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Résumé

Le chéne-liege (Quercus suber L.) est une espéce méditerranéenne d'une grande
importance socio-économique et écologique. En Algérie, il est la deuxieme espéce forestiére
la plus importante et la plus prédominante dans la wilaya de Tizi-Ouzou. Les foréts
méditerranéennes, comme celles de cette région étude, sont soumises a des conditions de
stress biotique et abiotique séveres, générant un stress oxydatif important chez les plantes.
Quercus suber L. développe divers mécanismes de défense, dont la production de métabolites
secondaires qui jouent un rble clé dans la neutralisation des radicaux libres. Le climat
algérien, marqué par des étés longs, chauds et secs pouvant durer jusqu'a cing mois, et des
hivers frais et froids, crée un environnement favorable a I'étude du stress oxydatif. Cette
étude a été menée dans la forét d'Azozza, au Nord de I'Algérie, pendant les saisons d'hiver et
d'été. L'objectif était d'évaluer le potentiel antioxydant des extraits de feuilles de Quercus
suber L. en utilisant deux tests antioxydants basés sur la spectrophotométrie : FRAP et TAC.
Les résultats montrent une variation saisonniere significative de [l'activité antioxydante
mesurée dans les extraits de feuilles, révélant l'adaptabilité de Quercus suber L. a des

conditions climatiques variées.

Mots clés : Quercus suber L., Activité antioxydante, Métabolites secondaires, stress

oxydatif, variations saisonniéres.



Abstract

The cork oak (Quercus suber L.) is a fundamental Mediterranean species, renowned
for its substantial socio-economic and ecological value. In Algeria, it ranks as the second
most crucial forest species overall and is the predominant species in the wilaya of Tizi-
Ouzou. Mediterranean forests, including those in this region, endure intense biotic and abiotic
stressors that induce considerable oxidative stress in plant life. To combat these challenges,
Quercus suber L. has evolved a suite of defense mechanisms, notably the production of
secondary metabolites that are instrumental in scavenging free radicals. Algeria’s climate is
characterized by prolonged, scorching summers that extend up to five months and cool,
occasionally cold winters. This stark seasonal contrast makes it an ideal environment for
investigating oxidative stress in plants. Our study focused on the Azozza forest in northern
Algeria, examining the antioxidant potential of Quercus suber L. during both winter and
summer. We analyzed leaf and root extracts from two soil depths (0-15 cm and 15-25 cm)
using three distinct antioxidant assays: DPPH, FRAP, and TAC, through spectrophotometric
methods. The findings reveal a significant seasonal variation in antioxidant activity within the
leaf and root extracts across different soil depths. This variation highlights the remarkable
adaptability of Quercus suber L. to the fluctuating climatic conditions of its habitat. By
understanding these adaptive mechanisms, we gain insights into how this species maintains

its resilience and continues to thrive despite the harsh Mediterranean climate.

Key words : Quercus suber L., Antioxidant activity, secondary metabolites, oxidative

stress, seasonal variations.
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Agzul

Tabelludt (Quercus suber L.) d yiwet n ccetla tagrakalant yesean azal d ameqqgran deg
tmetti-tertikt. Di lezzayer, d nettat i d talmest tis snat yesean azal meqqren akk di Iwilaya n
tizi uzzu. Tizegwa tigrakalin, am tid n temnadt-agi n tezrawt, ttabaeent tiwtilin n unezgum n
tmeddurt d ubitiq | d-yesnulfan ankumru yer yimyan. Quercus suber L. yesnarnad atas n
tamiwin n temhaddit gar-asent Iyella n temyiwnin tis snat i yetturaren ddur s wazal-is deg
usarked n yiradikaliyen ilelliyen. Anezwu n lezzayer yeyli-d fell-as unebdu yezzifen, yehman,
yeqquren, i izemren ad ydum alamma d xemsa n wagguren, d cctawi semmden, ayagi
yesnulfa-d tawennadt iwulmen i tezrawt n unkumru. Tazrawt-agi thettwaxdem deg tezgi n
Azozza deg ugafa n lezzayer, deg tsemhay n tegrest d unebdu. Iswi-nsen d askazal n unezmar
ameglan n tukkisin n wafriwen d yizuran n quercus suber I. s snat n telgey (0-15cm aked 15-
25cm) S useqdec n krad n yikayaden | yebnan yef tsafsit: DPPH, FRAP, TAC. Igmad
skanayen-d yiwet n temgirda yesean anamek deg leqdic yttwakhedmen yef tukkisin n
yiferrawen d yizuran s telgey. Ayagi yvegn-d amek yettili (Quercus suber L.) mgabal tiwtilin

tinemyagin yemgaraden.

Awalen iskudanen : Qurcus suber L., Leqdic mgal tamyiwnazrit, tamyiwnazrit tis

snat, tasettaft, tazernant.






Introduction

Introduction générale

Le chéne-liege (Quercus suber L.) est une espéce méditerranéenne d'une importance
capitale, couvrant une superficie de 227 000 hectares en Algérie. C'est la deuxiéme espece
forestiere la plus importante du pays et la premiére dans la wilaya de Tizi-Ouzou (DGF,
2015). Ce chéne joue un rdle crucial dans la médecine traditionnelle de certaines régions et
est essentiel & la conservation des sols et a la préservation de la biodiversité (Rached-Kanouni
et al., 2012). En outre, il posséde une valeur écologique et socio-économique indéniable pour

le pays.

