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Liste des abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique.
AGPI : Acides gras poly-insaturés.
CAT : Catadase.

COOH : acides carboxylique
DPPH:1,1-Diphényl-2-Picryl —-Hydrazyl
EOA : Espéces oxygenée activee.
ERA : Espécesréactives azotées.
ERO : Espéces réactives oxygénées.
Fe: Fer

GPX : Glutathion peroxydase.
GSH : y-glutamyl-cystéinyl-glycine
GSSG : Gluthation-disulfure

H20 : Monoxyde de dihydrogene.
H202: Peroxyde d’ hydrogene

HO:-: Radical hydroxyle.

NO. : L’oxyde nitrique

NO:2: Dioxyde d’ Azote.

Oz : Anion superoxyde.

O2: Dioxyde.

O2": Anion superoxyde.

SOD : Superoxyde dismutase.
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Introduction générale

L’ étude des constituants des plantes médicinales se justifie par les services qu'elles
rendent dans une multitude d’ affections chroniques. Elles assurent une médicamentation plus
douce dans des maadies a évolution assez lente, permettant une utilisation prolongée et
évitant les effets indésirables. Au contraire, la chimiothérapie constitue un traitement assez
brutal, utile principalement dans les affections aigues, avec des effets secondaires imprecis
(Benahmed, 2009).

Parmi les plantes médicinales, Pistacia atlantica Desf., ou encore Elbetoum en arabe,
est un arbre qui appartient a la famille des Anacardiacées qui pousse dans les zones arides et
semi-arides (Barrero et al., 2005 ). Cette plante a des intéréts agro-économiques tres
importants, puisgu’ elle est connue comme un excellent porte-greffe pour le pistachier fruitier
(Pistacia vera), ce qui permettra d’enrichir la production des pistaches (Brichet, 1931). Ses
graines présentent un taux considérable de protéines et glucides et fournissent une excellente
huile aimentaire (Benhassaini, 1998). Cet arbre est une source de bois et de résine. Cette
plante possede un intérét important dans le domaine pharmaceutique. Elle est impliquée dans
le traitement de la dyspepsie, de I'ulcere peptique, du diabéte et de I'infection des yeux
(Benamar et al., 2018). Elle possede des effets antiviraux, bio-insecticides (Orhan et al.,
2008), anticancéreux (Balan et al., 2007) , anti-inflammatoires, anti-tumoraux (Bozorgi et al.,
2013) et un effet antioxydant qui est di a sa richesse en composés phénoliques (Soihmen et
al., 2012). Cette plante n'est pas protégee. En effet, plusieurs facteurs aggravent sa
dégradation. Parmi ces facteurs, nous pouvons citer : I’ exploitation anarchique de cette plante
comme fourrage et bois de chauffage, le paturage qui empéche la régénération naturelle des
jeunes pousses, mauvais état sanitaire de |’ arbre, la sécheresse et les ravageurs comme les
insectes (comme |e puceron doré provoquant des clogues ou des galles au niveau des feuilles)
(Belhadj, 1999).

Nous nous sommes intéressés dans ce travail a une synthése bibliographique concernant
I’activité antioxydante des composés phénoliques des extraits des fruits du pistachier de
I’Atlas (Pistacia atlantica Desf.). Cette essence est trés répandue dans toutes les régions

steppiques et présahariennes de I’ Algérie.

Ce manuscrit comprend quatre chapitres.
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+ Le premier concerne des données bibliographiques de la plante étudiée (Pistacia atlantica

Desf.).
4 Le deuxiéme parle des généralités sur les métabolites secondaires et les composeés

phénoliques.
+ L e troisieme décrit le stress oxydant et |’ activité antioxydante.
+ Le quatrieme représente une comparaison de deux travaux réalises sur les fruits du

pistachier del’ Atlas.

Ce mémoire se termine par une conclusion.



Chapitrel: Pistacia atlantica Desf.

1. Généralités

La zone aride est caractérisée a la fois par son climat toujours peu pluvieux et parfois
trés irrégulier et par sa veégétation herbacée ou frutescente, rarement arborée. Elle est
subdivisée en zone désertique (hyper aride), zone aride proprement dite et zone subaride
(semi aride), en fonction des conditions climatiques (Aubert, 1960).Selon Halitim (1988), la
zone aride couvre prés de 95% du territoire national, dont 89.5% dans |e domaine hyper aride
(saharien) (Nedjraoui, 2003).

Parmi les plantes qui résistent dans les zones arides, nous pouvons compter le
pistachier de I'Atlas: Pistacia atlantica Desf. Le genre Pistacia inclut des arbres et des
arbustes qui différent par les conditions biogéographiques et la nature du sol (Boudy, 1948). Il
comprend plus de 11 espéces largement distribuées dans I’ Asie du sud-ouest et I’ Afrique du
nord-ouest (Samavati et Adeli, 2014) et qui sont tres recherchées par la communauté
scientifigue vu leur richesse en composés phénoliques et en propriétés biologiques
intéressantes.

Lesnoms vernaculaires de Pistacia atlantica sont |es suivants :
anglais: Atlas pistachio
francais: Pistachier de I'atlas
arabe: Betoum, Betm, Elbetoum, Botma, Betouma, Butom
berbére : Iggh.

2. Description botanique de Pistacia atlantica Desf.

C’est un arbre puissant a croissance rapide, pouvant atteindre 20m de hauteur dans les
conditions favorables (Figure 1) (Larouci, 1987). La cime est généralement volumineuse et
hémisphérique, dont lafrondaison couvre plus de 150 m? de terrain (Brichet, 1931).

L’ écorce de I'arbre est d’abord rouge, puis grisétre assez claire, avant de devenir un
rhytidome dur et crevassé (Monjauze, 1980). C’est un arbre producteur de résine (Yousfi et
al., 2003).
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Figurel: pistachier del’ Atlas a Béni Ounif (Limane, 2018).

Le systeme racinaire du pistachier de I’ Atlas n’ est pas moins impressionnant (Figure 2)
En effet, selon Chaba et al. (1991), le pistachier présente un systéme racinaire vigoureux. Au
stade juvénile, il développe rapidement un pivot pour que la plante puisse se fixer au sol et
s aimenter. Mais au stade adulte, le pivot peut se développer et se lignifier, comme il peut
disparaitre et laisser place aux racines secondaires pour se développer et donner par la suite un
systéme racinaire a extension latérale ou superficielle.

Ozenda (1977) fasciné devant |'hypertrophie du systéme racinaire des végétaux
désertiques, écrivait que les racines du pistachier présentaient un allongement de 1,5 m en une
seule saison ! Selon Germana (1997), ces racines peuvent atteindre 5 &6 m de profondeur.
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Figure 2 : systéme racinaire généralisé du pistachier de I'Atlas (Limane, 2018).

Les feuilles sont caduques et chutent en automne, elles sont de couleur vert pale et sont
imparipennées, glabres et sessiles (Yagoobi et al., 2009). Elles sont un peu coriaces avec 7 a
11 folioles de (2,5-6) x (0,5-1,5) cm (Monjauze, 1980). Ces derniéres sont variables dans la
forme, la taille et la couleur (Figure 3) (Tzakou et al., 2007).Le rachis et le pétiole sont
étroitement ailés. La marge de chaque foliole présente une ligne de poils presque

mi croscopiques courbées vers |’ apex et paralleles entre eux (Monjauze, 1980).

Figure 3 : feuilles du pistachier de I’ Atlas (Benyahia, 2017).

.



Chapitrel: Pistacia atlantica Desf.

Le pistachier de I’ Atlas a une inflorescence en grappe rameuse. La floraison débute le
mois de février, le plus souvent 2 a 4 semaines avant la poussée des bourgeons végétatifs
(Grundwag, 1976) (Figure 4).Les fleurs méles sont disposées en grappes terminales,
composées par 450 a 500 fleurs apétales. Chaque fleur est constituée d'un calice de 3 a5
sépales, et d'un androcée composé de 5 a 8 étamines opposées (Pesson et Louveaux,
1984).Les fleurs femelles sont réunies en grappes composées de 190 a 260 fleurs. Chague
fleur présente un tres petit calice composé de 3 a 5 sépaes. Le centre est occupé par un

gynécée formé de trois carpelles soudés (Pesson et Louveaux, 1984).

Figure 4 : fleurs méles et femelle du pistachier de |’ Atlas (Benyahia, 2017).

Les fruits gros comme un pois sont appelés El khodiri par les populations locales en
raison de la prédominance de la couleur vert foncé a la maturité. Ce sont des drupes (ne
dépassent pas le centimétre) |égerement ovales, quelque fois allongées, a épiderme qui se ride
en sechant sur un endocarpe induré mais trés mince, abritant deux cotylédons riches en huile
dense trés énergétique (Figures 5 et 6) (Monjauze, 1980 et Belhadj et al., 2008).
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Figure 5 :fruit du pistachier de |’ Atlas avant maturation(Benyahia, 2017).

