated fatty acids;
PUFA, polyunsaturated fatty acids; UFA, unsaturated fatty acids; Tr,
trace.” P < 0.01 (compared with ripe samples). *P < 0.01 (com-
pared with middle maturity samples). “P < 0.05 (compared with mid-
dle maturity samples). =P < 0.005 (compared with ripe samples).
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similar to those reported by Yousfi et al. (2002) and Gue-
nane et al. (2015) for P. atlantica and those of Charef et al.
(2008) and Trabelsi et al. (2012) for Pistacia lentiscus as
well as those of Ozcan (2004) for Pistacia terebinthus. The
same finding was obtained for 18:2 in Brassica (Brassica
napus L.) oil (Norton and Harris, 1975). In contrast, it was
reported that the content of palmitic acid in olive oil
decreased during fruit ripening while oleic and linoleic
acids increased (Beltran et al., 2004).

It should be noted that the sample 5(YR) obtained from
El-Ghaicha (altitude 1426 m) is distinguished by the lowest
proportion of palmitic acid, the highest proportion of lino-
leic acid, and the highest unsaturated fatty acid to saturated
fatty acid ratio (11.26%, 37.71%, and 6.42, respectively,
results not shown). These values may be explained by envi-
ronmental factors and soil properties.

Extraction and Anti-DPPH Activity of the
Unsaponifiable Fraction

First, we determined the oil content before extraction of the
unsaponifiable fraction. This parameter is significantly ele-
vated for the ripe fruits (33.67% + 4.09% vs. 12.04% +
5.2% for unripe fruits, P < 0.001) indicating accumulation
during maturation. The same result was previously reported
by Guenane et al. (2015).

The unsaponifiable fraction rate decreases with the matu-
ration of fruits (Table 3). It changes from 9.29% + 6.19%
0 2.98% + 1.71% (P < 0.05). According to the published
data, the unsaponifiable fraction rate in oilseeds oil did not
exceed 2-3% (Rahmani, 2005). The high proportion of the
unsaponifiable matter in the unripe fruits oil indicates rich-
ness in compounds such as tocopherols, triterpenic com-
pounds, and carotenes. This is the first report on the
variation in the unsaponifiable fraction rate during the fruit
ripening.

As can be seen in Table 3, the EC50 mean values of the
unsaponifiable fraction for the three groups of fruits do not
exceed 1 mg mL™" indicating a powerful antioxidant activ-
ity of this matter, which is much greater than that of crude
oil (EC50 mean values between 26 and 40 mg mL", Gue-
nane et al., 2017). It was reported that EC50 of the whole
unsaponifiable matter of bene hull oil (Iranian Pistacia

atlantica subsp. mutica) was less than 1 mg mL™!
(Farhoosh et al., 2011). It seems that the unsaponifiable
matter of P. atlantica fruit oil contains important antioxi-
dants such as tocopherols and carotenes. This observation
warrants further investigations. We note with great interest
the increase of the antioxidant activity of the unsaponifiable
fraction during the fruit maturation (EC50 changes from a
mean value of 0.87 + 0.68 mg mL™" to a mean value of
048 + 0.33 mg mL™"). This result is in contrast to what
has been indicated for oils (Guenane et al., 2017). This
extremely interesting finding could indicate the variation
and/or the appearance of active molecules (tocopherols, tri-
terpenic compounds, and carotenes) in the unsaponifiable
matter of the ripe fruits.

The biological effects of the unsaponifiable fraction of
P. atlantica fruit oil need to be clearly established. Indeed,
numerous findings have highlighted beneficial biological
activities such as antioxidant and anti-inflammatory proper-
ties of the unsaponifiable matter of the vegetable oils
(Cardeno et al., 2014; Farhoosh et al., 2011).

Extraction, Quantification of Phenolic Compounds
from Oils, and Evaluation of their Antioxidant Activity

The phenolic extraction yield from the oil, the total poly-
phenol content, and the flavonoid contents are shown in
Table 4. It seems that these parameters decrease with the
fruit ripening (from 0.574% to 0.062%, from 2.51 to
0.13 mg per 100 g oil, and from 1.64 to 0.09 mg per
100 g oil, respectively). To our knowledge, this is the first
time that the variation of phenolic compounds in
P. atlantica fruits oil has been studied and substantial
amounts of phenolic compounds in the unripe fruits oil
have been reported. Saber-Tehrani et al. (2013) noted that
caffeic acid and cinnamic acid were the predominant phe-
nolic compounds in P. atlantica cold-pressed oil
(1.96 mg kg™" oil and 0.67 mg kg™" oil respectively). As
shown in Table 4, our unripe fruits oil contains a high
level of phenolic compounds that were dominated by fla-
vonoids (65.33%).