Les climats méditerranéens, caractérises par des étés secs et des hivers froids,
présentent des contraintes environnementales majeures qui influencent la végétation des
écosystemes forestiers, en particulier le chéne-liége (Zalloni et al., 2018). Bien que Quercus
suber L. soit reconnu comme une espece xérophile dotée d'une tolérance élevee a la
sécheresse et adaptée aux conditions estivales et hivernales, les scénarios de réchauffement

climatique futur prévoient des défis encore plus rigoureux pour cette région.

Face a ces conditions abiotiques séveres, les plantes, y compris Q. suber, subissent un
stress oxydatif, une réaction de stress induite par I'exposition a des facteurs défavorables. Ce
stress se manifeste par l'oxydation et les dommages aux structures cellulaires telles que
I'ADN, les protéines et les lipides, perturbant ainsi I'noméostasie cellulaire. Cette perturbation
est causée par une surproduction de molécules réactives de I'oxygene, connues sous le nom

d'especes réactives de I'oxygene (Moon et Shibamoto, 2009).

Pour faire face a ce stress oxydatif, les plantes ont développé plusieurs mécanismes de
défense physiologiques et biochimiques. Elles produisent des composés biochimiques,
appelés métabolites secondaires (tels que les polyphénols, les alcaloides et les terpénes), qui
possédent des propriétés antioxydants puissantes. Ces métabolites jouent un réle crucial en

protégeant les plantes contre divers stress environnementaux (Sharma et al., 2015).

L'objectif de ce mémaoire est d'évaluer I'activité antioxydant des feuilles et des racines de
Quercus suber L. au cours des saisons estivale et hivernale dans la région de Tizi-Ouzou,

située au nord de I'Algérie. Notre étude se structure comme suit :

e Le premier chapitre présente une description détaillée de I'espece.
e Le deuxieme chapitre explore le stress oxydatif et les métabolites secondaires, en

mettant en lumiére leur réle et leur importance.



Introduction

Troisieme chapitre consacré aux matériels et aux méthodes utilisées dans le

laboratoire de recherche en biotechnologie et valorisation des plantes.

Le quatrieme chapitre présente l'ensemble des résultats obtenus et leur
discussion.



Chapitre | Description de 1’espéce

Présentation de Quercus suber L.
.1  Systématique

Le chéne-liege (Quercus suber L.) est un arbre originaire de la Méditerranée
occidentale depuis le tertiaire et 4gé d'environ 60 millions d’années (Quezel et Medail, 2003).

Il a été décrit pour la premiere fois par LINNEE en 1753 (Natividade, 1956) appartient a :
Embranchement : Spermaphytes
Sous/Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Famille : Fagacées
Ordre : Fagales
Genre : Quercus
Espece : Quercus suber L
Le chéne-liege se voit par de différentes nominations selon les pays, il est nommé en :
Afrique du Nord : El fernane
Allemagne : Koekbaum ou Korbeiche
Angleterre : Cork oak
Espagne : Alcornoque
Italie : Quercia la surghero
Portugal : Subrei
France : chéne-liege

1.2 Caractéristiques botaniques

Le Q. suber est un arbre de taille moyenne dont la hauteur varie entre 10 et 15 metres
et atteint parfois 20 a 25 metres (Yessad, 2000). Sa canopée est irréguliere et s’étire en
longueur, laissant filtrer la lumiére, lorsqu’il est isolé le tronc est orné de grande branche
étalée, cependant en groupe le tronc a tendance a étre plus droit et plus haut. Cet arbre a une

durée de vie de 150 & 200 ans voire 800 ans dans certains cas mais ¢a varie selon les



Chapitre | Description de I’espéce

conditions du milieu physique et a I’état de dégradation des subéraies (abandon, feux
successifs...etc.) (Vignes, 1990).

1.2.1 Les feuille

Le Q.Suber est un arbre a feuilles persistantes, elles présentent un polymorphisme
trés marqué d’un arbre a 1’autre comme sur le méme individu, elles sont alternes de 2,5 a 7
cm a 7 paires de nervures aboutissant a des lobes peu profonds terminés en épine, elles sont
ovales, dures, pointues, avec une base ronde et des bords ondulés, d’une couleur vert foncé
avec une texture glabre dessus sauf une pubescence le long de la nervure médiane avec un
pétiole de 0,8 a 2 cm de longueur (fig.1)(Yessad, 2000)

Figure. 1 Feuille verte de chéne liege (IML)

1.2.2 Les fleurs

Elles sont monoiques et allogames (les 2 sexes sont réunis sur les méme rameaux)
(fig.2), les fleurs males pendent en chaton a 1’extrémité des rameaux elles sont longues de 4 a
8 mm, les fleurs femelles sont de petites boutants (5 a 40 nm de long), écailleux poussent
isolées ou en groupes de trois ou maximum sur les rameaux de 1’année en cours (Fraval,
1991). La floraison commence dés 1’age de 12 al5 ans et se déroule entre la fin avril au la fin

mai (Piazzetta, 2005).
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Anthére quadyivalvulé
Fleur femelle ‘

Figure. 2 Inflorescence femelle (x 7.5 et male x 4) (Sellam et Mezrgane, 2021).