Figure6 : lavariation delacouleur du fruit du pistachier de |’ Atlas|ors de lamaturation
(Yagoobi, 2009).
(2) Fruit jeune, (2) début de véraison, (3) véraison, (4) Fruit mar

3. Classification botanique dela plante
Selon Dobignard et Chatelain (2013), la classification botanique du pistachier de |’ Atlas
est lasuivante :
Régne : Plantae
Embranchement : Tracheobionta
Super-division : Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
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Sous classe: Rosidae
Ordre: Sapindales
Famille: Anacardiaceae
Genre: Pistacia

Espece: Pistacia atlantica Desf.

4. Habitat et répartition géographique
Pistacia atlantica est largement distribué au sud de la Méditerranée et dans Moyen-
Orient, depuis les Canaries (Gomera, Teneriffe) jusgu’au Pamir (Figure 7), en passant par :
v I’ Afrique du Nord, le Sahara septentrional et Tripolitaine, avec religue au Hoggar ;
v" Chypre, Chio, Rhodés, la Gréce, la Turquie, la Bulgarie, la Crimée, le Caucase, la
Transcaucasie et I’Armeénie, la Palestine, la Syrie, la Trangordanie, I'Iraq et |’ Iran,
I’ Arabie, le Baloutchistan et |’ Afghanistan.
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Figure 7 :carte de distribution du pistachier de I’ Atlas dans e monde (Zohary, 1952).

En Algérie, ¢’ est une sous espéce endémique qui figure parmi les plantes non cultivées
et protégées en Algérie (Kaabache et al., 2005). D’aprés Boudy (1952), en Algéie on le
trouve disseminé dans les foréts chaudes du Tell méridional, mais surtout dans la région
steppo-désertique des Hauts Plateaux et du Sahara septentrional, ou il ne subsiste que dans les
dayas. On le rencontre parfois en montagne dans I’ Atlas Saharien (région Ain Sefra) et sur
les Hauts Plateaux oranais.
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Chapitrel: Pistacia atlantica Desf.

Le bétoum est un arbre par excellence du dayas du piémont méridional de

Saharien. Sa limite extréme se trouve en plein ceeur du Hoggar, ou il existe al’ état de relique
(Figure 8) (Monjauze, 1980).11 se trouve surtout dans la zone de transition entre la steppe et

le Tell.
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Figure 8 : distribution du pistachier del’ Atlas en Algérie (Monjauze, 1980).

(Les points verts dans la carte indiquent le pistachier de I’ Atlas).

5. Exigences écologiques de la plante

Le pistachier de |’ Atlas est une des rares especes arborescentes encore présentes dans les
régions semi- arides et arides, voire méme sahariennes. Cette plasticité exceptionnelle vis-g-
vis de la sécheresse pourrait étre son caractére principal, mais il n'est pas moins indifférent a
la nature du sol et il peut occuper dans son aire de répartition les situations les plus extrémes

BN

(Monjauze, 1980). C'est une essence principale actuellement

s accommode de |’ étage climatique aride et peut vivre dans les conditions écologiques les plus

séveres (Boudy, 1952).

11

a I'état disséminé qui




Chapitrel: Pistacia atlantica Desf.

5.1. Exigences climatiques

Pistacia atlantica est réellement I'essence forestiere des Hauts Plateaux ; seul, il résiste
a la violence des vents et a la variabilité de température. Selon Quézd et Santa (1963), en
Algérie le bétoum est assez commun, sauf dans les zones tres arrosées. La limite supérieure
du bétoum qui tend vers I’humidité, se rapproche de la limite inférieure de chéne zeen qui
tend vers I'aridité (Monjauze, 1980). La pluviosité maximum que nous avons rencontré en
limite septentrionale de I’aire a |’ ouest d’ Alger est celle du versant sud du Zaccar, voisine de
1000 mm pour atteindre finalement les 70mm sur les rebords méridional de la Chebka du
Mzab (Monjauze, 1980).L"isohyéte 200 a 250 mm lui convient le mieux (Boudy, 1952). I
grandit suffisasmment dans I'isohyéte de 200 et 400 mm (Khaldi et Khouja, 1996). Néanmoins
Oukabli (2005) a évaué le froid nécessaire pour la levée de la dormance des bourgeons

floraux a200 h inférieuresa 7,2°C.

5.2. Exigences édaphiques

Selon Negre (1962), le pistachier de I’ Atlas est indifférent au type de sol. || occupe une
variété de sols qui se caractérisent par un pH élevé (alcalin) et pauvres en matieére organique
(Brown et al., 1994, Mellah, 2007). En effet, selon Abdelkrim (1986), le calcaire ne semble
pas affecter son développement. Abdelkrim (1992) le qualifie d'espéce calcicole. Cette
essence se porte bien sur les sols limono-argileux, et se développe sur les roches calcaires ou
les racines sinsinuent et se développent a l'intérieur des fissures (Khaldi et Khodja, 1996). Il
préfere, selon Seigue (1985), lesterrains argileux et les aluvions des plaines. Selon Quézel et
Médail (2003), le pistachier de I’ Atlas peut occuper les fentes de rochers et de falaises (dans
ce cas, sous forme d'individus prostrés et plagués aux rochers), les terrains plats sur sols

profonds ou rocailleux, les lits d’ oueds ou les grandes dépressions temporairement humides.
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Chapitre II : Généralités sur les composés phénoliques

1. Introduction

Les végétaux sont de véritables usines capables de produire de nombreux métabolites
qui présentent une grande diversité de structures chimiques. Ils interviennent dans I’ ensemble
des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans I’ organisme. Avec leur diversité
remarguable, les métabolites constituent une richesse largement exploitée dans les industries
agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique. Parmi ces métabolites, nous pouvons citer les
meétabolites primaires et secondaires.

Les métabolites primaires sont directement impliqués dans les processus indispensables
au développement normal et a la reproduction de la cellule. Par contre, les métabolites
secondaires ne participent pas directement aux processus vitaux de la cellule, mais assurent

néanmoins des fonctions écol ogiques importantes (Peter et al., 2007).

Chez les plantes, les métabolites secondaires jouent un réle majeur dans les interactions
de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a la survie de I’ organisme dans son
ecosysteme (Peeking et al., 1987).

2. Classification des métabolites secondair es
On distingue quatre grandes catégories de métabolites secondaires chez les végétaux
(Bahorum, 1997 ; Cetkovic et al., 2008), a savoir :

. les composés phénoliques

. les saponines

. les alcaloides et composés azotés
. les composés terpéni ques.

Du point de vue synthétique, ces métabolites secondaires peuvent aussi étre subdivisés
en deux catégories : ils peuvent étre de type phyto-anticipines ou de constitution, ¢’ est-a-dire
synthétisés par la plante de maniere permanente, méme en absence d’'un facteur de stress par
opposition aux meétabolites induits ou phyto-alexines qui sont synthétisés uniquement en cas
de stress (Litvak et Monson, 1998).
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Chapitre II : Généralités sur les composés phénoliques

2.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques forment un tres vaste ensemble de substance qu'il est
difficile de définir simplement. L’é@ément structural fondamental qui les caractérise est la
présence d’au moins un noyau benzénique, auquel est directement lié au moins un groupe
hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (Harbone,
1975).Parmi les composés phénoliques, dont plus de 8000 sont connus, les flavonoides, les
xanthones, les coumarines et d autres classes existent en nombres considérables (Remesy et
al., 1991).

2.1.1. Biosynthése des composés phénoliques
La biosynthese de tous les composés phénoliques dérive de I’ acide shikimique (Figure
9), puis par désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs tres nombreux

dérivés : acide benzoique, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines (Bruneton, 1993).

COOH COOH
i /l//\/
D D
= P
Phénylalanine Acide cinnamique
COOH COOH COOH COOH COOH
" NH = = Z =
2
TR - Y r
= \|7\0H 7 SoMe MeO” N “OMe
OH OH OH OH OH
Tyrosine Acide p-coumarique Acide caféique Acide férulique  Acide sinapique

Figure 9 : biosynthese des composés phénoliques les plus largement distribués par lavoie de
shikimate (Crozier et al., 2006).
PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnmate 4-hydroxylase.
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2.1.2. Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent étre subdivisés en plusieurs classes. Les premiers
criteres de distinction entre ces classes est le nombre d'atomes de carbone constitutifs et la
structure de base du sgquelette carbone. On distingue des formes simples, solubles, ainsi des
formes polymérisées plus ou moins solubles (tannins) dans la vacuole, mais des formes
insolubles (lignines, formes liées ala subérine, la cutine et & des macromol écules glucidiques)

qui sont directement associées alaparoi (Dixon et Paiva, 1995 ; Dixon et al., 1995).