There are very few data on phenolic compounds in vege-
table oil and most research focused on olive oil (Becerra-

Table 3 Mean values of the oil content, the percentage of the unsaponifiable fraction, and the anti-DPPH activity of the unsaponifiable fraction

(expressed as EC50) for the three groups of samples

Unripe Middle maturity Ripe
Oil content (% whv) 12.04 + 521™"= 28.63 + 4.5 33.67 + 4.09
% unsaponifiable (w/w) 9.29 + 6.19" 426 + 2.24 298 + 1.71
DPPH EC50 (mg mL™") 0.87 + 0.68 0.6 + 0.37 0.48 + 0.33

#4P < 0.001 (compared with ripe samples). *P < 0.05 (compared with ripe samples). P < 0.001 (compared with middle maturity samples).

P < 0.05 (compared with ripe samples).
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Table 4 Total phenolic compound content, flavonoid content, and the anti-DPPH activity of the phenolic extract (expressed as EC50) from the

three oils

Rate of phenolic extract Total phenolic compound content (mg per flavonoid content (mg per DPPH EC50

(% wiw) 100 g oil) 100 g oil) (ug mL_])
Mixture 1 0.574 251 1.64 (65.33%) 89.2
(Unripe)
Mixture 2 0.109 0.22 0.15 (68.18%) 1309
(Middle
maturity)

Mixture 3 0.062 0.13 0.09 (69.23%) -Not
(ripe) determined

Herrera et al., 2014; Godoy-Caballero et al., 2013; Nakbi
etal., 2010).

To determine the antioxidant activity of the phenolic
extract, the free radical-scavenging activity was evaluated
with DPPH. The result is presented in Table 4. Mixture
1 (unripe) that is characterized by richness in phenolic com-
pounds has the highest anti-DPPH power (EC50 89.2 pg
mL_'). This test could not be performed for Mixture 3 (ripe)
because of the very small amount of the extract.

Tocopherols are generally the most antioxidant mole-
cules in oils (Hussain et al., 2013; Matthdus and Ozcan,
2006), we were interested in this before and after phenolic
extraction. The quantification of total tocopherols was
realized and the antioxidant activity of the oils was
assessed before and after extraction of the phenolic com-
pounds. We note with interest that the unripe fruit oil
(Mixture 1), before and after extraction of the phenolic
compounds, has the highest levels of tocopherols, which
are associated with the most important antioxidant power
(Table 5). Extraction of phenolic compounds was associ-
ated with a significant decrease in the total tocopherol
content as well as the antioxidant activity of the oils. This
parameter was significantly affected for Mixture 1 (four-
folds less active, Table 5). The decrease of the total
tocopherol content (between 49% and 63%) may be
explained by the presence of phenolic compounds, which
interfere with tocopherols in the colorimetric dosage. Loss
in the antioxidant activity after extraction of phenolic

compounds indicates clearly that these compounds are
directly involved particularly for the unripe samples (four-
folds more active than the ripe samples before extraction
of phenolic compounds vs. only twofold more active after
extraction, Table 5). Our findings support that the antioxi-
dant activity of oils from P. atlantica fruits could be due
to both tocopherols and phenolic compounds.

Data Analysis by PCA

PCA of the three major fatty acids (oleic, linoleic, and pal-
mitic acids), percentage, the oil content, the unsaponifiable
fraction percentage (UFP), and the antioxidant activity of
this fraction (EC50UF) gives two linear combinations that
explain, overall, 73.92% of the variance. Fig. 2 presents the
vectors of each parameter (variable) and the distribution of
all the studied samples in the plane defined by the values of
the two principal components. We notice that unripe sam-
ples (Y —Yellow- and YR -YellowRed-) constitute a dis-
tinctive cluster characterized by high levels of linoleic acid
and unsaponifiable fraction. However, this group has the
highest EC50 values of the unsaponifiable fraction
(EC50UF) indicating the lowest antioxidant activity. Oil
content and the palmitic acid rate are located near the ripe
and middle maturity fruits cloud, which is consistent with
the previous data. Finally, oleic acid does not seem to be a
characterizing variable.

Table 5 Total tocopherol content and the anti-DPPH activity (expressed as ECS50) of the three oils before and after extraction of phenolic

compounds
Before extraction of phenolic compounds After extraction of phenolic compounds
Total tocopherol content (mg per 100 g oil)  DPPH EC50  Total tocopherol content (mg per 100 g oil) ~ DPPH ECS50
(mg mL™") (mgmL™")

Mixture 1 584.67 492 219.55 (37.55%) 18.36
(Unripe)
Mixture 2 21348 15.51 76.51 (35.83%) 38.08
(Middle maturity)
Mixture 3 143.25 20.94 73.71 (51.45%) 40.81
(ripe)
In brackets, percentage of the tocopherol content referred to that before phenolic extraction.
WILEY AOCS& J Am Oil Chem Soc (2019)
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Fig. 2 Two-dimensional plot on axes F1 and F2 of different samples of P. atlantica fruits using PCA. UFP, Unsaponifiable fraction percentage,
EC50UF EC50 of the unsaponifiable fraction. A Unripe fruits (Y and YR) ¢ Middle maturity fruits (DR and RG) o Ripe fruits (G and B)

As can be seen in Fig. 2, the sample coded 5(RG) (middle
maturity) belongs to the unripe fruit cluster. This sample
was collected from a tree growing at 1426 m. Thus, envi-
ronmental conditions could influence the oil chemical
composition.