1.2.3 Le fruit

La fructification commence a 1’age de 15 ans, les bonnes glandaies se répétent tous les
2 ou 3 ans, ils sont rarement consommés par 1’homme mais ils constituent un aliment du
choix pour le bétail et le sanglier (Bouraya, 1993). Le gland présente une forme et des
dimensions varies selon les arbres, allant de 1’0ovoide ou 1’arrondi a ’ellipsoidale de 2 a 5¢cm
en longueur et 1 a 2cm en largeur, caché dans une cupule conique portée par un pédoncule
assez court (fig.3) (Saccardy, 1937). La maturation de ce fruit a lieu dans 1’année de floraison

en octobre a novembre parfois jusqu’a janvier (piazzetta, 2005).

Figure. 3 Fruit de chéne-liege (le gland) (IML)
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1.2.4 L’écorce

Elle présente la partie la plus singuliére de cet arbre qui se compose de deux couches
concentriques de nature différente. La premiére couche externe appelé liege, est un tissu mort
spongieux, élastique et compressible qui résiste parfaitement aux incendies et préserve ainsi

les couche corticales inferieures (\Veillon, 1998) (fig.4).

Figure. 4 Ecorce du chéne-liege IML

1.2.5 Lesracines

Les racines de Q.suber sont pivotantes fortes et longues avec des ramifications
latérales épaisses elles peuvent montrer une grande expansion horizontale avec de
nombreuses racines superficielles (Pereira, 2007). La racine centrale peut pénétrer plusieurs
meétres dans le sol, ce qui explique pourquoi le chéne-liege est capable d’extraire 1’eau
aquiferes profondes, pour maintenir une hydratation foliaire élevée (Pereira, 2007 ; Nardini et
al., 1999).

Ils ont une mycorhization (Ectomycorhization) (Aronson et al., 2009). Les racines
superficielles peuvent étre mycorhizées par des champignons (Azul et al., 2010). La

symbiose offre a I’arbre une résistance a la sécheresse (Aronson et al., 2009).
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1.3 Les exigences écologiques de Quercus suber L.

1.3.1 L’altitude

L’aire de développement du chéne liege dépend du relief, il pousse en Algerie a 1550
meétres, mais ne se développe bien qu’a environ 900-1000 metre, il descend jusqu’q 200
meétre prés de la cote atlantique du Portugal et atteint 2400metre sur les pentes nord humides
du grand atlas au Maroc, ce qu’en fait une espece de basse et de moyenne montagne (Camus,
1938).

1.3.2 Le bioclimat

Le Q.Suber étant une essence thermophile, il demande des températures moyennes
annuelles comprises entre 13°C et 18°C, la moyenne du mois le plus chaud doit étre entre 24
et 26°C mais il peut supporter de fortes chaleurs occasionnelles (35 a 40°C) (Bouhraoua,
2003). La tolérance du chéne liege au froid semble se situer a la limite de -4°C (Alatou et al,

2005), ou I’arbre entre en repos physiologique (Bouchafra et Fraval, 1991).

1.3.3 L’humidité

L’humidité est également un facteur limitant car bien qu’étant xérophile ; le chéne
liége exige une humidité de 1’aire élevé au moins 60% en moyenne ce qui lui permet de
compenser partiellement le déficit pluviométrique de la saison séche estivale (Vignes, 1990).
Selon Zeraia (1997), la fréquence des pluies pendant la période estivale constitue I’élément le

plus important pour la régénération du chéne liege.

1.3.4 La lumiére

Le chéne liege est une espéce héliophile, il exige une forte insolation (Vignes, 1990).
Selon Chollet, (1997) des observations quantifiées, confirment que la survie de semi et leur

croissance augmente sensiblement avec 1’éclairement relatif.

1.3.5 Les facteurs édaphiques

Selon Abassi (2021), le chéne liége préfére les soles calcifuges des roches eruptives,

les grés et les argiles.

Cinq propriétés du sol sont importantes pour la croissance des racines et le
développement des plantes : I’apport de nutriments, d’eau, d’oxygene, une température et une
porosité appropriées, qui permettent le développement des racines, en fait, le stress

nutritionnel affecte également la concentration de composés phénoliques dans tissus végéetaux
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(Ramakrishna et Ravishankar, 2011). Selon Dixon et Paiva (1995), accumulation de

phénylpropanoides et la lignification causée par la carence en azote et en phosphate.

1.4  Cortege floristique

L’évolution floristique du Q.Suber varie selon le bioclimat et régulée par le sol et le
climat (Quezel, 2000). Au niveau bioclimatique humide et léger des plaines et des littoraux,
le sous-bois est dense et I’humidité est constituée de : lauriers-roses (Neriumo leander), lianes
(Smilax aspersa), Lentistique (Pistacia lentiscus), bruyeres (Erica arboreeayrewea), Myrte
(Myrtus communis), lierre (Hedrahelix). 11 existe d’autres espéces en hauteur, par exemple
I’aubépine (Crataegus monogyna), L’aubépine (Calycotomspinosa), le labarnum a 3 flores
(Cytisustriflorus).

En phase semi-aride on rencontre des sous-bois tres durs et secs, notamment Doum
(Chamaeropshumilis), Hélianthémes (Helianthemumnum mularium), Cistes (C. Ladaniferus)

et de Lavandes (Lavandula atlantica et L. Stoechas).
1.5 Aire de répartition de Quercus suber L.