2.1.2.1. Phénols simples
Ce sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, rares a I’ éat naturel et issus de la
décarboxylation de I’acide shikimique. L’hydroquinol, le pyrocaténol et le phloroglucinol

sont classés parmi les phénols simples (Figure 10) (Chiraet al., 2008).

OH

Figure 10 : structure chimique du phénol simple (Morrison et al., 1985).

2.1.2.2. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont divisés en deux classes différentes : les acides hydroxy -
benzoiques (AHB) et les acides hydroxycinnamiques (AHC). Ces derniers dérivent de deux
molécules non phénoliques, qui sont les acides benzoique et cinnamique (Macheix et al.,
1990).
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e Acides hydroxybenzoiques

IIs existent frequemment sous forme d’ ester ou de glucoside (Bruneton, 1999; Macheix
et al., 2005). lIs sont dérivés de I’ acide benzoique et ont une formule de base de type C6 — C1.
Leur diversité structurale est due aux hydroxylation et/ou méthylation du noyau aromatique

en diverses positions (2, 3 et 4) (Figure 11).

Ri=R=Rs=Rs=H acide benzoique (non phénolique)

Ry R, Ri=R=Rs=H. R=0H acide p-hydroxybenzoique
Ri=R¢=H. R=Rs=0H acide protocatéchique
R=R¢=H. Ry=0CH3, R;=0H actde vanillique

Ry COOH R=H. R;=R;=R=OH acide gallique

R=H. R=R=0CH;, R;=OH acide syringique

R R=OH.R=Rs=RH acide salicylique

' Ry=R=OH. Ry=Ry=H acide gentisique

Acides hydroxybenzoiques
Figure 11 : structures chimiques des acides hydroxybenzoiques (Fleuriet et al., 2006).

e Acides hydroxycinnamiques
Les acides hydroxycinnamiques représentent une classe trés importante, dont la
structure de base (C6 — C3) dérive de celle de I’ acide cinnamique grace a des substitutions au
niveau du cycle aromatique (Figure 12) (Guignard, 1974 ; Psotova et al., 2003; Richeter,
1993).

Ri=R;=R3=H acide cinnamique (non phénolique)
N COOH  R,=R;=H.R,=OH acide p-coumarique
Ri R;=R,=OH. R;=H acide caféique
2 R;=0CH;. R,=0OH, R;=H acide férulique
’ Ri=R;=0CH; R;=0H acide sinapique

Ry
Acides hydroxycinnamiques« phénylpropanoides»

Figure 12 : structures chimiques des acides hydroxycinnamiques (Amaechinaet al., 2007).
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2.1.2.3. Flavonoides

Les flavonoides sont le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces
mol écules ont des structures chimiques variées et des caractéristiques propres (Tsimogiannins
et Oreopoulou, 2006). Tous les flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-C6).
IIs contiennent quinze atomes de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques
A et B asix atomes de carbones, liés avec une unité de trois atomes de carbone, qui peut ou
non étre une partie d'un troisiéme cycle C (Figure 13) (Tapas, et al., 2008).

En se basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divises en différentes
classes a savoir : les anthocyanidines, les flavonoles, les isoflavonoles, les flavones, les
isoflavones, les flavanes, les isoflavanes, lesflavanols, lesisoflavanols, les flavanones et les
isoflavanones, aurones (Havsteen, 2002; Edenharder et Griinhage, 2003).

DU

Figure 13 : structure de base des flavonoides (Bruneton, 1999).

» Flavones
Les flavones ont une structure de base C6-C3-C6. En position C3, il y a apparition d’un
hétérocycle porteur d’ un groupement carbonyle et d’une insaturation (Figureld) (Shahidi et
al., 2004).Ce sont des substances de couleur jaunatre. Les plus répandues sont |’ apiginine, la
lyothioline et latricine (Shahidi et al., 2004).
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Flavones
i Substitution
Flavonoide
5 6 7 3 4° 5
Apigénine OH OH OH
Chrysine OH
Lutéoline OH OH OH OH

Figure 14 : structure des flavones (Ercok et al., 2003 ; Mendoza-Wilson et al., 2004).

» Flavanones

Ces molécules sont caractérisées par |I'absence de double liaison en 2, 3 et par la
présence d'un centre d’asymétrie en position 2 dans le cycle C3. Ce sont des substances
cristallines sans couleur. On les rencontre dans plusieurs matrices végétales et
particulierement dans les fruits (Figurel5) (Portet, 2007).

R = OH, R’ = H: naringénine

OH ° R = R’ = OH: ériodictyol
R = OCHs, R’ = H: héspéritine

Figure 15 : structure des flavanones (Korkina et Afanas, 1997).

» Flavonols

Les flavonols se distinguent par la présence d’'un groupement OH en position C3 et
d’une double-liaison en C2-C3 (Figure 16). IIs peuvent exister soit sous forme d’ aglycones,
soit sous forme d'hétérosides. Les sucres les plus souvent impliqués sont des aldoses. D-

glucose et L-rhamnose (Crozier, 2003).
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R1=H, R2 = OH : kaempférol
R1=0H, R2 = OH : quercetine
R1=0H, R2 = glucose-rhamnose : rutine

OH o)

Figure 16 : structures chimiques des flavonols (Korkina et Afanas, 1997).

» Flavan-3-ols (Catéchines)

Ce sont les ensembles les plus réducteurs parmi les composeés flavonoidiques. Les
catéchines ont été extraites pour la premiére fois de I'arbre catechu acacia, d’ou dérive son
nom. Les catéchines existent sous quatre formes disomeres grace a I'existence de deux
atomes de carbone asymétriques (Figure 17) (Souquet et al., 1996).

OH
OH @E(m
HO 0 @ HO 0
N OH o OH
R /R

OH OH

R = OH catéchine R =OH épigallocatéchine
R = O-galloyl catéchine gallate R = O-galloyl épigallocatéchine gallate

Figure 17 : Structures chimiques de certains flavan-3-ols (Afanas et al., 2001).

2.1.2.4. Anthocyanidines

Ce sont des pigments naturels colorés qui se trouvent dans les plantes vasculaires. Leur
aptitude a se solubiliser facilement dans les milieux aqueux offre des possibilités tres larges
dans le domaine industriel. IIs sont responsables de la coloration (orange, rose, rouge, violet et
bleue) de certaines fleurs (tulipe, rose, orchidée) et fruits (pomme, baie, raisin).

Les anthocyanidines existent principalement sous des formes glycosidiques, qui sont
communément appel és anthocyanes. La cyanidine, la delphinidine et la péargonidine sont les

anthocyanidines les plus répandus (Figure 18) (Anderson et al., 2006).
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R1=R2=H: pélargonidine
R1=0H, Rz = H: cyanidine

Figure 18 : structure des anthocyanidines (Chung et al., 1991 ; Afanas et al., 2001).

2.1.25. Tanins

Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux, tels que les
écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est formée
d'unités répétitives monomeériques, qui varient par leurs centres asymétriques et leur degré
d'oxydation (Gauthuret, 1968).

Les tanins sont des substances capables de former plusieurs combinaisons stables avec
les protéines et d' autres polymeéres végeétaux, tels que les polysaccharides du point de vue

chimique. Les tanins sont des mol écul es phénoligues volumineuses (Gauthuret, 1968).

On distingue deux types de tanins : les tanins hydrolysables et |es tanins condensés.

e Taninshydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des phénols liés a un résidu sucré par un lien ester (donc
hydrolysable). Si le phénol est I’ acide gallique, ce sont les gallitannins et s'il s'agit de I’ acide
hexa-hydroxy-diphénique, ce sont les ellagitannins (Figure 19) (Haslam, 1998).0On rencontre
ces tanins dans plusieurs matrices végétales comme les racines, tiges, feuilles ou fruits avant
la maturité. Ces tanins en raison de leurs nombreux groupements OH se dissolvent plus ou

moins (en fonction de leur poids moléculaire) dans I'eau (Haslam, 1998).
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Figure 19 : structure d’ un tanin hydrolysable (Peronny, 2005).