It should be noted that EC50 values of the unsaponifi-
able fraction correlate well with its percentage
(r = 0.82) indicating that the more it increases the less
it is active. This relationship needs to be explored. On
the other hand, there is an appreciable negative correla-
tion between palmitic and linoleic acids (r = —0.64)
suggesting an opposed variation during the drupe
maturation.

Conclusion

Despite the low oil content, the unripe fruits of P. atlantica
could constitute a major source of beneficial compounds
such as linoleic acid, phenolic compounds, and molecules
in the unsaponifiable matter. These compounds seem to be
criteria to distinguish early stages of P. atlantica fruit matu-
ration. For us, the present study and its findings stand as a
leading research tool for determining the ideal harvesting
date of Pistacia atlantica fruits. Further studies are needed
to consolidate these results.

J Am Oil Chem Soc (2019)
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(BENTIRECHE FATNA).
(Effet de la maturité des fruits de pistachier de I'atlas sur la variation de la composition
de leurs lipides ainsi sur I'activité antioxydante).

Résumé

Pistacia atlantica, espece trés répondue dans les régions arides et semi-arides, constitue une
source inépuisable de molécules douées d'activités biologiques. Ce travail s'est intéresse a
I’influence du degré de maturité et des facteurs environnementaux sur le contenu en lipides et
composés phénoliques ainsi que sur ’activité antioxydante de ces composes des fruits de
Pistachier de I’atlas. Les résultats obtenus ont montré que les huiles des fruits immatures
présentent un faible rendement en huile, qu’ils sont riches en acides insaturés, en stérols, en
tocophérols et en fractions insaponifiables. Les huiles des fruits immatures collectés tres
précocement sont marquées par une proportion assez significative en acide linolénique.
L’activité antioxydante des huiles des fruits immatures est la plus importante. Par contre la
fraction insaponifiable des huiles des fruits matures s’est distinguée par le pouvoir
antioxydant le plus élevée par rapport a celle des huiles des fruits immatures. Les teneurs en
composés phénoliques ainsi que I’activité antioxydante sont substantiellement prononcés
aussi bien au niveau des tourteaux qu’au niveau des huiles des fruits immatures. L’activité
antioxydante des huiles de fruits immatures serait due principalement aux composes
phénoliques. En revanche, pour les huiles des fruits matures, la fraction insaponifiable aurait
le réle prépondérant dans 1’activité antioxydante. En dernier lieu, les facteurs
environnementaux en particulier ceux en rapport avec 1’altitude auraient un effet marqué sur,
notamment la teneur en composés phénoliques et 1’activité antioxydante dans les fruits.

Mots clés: Pistacia atlantica, Fruit, Maturité, Huile, Acide gras, Tocophérol, Tourteaux,
Polyphénols, Activité antioxydante, Facteurs environnementaux.

(Effect of maturity of Pistacia atlantica fruits on the variation of their lipids composition
and on the antioxidant activity).

Abstract:

Pistacia atlantica, a well-known species in arid and semi-arid regions, it contains a
bottomless source of molecules endowed with biological activities. This work interested in
the influence of the maturity degree and environmental factors on both lipids and phenolic
contents as well as on the antioxidant activity of these compounds of pistachios fruits. The
results obtained showed that the oils of immature fruits have low oil yield, that they are rich
in unsaturated acids, sterols, tocopherols and unsaponifiable fractions. The immature fruits’
oils, which collected very early, are marked with a significant proportion of linolenic acid.
The antioxidant activity of immature fruit oils was the most important. On the other hand, the
unsaponifiable fraction of oils obtained from mature fruits endowed by the highest
antioxidant power in comparison with oils from immature fruits. The phenolic contents as
well as the antioxidant activity are substantially marked in both defatted parts and in the
immature fruits’ oils. The obtained antioxidant activity of immature fruit oils was mainly due
to phenolic compounds. On the other hand, the unsaponifiable fraction, taken from oils of
mature fruits, would have the predominant role in antioxidant activity. At last, the
environmental factors especially those related to altitude have remarkable effect on
particularly the phenolic contents and the antioxidant activity in the fruits.

Key words: Pistacia atlantica; Fruit; Maturity; Oil; Fatty acid; Tocopherol; defatted fruits;
Polyphenols; Antioxidant activity; Environmental factors.