1.5.1 Dans le monde

Le Q.Suber occupe une zone naturelle relativement petite ; elle est limitée a la
méditerranée occidentale et déborde sur la cote du sud de atlantique (fig.5) (Cantat, 2005).Le
Portugal produit plus de 150 000 tonnes/an de liege, ce qui représente plus de 50 % de la
production mondiale, et en Espagne, France et aussi au Maroc, dans le Nord de 1’ Algérie et
en Tunisie. 1l occupe aussi des zones plus restreintes dans le Sud de la France et sur la cote

occidentale de I’Italie, y compris la Sicile, la Corse et la Sardaigne (Periera et al., 2007).



Chapitre | Description de 1’espéce

Figure. 5 Distribution du chéne-liege dans le monde (IML, 2021)

Le chéne-liege occupe plus d’un million et demi hectare en Europe et prés d’un
million d’hectares en Afrique du Nord (Bekdouche, 2010) cette superficie est inférieur a 30

% de sa superficie potentielle a cause du surpaturage, incendie et absence d’aménagements
(Tab.1).

Tableau.1 La superficie mondiale des foréts de chéne liege (Nouri, 2022).

Payes La superficie(ha) %
Portugal 736 000 hectares 325 %
Espagne 501 000 hectares 22,1 %
Maroc 277 000 hectares 12,2 %
Algérie 410 000 hectares 18,6 %
France 148 500 hectares 7,1 %

Italie 116 000 hectares 53%
Tunisie 100 000 hectares 46 %
Turquie 25 000 hectares 1,1%

1.5.2 EnAlgérie

Les foréts du chéne-liége s’étendent tout au long de la cote de 1’ Algérie permettant a

notre pays d’occuper la troisieme place en matiére de production apres le Portugal et
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I’Espagne (Quezel et Medail, 2003). Selon la DGF et la FAO en 2021 les foréts en Algérie
couvrent une superficie de prés de 4,2 millions d’hectares, dont ceux de liege qui occupent
11%, avec une superficie totale de 440.000 hectares, dont 150.000 comme zone productive

d’une capacité de production annuelle moyenne de 60.000 quintaux.

Sa distribution en Algérie est principalement concentrée dans le nord du pays, dans les
montagnes de Kabylie et de 1’Atlas tellien. On le trouve également dans les régions cotiéres,
notamment dans les foréts de la Mitidja et de la Kabylie (DGF,2022) (Fig.6).

A Ana s 21 Laseall Lashouat M FS fed

Figure.6 Répartition de chéne liege en Algérie. (DGF, 2003).

Selon les données du Ministére de I’Agriculture et du Développement Rural de

I’ Algérie, la distribution de chéne-liége est comme suit :

10
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Tableau.2 La surface occupée par le Quercus suber L. en Algérie

Wilaya Superficie Pourcentage
(hectares)

Tizi Ouzou 600000 24%
Boumerdes 500000 20%

Alger 400000 16%

Bejaia 300000 12%
Constantine 200000 8%

Oran 100000 4%

Autres 500000 20%

1.6 L’importance écologique du Quercus suber L.

L’importance écologique du chéne liege réside dans son role dans la conservation des
sols et la lutte contre la désertification, il agit également comme un anti-polluant
environnemental en séquestrant le dioxyde de carbone et en luttant contre 1’effet de serre,
atténuant ainsi les effets du changement climatique (Saccardy, 1938). En fait, les foréts de
chéne-liege du monde entier absorbent environ 14 millions de tonnes de CO2 par an, il faut
savoir également qu'un arbre avec une écorce absorbe 3a 5 fois plus de CO2 qu’un arbre sans
écorce (Aimene et chetouane, 2019). Le chéne-liege joue un réle dans la reconstitution des
réserves d’eau et le controle du ruissélement (Saccardy, 1938). De plus la forét de cet arbre

abrite une biodiversité importante.

.7 L’importance économique du Quercus suber L.

Depuis longtemps, le Q.Suber est considéré comme une espéce de grande valeur, car
ses foréts fournissent une large gamme de produits dont certaines sont de véritables trésors
économiques. Il posséde une écorce qui a la capacité unique de produire de liege, un produit
irremplacable dans le monde (Aimene et chetouane,2019). 1l est utilisé dans une large gamme
d’applications notamment les bouchons pour les bouteilles car il est étanche et empéche
I’oxygéne de pénétrer dans la bouteille, aussi c’est un excellent moyen pour isoler les

batiments contre la chaleur et le bruit, également pour le revétement de sol et des meubles.

11
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1.8 L’importance médicale du Quercus suber L.

Le Q.Suber est une plante médicinale traditionnelle utilisée depuis des siécles dans la
médecine grecque, arabe et européenne, dans le domaine phytothérapique qui sert a utiliser
les plantes et leurs extraits a titre thérapeutique (Taib et al., 2020). Les différentes parties de
la plante, notamment 1’écorce, les feuilles et les glands, sont utilisées pour traiter une variété
de conditions, telle que les troubles digestifs, les infections et les maladies inflammatoires
soit en infusion, décoction ou macération. L’écorce de chéne-liege est la partie la plus
étudiée de la plante pour ses propriétés medicinales. Elle est riche en polyphénols, des
composés végétaux aux propriétés antioxydants, anti-inflammatoires et antimicrobiennes
(Taib et al., 2020)

Les recherches sur les propriétés médicinales du chéne-liege sont encore en cours,
une étude clinique publiée en 2018 a montré que 1’extrait d’écorce de chéne-liege était
efficace pour traiter la diarrhée chronique (Ribeiro et al, 2018) ont montré dans leur étude
que D’extrait d’écorce de chéne-liege réduisait la fréquence et la durée des épisodes de
diarrhée. Gomes et al (2018) ont trouvé I’extrait de liége réduit le nombre de bactéries

présentes dans 1’urine et améliorait les symptomes des infections urinaires.