. Tanins condensés
Dans la littérature, les tanins condensés peuvent étre également nommes
proanthocyanidines ou tanins catéchiques. Ces composés, qui correspondent a des polymeres
de flavan-3-ols, peuvent étre répertoriés en différentes classes : les monomeres, les dimeéres,
les oligomeres et les polymeres. Ils différent des tanins hydrolysables par une structure
voisine de celle des flavonoides. En I’absence de partie osidique et non hydrolysable, en
milieu acide fort et a chaud, ils se polymérisent en donnant des précipités insolubles rouges
bruns appel és phlobaphénes (Roux et Evelyn, 1958).
Les monomeres a |'origine des tanins condensés possedent une structure 2-
phénylchromane, plus couramment hommée unité flavane, qui correspond a un squelette de

guinze carbones organisés en C6-C3-C6 (Figure 20) (Roux et Evelyn, 1958).
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Figure 20 : structure d’ un tanin condensé (Peronny, 2005).

2.1.2.6. Stilbenes

Les stilbenes font partie d’un groupe trés vaste des polyphénols, celui des dérivés de
I”acide cinnamique (phénylpropanoides). Ils sont présents dans toutes les sources vegétales
(Leray, 2010). La structure chimique de base des stilbénes est composée de deux cycles
aromatiques, joints par un pont méthyléne (C6-C2-C6). Les deux formes isoméres des
stilbenes (cis et trans) ont des propriétés chimiques et biologiques différentes (Figure 21)
(Collin et Crouzet, 2011).

R4
R1 \ -
C = G O
R2

R2 R4

Trans Cis

Figure 21 : structure de base des stilbénes (trans ou cis) (Collin et Crouzet, 2011).
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2.2. Alcaloides

Un alcaloide est un composé organigue cycligue contenant un atome d’ azote dans un
degré d' oxydation négatif, qui a une distribution limitée a certains organismes vivants. Cette
définition est I'une des plus exactes. Elle ne prend pas en compte le caractere basique
systématique et elle tient compte de la présence d’ un alcaloide dans une ou plusieurs espéces
vivantes, bien gu'il existe aussi des alcaloides acycliques (Pelletier, 1983). Dans son livre,
Hesse (2002) définit les acaoides comme étant des substances organiques d'origine
naturelle, contenant un ou plusieurs atomes d’ azote, avec un caractére basique de degré plus

ou moinsfort (Figure 22).

Usambarensine

Figure 22 : exemple d'un acaloide vra : L’usambarensine est un dérivé de la L-tyrosine
(Aniszewski, 1994).

2.3. Terpenes

Les terpénes sont le groupe le plus important et le plus diversifié de composés
secondaires végétaux. Au moins 15 000 terpénoides ont été decrits et des milliers d'autres
attendent indubitablement une découverte (Gershenzon et Croteau, 1991). Les terpenes sont
généralement constitués d'unités de cing carbones, de structures C5, C10, C15, C20, C25, C30
et C40, qui sont généralement libres, mais qui peuvent ére modifiées ou transformées en
esters et glycosides, ou attachées aux protéines. Les terpenes existent dans la plupart des
plantes et des champignons, mais ils saccumulent rarement chez les bactéries (Figure 23)
(Bell et Charlwood, 1980 ; Poulter et Rilling, 1981)
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Figure 23 : structure de lamolécule d’isoprene (Calsamigliaet al., 2007).

3. Propriétés biologiques des molécules bioactives

Les métabolites secondaires, spécialement les composés phénoliques, possedent de
remarqguabl es activités biologiques et pharmacologiques (Nakayama, 1994 ; Cos et al., 1998)
comme I'activité antibactérienne, I'activité antifongique, I'activité anti-inflammatoire,
I"activité antivirale, etc... (Mohammedi, 2011). Quelgues unes de ces activités sont dues
essentiellement a leur pouvoir antioxydant et al’inhibition de certaines enzymes productrices
de radicaux libres (Nakayama, 1994 ; Cos et al, 1998).

3.1. Propriétés antioxydantes

La reconnaissance des composés phénoliques comme antioxydants naturels est
maintenant bien acquise et elle est pour une part al'origine du regain d'intérét que I'on porte a
ces molécules dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie (Macheix et al., 2005).
Gréce aleur diversité structurale, les composés phénoliques sont impliqués dans cette activité,
via plusieurs mécanismes en agissant a différents niveaux des réactions radicalaires (Cotelle
et al., 1995; Borset al., 1997; Gramza et Korczak, 2005; Siddhuraju, 2006).

3.2. Propriétés anti-inflammatoir es

L es propriétés anti-inflammatoires des composes phénoliques peuvent étre dues aleurs
capacités d' inhiber des enzymes impliquées dans les processus inflammatoires (Skerget et al.,
2005).
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3.3. Propriétés antiallergiques

Les flavonoides sont également connus pour leurs effets antiallergiques. La quercétine
exerce un puissant effet inhibiteur a la libération d’ histamine, a partir des astrocytes (Ghedira,
2005). lls agissent aussi par inhibition des enzymes qui favorisent la libération d’ histamine a
partir des mastocytes et des basophiles : I’AMPc phosphodiestérase et la Cat+ ATPase
(Kéhkoen et al., 1999).

3.4. Propriétés anticancér euses

Les flavonoides et autres phénols peuvent jouer un role préventif dans le dével oppement
du cancer (Kéhkoen et al., 1999). lIsinterviennent dans I’ éape d'initiation comme piégeurs
des mutagénes éectrophiles ou en stimulant la réparation de I’ADN muté. Durant les étapes
de promotion et de progression, ils agissent comme des agents suppresseurs de tumeurs par
différents mécanismes, comme |’induction de |’ apoptose et I'inhibition de la prolifération
cellulaire (Scalbert et al., 2002).
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1. Introduction

Dans les molécules, les atomes sont assembl és par des liaisons covalentes établies par la
mise en commun d'éectrons de spins opposés. Tout apport d'énergie suffisant est susceptible
d'entrainer la rupture de ces liaisons et donc de donner naissance a des entités chimiques qui
possedent un électron non apparié, dit « célibataire », sur une orbitale externe. Ces entités
chimiques sont appelées radicaux libres. Parmi les espéces radicalaires les plus intéressantes
se trouvent les formes activées de I'oxygene (Luc et al., 1991).Quand la production de ces
espéces réactives de I’ oxygene devient excessive ou bien la capacité de défense antioxydante
diminue, C'est « le stress oxydant » (Figure 24) (Sies, 1991).

o EXPOSITION CHRONIQUE |::> Stress oxydant

E (Altérations lipidiques, protéiques avec perte de

5 fonctions, mutations sur I'ADN...)

S

b= PRODUCTION AIGUE |:> Réle physiologique des ERO

y ET TRANSITOIRE (Modification transitoire des protéines et signalisation cellulaire)
g

[

[®]

o

N

I
-

Temps
Figure 24 : rupture d’ équilibre al’ origine du stress oxydant (Delattre et al., 2005).
2. Sourcesdesradicaux libres

Les radicaux libres sont produits dans I’ organisme par de nombreux mécanismes, tant
endogénes qu’ exogenes (Figure 25) (Halliwell, 2006).
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Sources exogénes Sources endogenes
Irradiations Chaine respiratoire _ g
» rayons X, UV, Radioactivité mitochondriale -

Polluants Cellules -
+ Tabac, Toxique| .- & + PNN, macrophages.., . -
Médicaments . Enzymes o
@ « NOS, NADPH Oxydase

"

Figure 25 : origines des espéces réactives al’ oxygene (Poisson, 2013).

2.1. Sour ces exogenes

Des facteurs exogenes liés a I'environnement ou au mode de vie sont a l'origine d'une
augmentation du stress oxydant dans I'organisme, par I’accumulation de radicaux libres. Les
facteurs environnementaux incluant des agents cancérogenes non-génotoxiques peuvent
directement ou indirectement ére impliqgués dans la génération de radicaux libres
(xénaobiotiques, activation des leucocytes). L'exposition prolongée au soleil, ains que les
rayonnements ultra violets (UV) induisent la synthése de Oz -, OHe, O, et HO (Figure 27)
(Martinéz-Cayuela, 1995; Chen et al., 2012). L’ oxyde d’'azote (NO) et le dioxyde d' azote
(NO») présents dans notre mode de vie (tabagisme, radiations ionisantes, champs éectriques,
polluants industriels), ainsi qu’une alimentation raffinée (riche en graisses saturées et en
sucre, consommation d’ alcool, etc...), sont autant d’ € éments favorisant la genése de radicaux
libres qu’une alimentation déséquilibrée (carences en vitamines et oligo-ééments) ou encore
les situations cliniques (chirurgie, transplantation) (Mena et al., 2009).
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2.2. Sour ces endogenes
De nombreux systémes enzymatiques identifiés dans les cellules sont égaement
capables de générer des oxydants. Nous pouvons citer quelques uns.