Les feuilles de chénes-lieges sont également riches en polyphénols, elles sont utilisees
pour traiter les troubles digestifs, les infections et les maladies inflammatoires et également

pour traiter les affections cutanées, telles que 1’eczéma et le psoriasis (Taib et al., 2020).

Actuellement les scientifiques cherchent de trouver de nouveaux inhibiteurs de
I'acétylcholcholinestérase (AChE) qui sont utilisés pour traiter les patients atteints de la
maladie d'Alzheimer car ils améliorent la neurotransmission cholinergique, ces inhibiteurs
recherchés doivent étre d'une source naturelle, hautement bio-disponible et peu ou pas
toxiques. D’apres (Ferreira et al., 2020) le Quercus suber L. est extrémement riche en une
variété de composés tels que les flavonoides et les composés phénoliques qui sont de

puissants inhibiteurs de I'AchE.

1.9 Lacomposition photochimique de Quercus suber L.

Selon Belkacem (2023) les composants principaux du liége comprennent :
- Subérine (45%) : constitue le principal composant des parois cellulaires du liege.

- Lignine (27%) : joue un r6le crucial dans la liaison entre les différents éléments.

12
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- Polysaccharides (12%) : présents dans les parois cellulaires du liege, ils contribuent a sa

texture.
- Tanins (6%) : responsables de la coloration du liege.
- Composés cireux (5%) : ils garantissent I'imperméabilité du matériau,

- 5% : comprenant des minéraux, de I'eau, de la glycérine et dautres substances

13
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Le monde végétal est constamment soumis a des agressions diverses, provenant de
I’environnement ou de I’activité métabolique elle-méme. Parmi ces agressions, le stress
oxydant joue un role important dans le vieillissement et 1’apparition de diverses pathologies

chez les étres vivants.

1. Le systéeme oxydant

Le systeme oxydant est un ensemble de molécules et de réactions qui produisent des

radicaux libres et d’autres espéces réactives de I’oxygene (ERO) (Afonso et al., 2007).

I1.1 Les radicaux libres

Une espéce chimique (atome ou molécule) appelée radical libre est constituée d’un
électron non apparié. Il s’agit d’un déséquilibre temporaire qui est résolu par 1’acceptation
d’un autre électron ou par le transfert de cet électron libre vers une autre molécule (Afonso
et al., 2007). Parmi ces radicaux libres on distingue les espéces réactives de 1’azote (ERN) et

les espéces réactives de I’oxygene (ERO) qui sont la classe la plus importante.

1.2 Les espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

Les especes réactives d’oxygéne (ERO) sont des radicaux libres provenant de
I’oxygeéne moléculaire, elles constituent la classe la plus importante d’espéces réactives

produites dans les organismes vivants en raison de I’importance du métabolisme aérobie

(Valko et al., 2007).

Aujourd’hui, le terme « espéces réactives de 1’oxygene » est utilisé pour désigner un

ensemble plus vaste de molécules :

- Des radicaux oxygénés se distinguent par leur électron non apparié, tels que 1’anion
superoxyde O2 e-, les radicaux hydroxyles HOe, le peroxyle ROO- et I’alkoxyle RO
(Favier, 2003).

- Le peroxyde d’hydrogene H2O>, I’oxygene singulet 10- et le nitroperoxyde ONOOH
sont des dérivés de I’oxygene non radicalaires, mais ils sont également réactifs et

peuvent étre des précurseurs de radicaux libres (Favier, 2003).
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Les différents types des espéces réactives de 1’oxygene et leurs voies de formation

sont mentionnée dans le tableau 3.

Tableau.3 Types des espéces réactives de 1’oxygéne et leurs voies de formation

Les types de radicaux Description et formation

libres
C’est le type le moins réactif des ERO et le radical le plus
souvent produit dans I’organisme (Scheibmeir et al., 2005).
Anion superoxyde Il est chargé négativement et produit par la réduction
Oz - monovalente de I’oxygene moléculaire (Lacolley et
al.,2007) 02 +é=> Q2e-
Le radical H.O2 n’est pas libre, mais il peut produire des
radicaux extrémement réactifs, il est formé suite a la
Peroxyde d'hydrogene dismutation de I'O, -, ou par réduction directe de O, -
H20, liposoluble et donc susceptible de diffuser dans les

membranes ((Lacolley et al.,2007).
02"+ O+ 2H* = H202+ O2

C’est une substance oxydante trés agressive qui cible la
plupart des molécules biologiques telles que 1’ADN, les

Radical hydroxyle protéines, les sucres et les lipides membranaires. (Lacolley

OH et al.,2007), il est formé par réaction de Fenton et

Décomposition du peroxynitrit

Fe?* + H,02 = Fe® + OHe + Oe

Issus de la synthése de H202 sous I’action de la

Acide hypochloreux myéloperoxydase, ils sont trés réactifs et solubles dans les
HOCI lipides.