e NAD(P) H oxydase
La NAD(P)H oxydase est une enzyme localisée au niveau de la membrane
cytoplasmique et chez les phagocytes, également dans la membrane du phagosome
(membrane formée pendant la phagocytose a partir de la membrane plasmique) et dans la
membrane des granules azurophiles des neutrophiles (Favier, 2003). La NAD(P) H oxydase
utilise le NADH ou le NADPH intracellulaire comme donneur d’ électrons, pour catalyser la

réduction monoél ectronique de I’ oxygéne en Oe-, selon laréaction chimique suivante :

NAD(P)H + 20, —NADPIHoXydase -\ o) + He+2 0

e Xanthine-oxydase

La xanthine-oxydase joue un rdle important dans la production des ROS (particulierement
Oo-- et H20y), lors de I'ischémie/reperfusion selon la réaction chimique suivante (Salvayre et
al., 2003) :

Hypoxanthine + O, Xanthine oxydase

Xanthine +O~
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e Enzymesdesorganites cellulaires : mitochondries

Dans I’organisme, I’oxygene est réduit a 95% dans les mitochondries (centrale
énergétique de la cellule), par voie enzymatiqgue en molécule non toxique comme H20.
Cependant, il peut subir une réduction monoé ectronique et former une espece beaucoup plus
réactive comme |’anion superoxyde Oze-. Cet anion n'est pas le radica le plus délétere,

cependant il peut donner naissance a des especes beaucoup plus réactives comme le radical

hydroxyle HOe (Figure 26) (Mabil et al.,1997).

! |
' ]
I |
intermembranaire ! -

e H*
Complex | Complex 1l Complex Il Complex IV
NADH Succinate Ubiquinol- Cytochrome
Dehydrogenase Dehydrogenase Cytochrome ¢ ¢ Oxidase

Reductase

Complex V
ATP
Synthase

Figure 26 : formation des radicaux libres au niveau de la mitochondrie (Ghouleh et al., 2011).

3. Rdle pathogene desradicaux libres

La production de ces especes pro-oxydantes est normae a faible concentration et
saccompagne d'un rdle physiologique important. Par contre a concentration élevée, leurs
effets deviennent déléteres pour les cellules, les tissus et diverses fonctions physiologiques.
(Jacob, 1995). Les ERO sattaquent a la plupart des molécules organiques et inorganiques

présentes dans les cellules, parmi lesquelles I'ADN, les protéines, les lipides, les acides

aminés, les sucres et les métaux (Jacob, 1995).
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3.1. ADN

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagenes ou I’ arrét des réplications de
I”’ADN. Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages ADN-protéines ou
des ruptures de brins (Figure 27).
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Figure 27: lésions de I’ ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
cellules (Favier, 2003).

3.2. Protéines

Les acides aminés possedent des susceptibilités différentes vis-a-vis des ERO. Les plus
réactifs sont I’ histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque
radicalaire d'un acide aminé provoquera |'oxydation de certains résidus avec, pour
conséquences, |’ apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques
et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non reconnaissance d’'un
récepteur par un ligand, perte d’ activité enzymatique). Certaines protéines oxydées sont peu
dégradées et forment des agrégats, qui s'accumulent dans les cellules et dans le compartiment
extracellulaire (Figure 28) (Atkin et al., 2005).
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B Liaisons croisees Fragmentation
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Figure 28 : oxydation de la chaine polypeptidique (Berlett, 1997).

3.3. Lipides

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) : c’'est la phase d'initiation. Le
radica lipidique réagit avec une molécule d oxygene pour former un radical peroxyle
(ROO»), suffisamment réactif pour arracher un H+ a un AGPI voisin, propageant ains la
réaction (Atkin et al., 2005). Cette réaction résulte d’ une altération de la fluidité membranaire,
qui conduit inévitablement a la mort cellulaire. Les peroxydes générés seront neutralisés par
la glutathion peroxydase ou continueront & s oxyder et & se fragmenter en aldéhydes
(malondialdéhyde, 4 hydroxynonénal), dont les activités pro-athérogenes sont bien connues
(Figure 29) (Nakaimaet al., 2006).
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Figure 29 : mécanisme en chaine de |a peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature des

produits terminaux formés (Favier, 2003).

4. Définition d’un antioxydant
L’ organisme a développé des systémes de défense tres efficaces contre la production
des radicaux libres. Les molécules contrdlant cette production sont désignées par le terme

« antioxydant » (Abujaet Albertini, 2001).

Un antioxydant est par définition une espéce chimique plus ou moins complexe,
diminuant le stress oxydant au sein de I’ organisme. Un antioxydant peut donc soit prévenir la
synthése de radicaux libres, en inhibant I'initiation des chaines réactionnelles ou bien
désactiver directement les ERO (Rhichard et al., 1997). L’ activité antioxydante d’ un composé
correspond a sa capacité arésister al’ oxydation (Rice-Evans et al., 1995).

34



Chapitre III : Stress oxydant et activité antioxydante

4.1. Classification des antioxydants
Les systémes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d'action, leur
localisation cellulaire et leur origine (exogénes ou endogenes) (Delattre et al., 2005).

4.1.1. Antioxydants endogenes
La production physiologique des ERO est contrélée au sein des cellules par les systemes

de défense enzymatiques et non enzymatiques (Matés et al., 1999).

a) Antioxydants enzymatiques

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes : Superoxyde dismutase (SOD),
Catalase (CAT) et Glutathion peroxydase (GPX) (Matés et al., 1999). Elles sont élaborées
par notre organisme avec |’ aide des certains minéraux (comme le zinc et sélénium). Elles sont
présentes en permanence dans |’ organisme, mais leur quantité diminue avec |’age (Mika et
al., 2004). L’activité de ces antioxydants enzymatiques et leurs localisations dans la cellule
sont complémentaires et assurent |I’éimination des anions superoxyde et du peroxyde
d’ hydrogene dans tous les compartiments intracel lulaires (Figure 30) (Haleng et al., 2007).

H,O
Catalase
- Glutathion peroxvdase (GPx)
N-‘:\_?F_Ilfff:iffu Superoxide ’ n pe - © i
~ T w dismutase
ofpy = (SOD) Fe / Cu -
o, @) 0o, —— 5 H,0,£e/Cu___,0H

= Fenton
LY A

-~ -
-~ —— -
R L ep———

Xanthine oxydase

Figure 30 : principales défenses antioxydantes enzymatiques (Roussel, 2013).

b) Antioxydants non enzymatiques
Ces composés antioxydants sont produits dans les cellules de I’organisme et parmi
lesquels on peut citer le glutathion, I’ acide lipoique, L-arginine, I’ ubiquinone, I’ acide urique,
la mélatonine, la transferrine (Pham-Huy et al, 2008), la bilirubine (Algeciras-Schimnich et
al., 2007) et le coenzyme Q10 (Figure 31) (Haleng et al., 2007).
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Ubiquinol  Dehydroascorbate GSSG
GSH NAD(P)H

NAD(P)*

Figure 31 : réseau d'interactions d’ antioxydants non enzymatiques (Pinnell, 2003).

De tous ces composes endogenes synthétisés par les cellules, le plus important est sans
doute le glutathion qui protége, non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre
les peroxydes ou le monoxyde d’' azote (Figure 32) (Favier, 2003).

BN Lm\)k

NH,

Figure 32 : structure de I’ antioxydant glutathion (Sies, 1999).

4.1.2. Antioxydants exogenes

L’ organisme possede une seconde ligne de défense «les piégeurs de radicaux libres»,
qui sont des composés pour la plupart apportés par I’ alimentation et dont le role essentiel est
de neutraliser les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de I’ intégrité cellulaire.

Les principaux antioxydants exogenes sont cités dans le tableau ci-dessous (Koechlin-
Ramonatxo, 2006).
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Tableau |: principaux antioxydants exogenes et sources alimentaires associées (Koechlin-
Ramonatxo, 2006).

Principaux Antioxydants Sources alimentaires Structures chimiques
Vitamine C Agrumes, melon, brocoli, HQ H
o : HO 2O o
fraise, kiwi, chou, poivron.
H OH
Vitamine E Huile : de tournesol, de soja, de
mai's Beurre, ceufs, noix.
j-caroténe Légumes et fruits orangés, et vert
foncés.
Sélénium poissons, ceufs, viande, céréales, /|c|3\ /I(T\
volaille. = 5@ =
IZ.G - |§®
Flavonoides Fruits, |égumes, thé vert.
O )
Acides phénoliques Céréales compl étes, baies, cerises. o H
Tanins Lentilles, thé, raisins, vin. oH
HOL ok OH
n_J
et (w131
HOL "’—"' . ih_iacu *:FJH\I: e
I h] o ;:DL—-‘-%-'U T e
HO™ T, . :.:-—{: (=]
0 N R
H | T 1}:{
. o] =13}
Métabolisme de cystéine, | Caséine, Lactalbumine (petit-lait), glutathione (GSH)
glutathion produits laitiers, ceufs, poissons, o o SH o
. |
viande. _ /ll\]/\)'k /Q' N\/l‘l\
o N I/ o
*NH, o o
glutamate cysteine glycine
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4.2. M écanismes d’ action des antioxydants
Selon leur mode d’ action, les antioxydants sont classés en deux catégories : primaire et
secondaire (Buettner, 1993).