H, O, + CI=>-HOCI + OH-

Il s’agit d’une version excitée de I’oxygéne O2, avec la
L’oxygene singulet méme structure électronique que 1’oxygeéne, mais dans une
102 forme différente, & savoir que les électrons de la couche

externe, sont appariés (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).
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[Is sont des composés secondaires produits par I’ajout
d’oxygeéne aux radicaux centrés sur le carbone Re (Delattre

et al., 2005)

Les radicaux peroxyles

ROO
Re+ 02 = ROz

IIs proviennent habituellement de 1’action des radicaux
hydroxyles sur les substrats biologiques (par I’arrachement
Les radicaux alkyles d’atomes d’hydrogéne ou I’ajout de doubles liaisons)

R- (Delattre et al., 2005).

OHe+RH = Re+H20

C'est un radical libre présent dans toutes les cellules
endothéliales, créé a partir de ’arginine et de 1’02 par

I’action d’enzymes identifiées sous le nom de NO synthase
Le monoxyde d’azote

NO

(Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ; Vincent et Martin,
2008).

02+Arginine+NADPH=>NOe++Cittrulline+H20+NADP"*

C’est un oxydant puissant capable d’inciter la peroxydation

des lipides et I’oxydation des protéines et de I’ADN, il est
L’oxyde nitrique

ONOO -

moins réactif que son précurseur azoté, mais responsable de

I’oxydation de nombreuses biomolécules (Rezaire, 2012).

NQe + O2s- = ONOO -

1.3 Sites de production d’ERO

La production des ERO se déroule dans diverses parties de la cellule végétale. Sa
réalisation se produit dans 1’apoplaste, mais elle est habituellement liée au métabolisme
basal, tels que la photosynthese, la photorespiration et la respiration qui se produisent dans
les chloroplastes, les mitochondries et les peroxysomes (Mignolet-Spruyt et al., 2016 ;

Kéarkonen et Kuchitsu, 2015). Les recherches sur la production des ERO dans d’autres
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organites sont peu nombreuses, mais nous pouvons mentionner celle des réticulum

endoplasmique (Das et Roychoudhury, 2014).

1.4 Lintérét biologique des radicaux libres dans la physiologie cellulaire

Les ERO sont impliqués dans les mécanismes de communication cellulaire, ils
participent au fonctionnement de certaines enzymes a la transduction de signaux cellulaires
(Favier, 2003). IIs jouent un réle dans la régulation de I'expression génétique (Delattre et al.,
2005).

I11. Le systeme antioxydant

Le terme “antioxydant” désigne toute une substance synthétisée a une faible
concentration, capable de retarder, prévenir ou inhiber la production d’un oxydant toxique,
d’arréter ceux qui sont déja produits et de les inactiver, ce qui bloque la réaction en chaines

de propagation produite par ces oxydants (Tang et Halliwell, 2010).

I11.1 Classification des antioxydants

Selon Delattre et al (2005), les systemes antioxydants peuvent étre classés selon leur

origine et selon leur mode d'action (fig.7).

I11.1.1 Selon leurs origines

111.1.1.1 Systeme antioxydant synthétique

Il existe plusieurs antioxydants synthétiques, comme le butylhydroxyanisole (BHA),
le butylhydroxytoluene (BHT), la gallate propylée (PG) et le tetra-butylhydroguinone
(TBHQ), ils sont couramment utilisés dans 1’industrie alimentaire en raison de leur efficacité

et de leur prix moins élevé que les antioxydants naturels (Lisu et al.,2003).

111.1.1.2 Systeme antioxydant naturel

Les antioxydants sont des substances synthétisées naturellement dans la plante, tels
quep-carotene, albumine, acide urique, cestrogénes, polyamines, flavonoides, acide
ascorbique, composés phenoliques, vitamine E....etc. Elles ont la capacité de maintenir la
stabilité des membranes en réduisant leur porosité, et en ayant également la capacité de lier

les acides gras libres (Svoboda et Hampson,1999).
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111.1.2 Selon leur mode d’action

111.1.2.1 Systeme antioxydant enzymatique

Les protéines antioxydants enzymatiques forment la premiére barriere de cette
défense antioxydant, composée de trois métalloenzymes fondamentales : les superoxydes
dismutases, la catalase et les glutathions peroxydases. Leurs activités et les emplacements
qu’ils occupent dans la cellule se complétent et garantissent 1’¢limination des anions
superoxydes et du peroxyde d’hydrogéne dans tous les compartiments intracellulaires
(Leverve, 2009 ; Lacolley et al, 2007).

a) Les Superoxydes dismutases
Les superoxydes dismutases sont des antioxydants enzymatiques. Ces

métalloprotéines représentent la premiere ligne de défense contre le stress oxydant par
I’élimination de I’anion superoxyde O2 - a travers une réaction de dismutation en le
transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne moléculaire comme suit (Haleng et
al., 2007).

02 -+ 2H SOD 02 + H202
_—

Ces enzymes vont accélérer la vitesse de cette réaction spontanée rendant tres rapide

la disparition du superoxyde mais en générant le peroxyde d’hydrogéne.

b) La Catalase
La catalase est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde

d’hydrogéne produit dans les condition physiologiques (Leverve et al., 2009). La réaction

catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogéne :
2H202 ——— 2H20+O0O

La catalase est surtout active lorsque le niveau de stress oxydatif est élevé ou que la
quantité de glutathion peroxydase est limitée et elle joue un réle significatif en permettant
déliminer I'excés de peroxyde d'hydrogéne afin que la réaction de Fenton ne puisse pas
s'amplifier (Cantin, 1999).

c) Les Glutathions peroxydases
Le glutathion peroxydase se sont des enzymes tétramériques a sélénium qui peuvent

réduire le peroxyde d’hydrogéne en eau, en utilisant les capacités réductrices du couple
glutathion /glutathion disulfite (GSH/GSSG) (Lacolley et al., 2007).
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111.1.2.2 Systeme antioxydant non enzymatique

Ce genre d’antioxydants forment la barriére secondaire de défense, ils présentent un
grand avantage par rapport aux antioxydants enzymatiques en raison de leur petite taille, ils
ont en effet la capacité de pénétrer facilement au coeur des cellules et de se situer prés des
cibles biologiques (Boubekri, 2014). Parmi ces antioxydants a faible poids moléculaire on

peut citer les plus connus et les plus importants selon Boubekri (2014) (fig.7) :

e Des oligo-éléments : ils jouent un rdle clé en tant que co-facteurs d’enzymes
essentielles pour combattre les radicaux libres, tels que le zinc, le sélénium et le
manganese (Pastre, 2005).

e Les vitamines : elles sont des composes organiques nécessaires en petites quantités
pour assurer le bon fonctionnement des voies métaboliques des organismes
vivants, elles se manifestent sous la forme d’une coenzyme le cas de la vitamine C
et E (Elbaz, 2008).

e Les acides phénoliques et les flavonoides sont des bons piégeurs des radicaux
libres (Carocho et Ferreira., 2013).

e Des substances endogenes : tels que le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine,

I’acide lipoique et le coenzyme Q (Carocho et Ferreira., 2013).

Antioxydant
I

[ Enzymatique ]

v
Superoxydes Catalase Glutathions
[ Non-Enzymatique ]

S B E S 1

Flavonoides Vitamine Minéraux Compose |Caroténoides  Acide phénoliques

Organo-sulfirique

Figure.7 Classification des antioxydants (Carocho et Ferreira., 2013)
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Le stress oxydant

IV.1 Définition du stress oxydant

Le stress oxydatif est defini comme un déséquilibre majeur de la balance entre les
agents pro-oxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Pincemail et al., 1999). Ce
déséquilibre peut étre causé soit par une forte production d'agents oxydants, soit par une

altération des mécanismes de défense (Morena et al., 2002) (Fig.8).

Au cours d’un stress oxydant, les ERO qui ne sont pas detoxiquees par le systeme
antioxydant attaquent et détruisent les macromolécules présentes dans les cellules
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO

Caroténoides /1

OXYDANTS

- 0., OH°®, '0,, H,0,
& °NO, ONOO
HOCL
LOO®, LOOH

Figure 8: Déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants (Morena et al.,
2002).

IV.2 Le stress oxydant et son origine chez les plantes

Selon Smirnoff (1998), les stress environnementaux, entrainent 1’émergence d’un
stress oxydatif, c’est-a-dire 1’accumulation d’espéces réactives de 1’oxygene, elles sont
générées lors du métabolisme normal, mais leur production est considérablement augmentéee
lorsque les plantes sont soumises a des stress tels que le stress hydrique et salin, intensités

lumineuses élevées, tempeératures basses et la sécheresse (Fig.9).
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Polluants atmosphériques |
Ozone | Forte lumiére

S0,

NO, 7 48 .1

Attaque pathogéne
bactéries
champignons
virus

Forte température

Sécheresse
Blessure

Forte salinité

! Métaux lourds

Figure.9 Origine du stress oxydant (Rahantaniaina, 2018)

IV.3 Cibles ’ERO

IV.3.1 L’ADN

L’ADN est extrémement vulnérable aux attaques des ERO qui réagissent avec les
bases purines et pyrimidines, ainsi qu’avec le désoxyribose, ce qui entraine leur oxydation et
des coupures mono et double brin de I’ADN ce qui provoque des mutations ou modification

de I’expression des genes (Favier, 2003).

1V.3.2 Les lipides

Les ERO peuvent cibler les lipides, en particulier les résidus d’acides gras
polyinsaturés des phospholipides qui sont facilement oxydables, cela entraine une cascade
de réaction de peroxydase lipidique qui altere la fluidité et la perméabilité de la membrane,
et peut également entrainer des dommages et des changements dans le fonctionnement des

protéines membranaires (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

1V.3.3 Les protéines

Les protéines présentent une sensibilité élevée aux attaques radicalaires, en particulier
celles qui contiennent un groupe sulfhydrile (SH) et des ponts disulfures, il en va de méme

pour de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport qui seront oxydées et
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inappropriées (Friguet, 2003). Elles perdent leurs caractéristiques biologiques au moment
d’oxydation, elles deviennent beaucoup plus vulnérables a I’action des protéases et du

protéasome (Garait, 2006).

V. Les métabolites secondaires

Le meétabolisme secondaire des plantes est un domaine fascinant qui explore la
production de composés qui ne sont pas essentiels a la croissance et a la reproduction, en
jouant un role crucial dans la survie et l'adaptation des plantes a divers stress et en
constituant une source de substances importante qui peuvent étre utilisées dans divers
domaines (Macheix et al., 2005).

Elles sont des composés organiques complexes qui sont fabriqués et stockés en
petites quantités par les plantes (Newman et al., 2000). Elles présentent une grande diversité
structurelle, dontle nombre est estimé entre 100 000 (Hadacek, 2002) et 200 000 (Hartmann,
2007).