4.2.1. Systeme de défense primaire
e Superoxyde dismutase (SOD)
Elle catalyse ladismutation de |’ anion superoxyde en hydrogene peroxyde (H20,) et en
oXygene, suivant laréaction ci-dessous :

SOD

200"+2H ———» H:00+O

Chez I’ére humain, il y a 3 isoformes des SOD a cofacteurs métallique (Cu-SOD, Zn-
SOD, Mn-SOD) et sont localisés dans le cytoplasme et |la mitochondrie (Landis et Tower,
2005).

e Catalase
Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Vako et al., 2006).
Elle permet de convertir deux molécules de H202 en H20 et Oz suivant laréaction ci dessous :

H:O; + H:O; »2 H;O + 0:

e Glutathion peroxydase
C’'est une enzyme a cofacteur de sélénium, qui se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle apour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du
peroxyde d’ hydrogéne (H20.) (Valko et al., 2006), suivant |es réactions ci-dessous :

GPx
2GSH gituin + H202 —— 5 GSSG (oxytsy + 2Ha0

GPx
2GSH (siduiry + ROOH —————» GSSG (gxyas) + ROH + H,O
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4.2.2. Systeme de défense secondaire
e VitamineE (tocophérol)

Elle est considérée comme le principal antioxydant attaché a la membrane, utilisé par la
cellule pour inhiber la peroxydation lipidique (Pryor, 2000 ; Vako et al., 2006). Durant la
réaction antioxydante, |I'alpha-tocophérol est converti en radical alpha-tocophérol beaucoup
plus stable, en perdant un hydrogene arraché par une espéce radicalaire (radical peroxyle)
(Figure 33).

Figure 33 : structure chimique de lavitamine E (Halliwell, 1995).

e Vitamine C (acide ascorbique)

Les propriétés antioxydantes de lavitamine C sont attribuées a sa capacité d’ étre réduit
en radical ascorbyle, aprés la perte d’un électron ou d’'un proton. Ce radical peut facilement
s oxyder en captant I’anion superoxyde et certaines especes radicaaires (perhydroxyles et
peroxyles) (Figure 34) (Valko et al., 2006, Van Antwerpen, 2006).

H

Q

Figure 34 : structure chimique de |’ acide ascorbique (Vitamine C) (Vertuani, 2004).

e Caroténoides
L’ activité antioxydante de ces molécules repose principaement sur la présence de
nombreuses doubles liaisons conjuguées au sein de leur structure (Mortensen et al.,
2001).Généradlement, elles interagissent avec les radicaux libres (ROO*, R+) par 3
meécanismes, soit par I’abstraction d'hydrogene, transfert d'éectrons ou addition du radical
(EI-Agamey et al., 2004).
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e Composés phénoliques
Ces substances sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle et moderne pour leurs
activités antioxydantes (Rice-Evans et al., 1996 ; Kolesnikov et Gins, 2001).Vu leurs
propriétés redox les plus éevées, les polyphénols agissent comme des agents réducteurs,
donneur d’hydrogene, en piégeant les radicaux libres et en chélatant les ions (Rice-Evans et

al., 1995; Cook et Samman, 1996; Vako et al., 2006).
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1. Différentes méthodes d’ extraction des composés phénoliques
1.1. Extraction par macération

La macération est la méthode d’ extraction solide-liquide la plus ssmple. Elle consiste en
la mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a température
ambiante ou a température éevée pour une durée déterminée. Cette technique est basée sur la
solubilité de composés bioactifs dans un solvant d’ extraction et elle est influencée par une
serie de facteurs incluant la nature du matériel végétal, la concentration en solutés de

I’ échantillon, la nature du solvant, la durée d’ extraction (Handa, 2008).

1.2. Extraction par Soxhlet

L’ extraction par Soxhlet est une méthode simple permettant de répéter infiniment le
cycle d'extraction avec du solvant frais, jusgu'a I’épuisement complet du soluté dans la
matiere premiére (Grigonis, 2005). Le Soxhlet est composé d'un corps en verre, dans lequel est
placée une cartouche en papier-filtre épais (une matiere pénétrable pour le solvant), d'un tube
siphon et d'un tube de digtillation. Dans le montage, |’ extracteur est placé sur un ballon
contenant le solvant d'extraction. Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son
contenu. La cartouche contenant le solide & extraire est insérée dans I'extracteur, au dessus
duquel est placé un réfrigérant, servant a liquéfier les vapeurs du solvant. Au fil des cycles, le
solvant s enrichit en substances extraites jusqu’a épuisement de I’ échantillon en substances
d’intérét (Figure 35) (Grigonis, 2005).
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Figure 35 : extracteur de Soxhlet (Grigonis, 2005).

1.3. Extraction avec décoction

La décoction est une méthode d extraction des molécules bioactives, par dissolution
dans une eau chauffée a ébullition. Le principe de cette méthode consiste a gjouter de la
matiere végétale séchée dans |’ eau distillée et agiter doucement, puis chauffer ce mélange et le
laisser refroidir a température ambiante. Finalement, filtrer le mélange (sur un papier filtre
Wathman n°1) et répéter la procédure trois fois (Konkon et al., 2006).
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2. Dosage des polyphénols et des flavonoides
Le dosage des polyphénols a été effectué par une méthode adaptée de Singleton et

Ross (1965), avec le réactif de Folin-Ciocalteu qui est formé d acide phosphotungestique
H3PW12040 et d'acide phosphomolybdiqgue H3PM012040, qui sont réduits lors de
I’ oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe (W8023) et de molybdene (M08023),
ce qui nous aide a doser les phénols dans le visible a une longueur d’ onde de I’ ordre 760nm.
Dans cette méthode on a utilisé I’ acide gallique comme un phénol standard (étalon).

L’ absorbance de chague solution a été déterminée a 760nm contre un blanc sur un
spectrophotométre de Shimadzu 1601 (Ki Won lee et al., 2003).

Le dosage des flavonoides a été effectué par une méthode adaptée de Lamaison et
Carnat (1991). En utilisant une solution méthanolique ou éthanolique de trichlorure
d’aluminium comme réactif (Ki Won lee et al., 2003).

Lors de cette réaction les flavonoides réagissent avec ce réactif en formant un complexe
jaune et qui absorbe dans le visible a une longueur d onde de 430nm. Dans cette méthode, la

rutine a été utilisée comme étalon (flavonoide de référence).

3. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits aqueux des fruits du pistachier de
I’ Atlas

Les méthodes utilisées dans les travaux ci-dessous pour évaluer |e pouvoir antioxydant
des fruits du pistachier de I’ Atlas sont le test au DPPH, letest d’ ABTS et le test réducteur du
fer. Il est a indiquer que différentes méhodes donnent des résultats assez différents et
devraient étre appliquées préférentiellement pour la comparaison de produits similaires
(Georgievaet al., 2010).

3.1. Test au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle fut I'un des premiers radicaux
libres utilisé pour éudier larelation structure-activité antioxydante des composés phénoliques
(Blois, 1958; Brand-Williams et al., 1995). Il possede un électron non apparié sur un atome
du pont d'azote (Figure 36) (Popovici et al., 2009).
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Figure 36 : structure chimique du radical libre DPPH(2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle).
(Popovici et al., 2009).

e Principe du test

L’addition du radicd DPPH a une solution méthanolique, contenant un composé
potentiellement antioxydant et pouvant céder un atome hydrogene entraine une diminution de
la coloration violette, caractéristique de |’ apparition de la forme réduite du DPPH (Congo,
2012).Simultanément il se forme un autre radical, lui-méme pouvant engendrer des réactions
secondaires, notamment des dimérisations. Au terme de la réaction, il persiste une légére
coloration jaune due au groupement picryle résidudl.

Si nous représentons le radical DPPH par Z et la molécule donneuse d hydrogeéne par

AH, laréaction peut s écrire de fagon suivante :

Z+AH ——» ZH + A’

Certaines molécules peuvent donner deux atomes d’ hydrogene, c’est le cas de I’ acide
ascorbique (vitamine C). Deux molécules de DPPH sont donc réduites par une molécule

d’ acide ascorbique (Congo, 2012).

3.2. Test d'ABTS « acide 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) »

L’acide 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est également un radical
libre et stable. Il est trés utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant des fluides biologiques,
des mélanges complexes ou bien des composeés purs. Ce radical est capable de réagir avec des
antioxydants classiques de type phénols thiols mais aussi avec tout composés donneur
d’ hydrogene ou d’ électron (Rice-Evans et al., 1994), (Rice-Evans et al., 1995).
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La concentration de ce radical peut étre déterminée en mesurant |’ absorbance a ces
longueurs d’ ondes. L’addition d’ un antioxydant a une solution de ce radical cation entraine la
réduction de ce radical et une diminution de |’ absorbance a 415 nm, cette diminution dépend
de I'activité antioxydante des composeés testés mais souvent aussi du temps et de la
concentration (Figure 37) (Rice-Evans et al., 1995).

CH (IH_; i CH; (‘H 1%
H, (CH,
Jii:) S SO s, @
HO,S SO.H S04
ABTS ABTS -

Figure 37 : structure de I’ acide 2,2’ -azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), forme
réduit ABTS, formeradical cation ABTSe+ (Rice-Evans et al., 1995).

e Principe du test

Ce test est basé sur une propriété intrinseque de la molécule d ABTS. En effet, en
présence de radicaux hydroxyles, I'ABTS est oxydé en un radica ABTS+ (aprés
I"arrachement d’un électron e- & un atome d’ azote). En présence de Trolox (ou antioxydant
donneur de He), I’ atome d’ azote concerné piege un He conduisant al’ ABTS), ce qui entraine

la décoloration de lasolution (Rice-Evans et al., 1995).

3.3. Test delaréduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxydant power)
e Principe du test

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits est déterminé selon la méthode
décrite par Oyaiz (1986) (Bougandoura, 2013). La méthode de la réduction du fer est basée sur
la réduction de fer ferrique en sdl de fer par les antioxydants, qui donnent la couleur bleue
(Figure 38) (OU et al., 2001).
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Figure 38 : schéma sur laréaction du test FRAP (Ferric reducing antioxidant power) (Prior et
al., 2005).

4. Présentation des résultats des éudes précédentes sur I'évaluation de I'activité
antioxydante des fruits du pistachier del’ Atlas
Nous avons recense les résultats de quel ques études réalisées sur I’ activité antioxydante

des extraits de fruits de Pistacia atlantica Desf.

4.1. Travail de Ben Ahmed (2009)

Ben Ahmed (2009) étudie la composition en acides gras et tocophérols et qui évalue
I’activité antioxydante des extraits des fruits mirs et immatures du pistachier de I’ Atlas
(Pistacia atlantica Desf.), récoltés sur des arbres d’age moyen, qui se trouvent dans trois
localités différentes, a savoir : Laghouat, Hasss R'mel et Ain Oussera au cours de |’année
2006. Les fruits étudiés par Ben Ahmed (2009) sont divisés en deux groupes : les fruits mdrs

d’une couleur verte ou noire et les fruits immatures de couleur rouge.

4.1.1. Teneur en composeés phénoliques totaux des extraits aqueux

L es résultats obtenus sont exprimés dans le tableau 11.

47



Chapitre IV : Résultats d’études précédentes.

Tableau |l : quantité en phénols totaux des différents échantillons.

Extraits délipidés (Tourteaux) Extraitslipidiques (huile brute)
Echantillons Teneur (mg EAG/g Echantillons Teneur (mg EAG/g

d’ extrait) d’ extrait)
E2 47.30 E> 0.48
Es 76.00 Es 6.54
Eio 42.27 Eio 3.37
Fa 75.80 Fa 1.78
Fs 78.81 Fs 5.09
D3 87.30 Ds 7.80
Do 44.60 Do 8.07
As 86.36 As 6.03
As 87.60 As 2.92
MA 52.84 MA 12.90
MB 33.92 MB 7.80
MF 41.67 MF 9.83

MA : fruits mlrs de la région de Laghouat ; MB : fruits mirs de larégion de Hassi R"'mel ; MF : fruits mdrs de
la région d'Ain Oussera; A4, As: fruits immatures de la région de Laghouat ; D3, Dg: fruits immatures de la

région de Hassi R'mel ; Ez, Es, E1o, F4, Fg: fruitsimmatures de larégion d’ Ain Oussera.

D’apres les résultats consignés dans le tableau ci-dessus, la quantité des composés
phénoliques dans les extraits des tourteaux est plus importante, par rapport a celle des extraits

lipidiques.

II'y a lieu de noter auss que concernant les extraits lipidiques, les fruits mdrs
apparaissent plus riches en composés phénoliques par comparaison aux fruits immatures. Cela
peut étre expliqué par le développement des fruits matures sur le plan biochimique (lors de la
maturation), ou le fruit perd de |’ eau ce qui rend la concentration des composés phénoliques
plus élevée. Si on compare la teneur en composés phénoliques dans les extraits délipidés,
nous remarquons gqu'’ elle est plus élevée pour les fruits immatures que pour les fruits matures.
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Chapitre IV : Résultats d’études précédentes.

La teneur en composés phénoliques est toujours plus élevée chez les fruits de la région
de Laghouat aussi bien dans les extraits délipidés que lipidiques. Ceci peut étre di aux

conditions écol ogiques des zones d' échantillonnage.

4.1.2. Teneursen flavonoides dans les extraits lipidiques et délipidés
Les résultats obtenus exprimés en milligrammes équivaent rutine par gramme de la
matiere seche, ains que le pourcentage en flavonoides par rapport aux teneurs en phénols

totaux, sont regroupés dans le tableau 111.

Tableau |11 : quantité en flavonoides des différents échantillons.
Extraits des échantillons délipidés Extraits des échantillons lipidiques
Echantillons | Teneur (mg Taux Echantillons | Teneur (mg Taux
EqR/g (%) EqR/g (%)
d’extrait) d’ extrait)

E2 11.58 47.30 E2 0.40 31.50
Es 17.05 22.43 Es 0.66 10.17
E1o 11.63 2751 Eio 1.59 47.41
Fa 49.88 65.81 Fa 1.25 70.12
Fs 16.09 20.42 Fs 1.49 290.28
D3 23.26 26.66 Ds 3.08 39.58
Do 09.35 20.96 Do 1.19 14.47
As 12.48 14.45 As 0.47 07.58
As 24.75 26.26 As 0.91 31.30

MA 08.71 16.48 MA - -
MB 07.33 2161 MB 0.64 08.05
MF 10.30 24.73 MF 0.93 09.46

MA : fruits mlrs de la région de Laghouat ; MB : fruits mirs de la région de Hassi R"'mel ; MF : fruits mdrs de
la région d'Ain Oussera; A4, As: fruits immatures de la région de Laghouat ; D3, Dg: fruits immatures de la

région de Hassi R'mel ; Ez, Es, Eio, F4, Fs: fruitsimmatures de larégion d’ Ain Oussera.
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ChapitrelV : Résultats d’éudes précédentes.

L’ analyse de ces résultats montre clairement que les extraits délipidés d’ Ain Oussera
(F4 et MF) (mdrs et immatures) sont plus riches en flavonoides. Par ailleurs, en ce qui
concerne les extraits lipidiques, nous remarquons que les fruits (matures et immatures) de
Laghouat sont trés pauvres en cette classe de composés phénoliques, comparés aux extraits
d’Ain Oussera et de Hasss R'mel. En revanche pour les extraits lipidiques, les fruits

immatures de cette localité présentent lateneur la plus élevée en flavonoides.

Les extraits des tourteaux sont plus riches en flavonoides, par comparaison aux extraits
lipidiques. En revanche si on parle du taux des flavonoides par rapport aux teneurs en phénols
totaux, la teneur en flavonoides dans les extraits phénoliques des tourteaux et les extraits

lipidiques présente une variation importante d’ un échantillon aun autre.

4.1.3. Pouvoir antioxydant

L’ efficacité antioxydante des extraits phénoliques testés est exprimée par le paramétre
EC50 «efficient concentration», qui représente la concentration de I’ inhibiteur nécessaire pour
diminuer 50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel. Plus la valeur ECso est faible,

plus 'activité des extraits est grande.

Les valeurs trouvées sont exprimées dans le tableau 1V.
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ChapitrelV : Résultats d’éudes précédentes.

Tableaux 1V : valeurs d EC50des extraits lipidiques et délipidés par e test du DPPH.

Extraits des échantillons délipidés Extraits des échantillons lipidiques

Echantillons ECso Echantillons ECso
(mg/ml) (mg/ml)

E2 0.11 E2 4.44
Es 0.11 Es 231
Eio 0.11 = 5.43
Fa 0.11 Fa 4.72
Fs 0.11 Fs 4.24
Ds 0.08 Ds 2.81
Do 0.11 Do 2.27
Ay 0.10 As 3.68
As 0.08 As 4.18
MA 0.11 MA 1.63
MB 0.16 MB 1.66
MF 0.12 MF 1.85
Vitamine E 0.28 Vitamine E 0.28
Vitamine C 0.037 Vitamine C 0.037
BHA 0.04 BHA 0.04

MA : fruits mlrs de la région de Laghouat ; MB : fruits mirs de larégion de Hassi R"'mel ; MF : fruits mdrs de
la région d'Ain Oussera; A4, As: fruits immatures de la région de Laghouat ; Ds, Dg: fruits immatures de la

région de Hassi R'mel ; Ez, Es, Eio, F4, Fs: fruitsimmatures de larégion d’ Ain Oussera.

Nous remarquons que I’ ensemble des extraits délipidés (matures et immatures) ont un
pouvoir antioxydant supérieurs aux extraits lipidiques. Ces extraits délipidés dévoilent des
capacités anti radicalaires tres importantes par rapport a la vitamine E, mais inférieures a
celles des antioxydants de référence (vitamine C et BHA) et cela est d( a la concentration
élevée des composés phénoliques chez les fruits matures.

4.2. Travail de Bouhalouas (2018)
L’étude de Bouhalouas (2018) concerne une étude de I'activité antioxydante et
antimicrobienne des extraits aqueux des fruits mdrs et immatures de Pistacia atlantica récoltés

dans la station d’ Oudjlida dans la wilaya de Tlemcen. Les fruits mdrs ont été récoltés pendant
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ChapitrelV : Résultats d’éudes précédentes.

le mois d’aodt 2016 et les fruits immatures a la fin du mois de mai 2016. Ces derniers ont été
séchés al’ ombre dans un endroit sec et aéré. Les échantillons ont été broyés apres le séchage,
afin d’ obtenir une poudre, a conserver dans des sacs en papier au congélateur.

4.2.1. Teneur en composeés phénoliques totaux et flavonoides dansles extraits aqueux

Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau V.

Tableau V : teneurs en phénols totaux et en flavonoides dans les extraits aqueux des fruits

mdrs et immatures de P. atlantica.

Extraits Phénols totaux Flavonoides
(mg EAG/gMYS) (mg EC/gMYS)

EAFMO 86.3374+1.2323 14.6414+1.4287

EAFIO 56.2871+1.4420 9.5350+1.0346

EAFM O : extrait aqueux des fruits mdrs de la station Oudjlida ; EAFIO : extrait agueux des fruits immatures de
la station Oudjlida.

Les valeurs correspondent a la moyenne de trois répétitions + écart type ; MS : matiere séche ; EAG:
équivalents d'acide gallique ; EC: équivalents catéchine.

Les résultats obtenus dans ce tableau nous montrent des teneurs élevées en phénols
totaux et en flavonoides dans I'extrait aqueux des fruits mdrs, par rapport a |’ extrait des fruits

immatures.

Les teneurs en composés phénoliques et flavonoides, dans les deux études, concernant
les extraits agueux des fruits mars, sont toujours plus élevés par rapport aux extraits aqueux
des fruits immatures. Cela peut s'expliquer en partie par une déshydratation lors de la
maturation des fruits. Les différences de teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides entre
les résultats des deux études sont dues aux facteurs écologiques différents des régions de
récoltes (les wilayas de Tlemcen, Djelfa et Laghouat), I’ année de récolte et nous pouvons citer

auss |a différence des méthodes d’ extraction.
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4.2.2. Activité antioxydante
L’ activité anti-radicalaire des extraits a été exprimée par la détermination de la
concentration du substrat, qui cause la perte de 50 % de I'activité de DPPH : ECso. Les valeurs

obtenues de ce parametre sont illustrées dans | e tableau V1.

Tableau VI: ECso des extraits agueux des fruits mirs et immatures de P. atlanticaDesf.par le
test du DPPH.

Extraits Controle ECso (mg/ml)
EAFMO 0.0737+0.0018
EAFIO 0.3327+0.0016
Acide ascorbique 0.0906+0.0023

EAFM O : extrait aqueux des fruits mdrs de la station Oudjlida ; EAFIO : extrait agueux des fruitsimmatures de
la station Oudjlida.

Nous remarquons une activité antioxydante tres élevée de I’ extrait aqueux des fruits
mrs, avec une valeur ECso égale a 0.0737+0.0018 mg/ml par rapport aux fruits immatures,
dont la capacité inhibitrice est faible et égale a 0.3327+0.0016 mg/ml, comparé a celle de
I’acide ascorbique (0.0906+0.0023 mg/ml) utilise comme contréle positif. Le pouvoir
antioxydant des extrais des fruits matures est plus puissant par rapport a celui des extraits des
fruits immatures, et cela et di a la grande concentration des polyphénols chez les fruits

matures (concentration d' eau faible).
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Conclusion

Depuis quel gues années, le monde des sciences biologiques est envahi par |e concept du
«stress oxydant», c'est-a-dire d’'une situation ou la cellule ne contréle plus la présence
excessive des radicaux oxygénés toxiques, et dans ce cas il faut trouver des nouvelles armes
meédi camenteuses pour lutter contre ce phénomene. Plusieurs plantes sont connues pour leurs
propriétés antioxydantes, tel que le pistachier de I’ Atlas (Pistacia atlantica Desf.), objet de
cette synthese bibliographique. Cet arbre montre plusieurs intéréts écologiques et agro-

économiques. C’est une plante résistante aux conditions extrémes.

Cette étude est une synthese bibliographique de deux études, qui se sont faites sur
I’ évaluation de I’ activité antioxydante des extraits des fruits du pistachier de I’ Atlas. Les deux
travaux choisis ont pour but d’évaluer le pouvoir antioxydant des extraits aqueux de deux
groupes de fruits de pistachier de I’Atlas (mdrs et immatures) récoltés dans différentes

régions d Algérie, en climat semi aride et aride.

Les résultats de ces travaux montrent que la teneur en composés phénoliques dans les
extraits agueux des fruits de pistachier de I’ Atlas est toujours plus élevée chez les fruits mirs
gue chez les fruits immatures. Cela peut s expliquer par la teneur faible en eau chez les fruits
matures. Au vu de ce taux élevé en composés phénoliques, |e pouvoir antioxydant des fruits

mars sembl e plus puissant.

Cetravail ouvre plusieurs perspectives de recherche pour découvrir d’ autres utilisations
thérapeutiques des fruits du pistachier del’ Atlas. Il y alieu d’ aborder des recherches sur
d’ autres propriétés biol ogiques, notamment anti-inflammatoires in vivo, antidiabétiques et
anticanceéreuses de toutes | es parties de cette plante et aussi de déterminer la composition

chimique de lafraction active par des méthodes chromatographiques et spectrométriques.
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Résumé

Le pistachier de |’ Atlas est un arbre puissant qui montre des intéréts écologiques et agro-économiques trés
importants. Ce travail a pour but une synthése bibliographique concernant les composés phénoliques présents
dans les fruits du pistachier de I’ Atlas (Pistacia atlantica Desf.), ainsi qu’une évaluation de leurs propriétés
antioxydantes. Les études réalisées sur les fruits du pistachier de I’ Atlas révelent leur richesse en composés
phénoliques (polyphénols et flavonoides), a I’ origine de leur important pouvoir antioxydant. En comparant les
résultats des deux études, il en découle que les teneurs en composés phénoliques sont toujours plus élevées pour
les extraits aqueux des fruits mdrs, comparés aux extraits des fruits immatures. Il y va de méme pour le pouvoir
antioxydant..
Motsclés
Pistacia atlantica Desf., fruits mdrs, fruits immatures, composés phénoliques, stress oxydant, activité

antioxydante.

Abstract

The Atlas pistachio tree is a powerful tree that carries very important agro-economic characteristics and interests;
it isin this concept that we choose to study one of its parts which is the fruit.

The aim of this work is to provide a bibliographic review of the phenolic compounds present in the fruits of the
Atlas pistachio tree (Pistacia atlantica Desf.), as well as an evaluation of their antioxidant properties.

Studies carried out on the fruits of the Atlas Pistachio tree reveal their richness in phenolic compounds
(polyphenols and flavonoids) which are the source of their important antioxidant power.

By comparing the results of the two studies, it follows that the levels of phenolic compounds are always higher
for the agueous extracts of ripe fruits compared to the extracts of immature fruits; the same goes for the

antioxidant power.

Keywords

Pistacia atlantica Desf., ripe fruit, immature fruit, phenolic compounds, oxidative stress, antioxidant activity.
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