V.1 Classification des métabolites secondaires

Elles sont classées en trois catégories en fonction de leur origine biosynthétique : les
terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques (Croteau et al, 2000). Dont la classe

des polyphénols et la principale (fig.10)

[ Les terpéno’l’des] [ Les alcaloides ]

T ( Les métabolites secondaires 1 T

[Les acides phenollquﬂ . Les polyphénols ]—,

- acide comarique - les stilbenes

- acide gualique [ Les flavonoides ] - les lignanes

- acide ferulique
- les flanonols
- les flavones
- les flavonones
- les flavanols

- les isoflavones

Figure. 10 Classifications des métabolites secondaires
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V.1.1 Les polyphénols

Polyphénols sont les plus répandus dans le régne végétal, plus de 8 000 structures
phenoliques sont connues, présentent dans tous les compartiments de la plante, ils sont

responsables des pigments jaunes, rouges et orange (Marin et Andriantsitohaina, 2002).

Ils se caractérisent par la présence d’un noyau benzénique directement lié a un
groupe hydroxyle, qu’il soit libre ou impliqué dans une autre fonction peut étre un éther,

ester ou un hétéroside (Bruneton., 2009).
» Classification des polyphénols

La Figure 10présente les différentes classes des composés phénoliques selon le
nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base et sont subdivisés en plusieurs
classes, les principales sont : les acides phénoliques, les flavonoides qui représentent plus de
la moitié des polyphénols (fig.10) (Stalikas, 2007).

a- Les acides phénoliques

IIs sont les polyphénols alimentaires les plus importants (Watson et al., 2013), ils se
trouvent dans tous les fruits et [égumes et représentent environ un tiers de la quantité totale

de polyphénols dans I'alimentation (Sharma et al., 2015).

Les acides phénoliques forment un ensemble essentiel de composés organiques
naturels qui ont une variété dactivités pharmacologiques. lls ont non seulement des
propriétés antioxydants, mais aussi des propriétés antivirales et antibactériennes. En général,
on associe l'activité antioxydant phénolique a des groupes hydroxyles présents dans leurs
molécules (Cazes, 2005). Il existe deux types d'acides phénoliques : les acides benzoiques et
les acides cinnamique (Watson et al., 2013).

b- Les flavonoides

Les flavonoides sont une catégorie de composés secondaires trés communs dans le
regne végetal. 1l s'agit de pigments presque universels des plantes qui jouent un role dans la
coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Les hétérosides sont présents dans la
vacuole des cellules ou sont des composants de plastes spécifiques, les chromoplastes
(Guignard, 1996).
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Selon Collin et Crouzet (2011), les flavonoides se composent d'un squelette composé de 15
atomes de carbone (C6-C3-C6), qui correspond a la structure du diphenylpropane. On les
appelle polyphenols car ils sont composeés d'un cycle benzoique avec plusieurs groupements
hydroxyles. Les polyphénols ont une fonction antioxydante grdce a ces groupements
hydroxyles (Descheemaeker et provoost, 1999). Les Principales classes des flavonoides sont
- les flavonols, les flavones, les flavanones, les flavanols, les isoflavones et les anthocyanes,
ils varient dans leurs caractéristiques structurelles par la diversité fonctionnelle autour de

I’oxygénation de I’hétérocycle.

V.2 La biosynthese des métabolites secondaires

La synthése des composés phénoliques se fait principalement a partir des hydrates de
carbone par la voie de l'acide shikimique et par la voie de I'acétate malonate (Chira et al.,
2008).

V.2.1 La voie de shikimate
Il s'agit du principal processus de biosynthese des composés aromatiques (Kening et
al., 1995) dans les plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés aromatiques
tels que la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane. Ces métabolites sont des précurseurs
de nombreux produits naturels (secondaires) tels que les flavonoides, les acides phénoliques,

les coumarines, les alcaloides... (Ghasemzadeh et Ghasemzadeh, 2001)

V.2.2 La voie de I’acétate malonate

Ce mode de formation est base sur la cyclisation des chaines polycétoniques, qui
sont obtenues par condensation de groupements acétates. La condensation des groupements
acetates ne se produit qu'apres la transformation de I'acétyle CoA en malonylCoA. Le cycle
benzénique latéral (A) est obtenu chez les flavonoides et les anthocyanes par I'enchainement
de 3 acétyl-COA (Merghem, 2009).

V.3 Leffet biologique des métabolites secondaires

Selon les recherches de Wink (2013), les métabolites secondaires assurent la
protection des plantes dans des conditions défavorables, en les protégeant contre les
pathogenes et les stress naturels. Ils possedent des caracteéristiques de capture, pollinisateurs,
et de protection contre les agents pathogenes, les prédateurs et les contraintes liées a leur

environnement direct.
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Les gibbérellines, les stérols, les caroténoides et I'acide acétique sont des terpénes
qui jouent un role essentiel dans la croissance et le développement des plantes. Grace a leurs
toxicités ils protégent les plantes contre les insectes et les mammiféres, et Les pyréthroides
présents dans le chrysanthéme, qui jouent un réle d'insecticide, en sont un exemple parfait
(Al Naser, 2018).

Les acides phénoliques jouent également un rdle dans la régulation du
développement des plantes en interagissant avec les différentes hormones de croissance
végeétales. lls offrent aux végétaux la possibilité de se protéger contre les rayons ultraviolets
(Zergui, 2016). lls possedent également une activité antioxydant grace a leur capacité a
diminuer les especes réactives de lI'oxygéne (ERO) (Naghiloo et al., 2012), et ils peuvent
étre utilisés comme indicateur de stress car leur concentration augmente apres avoir été
exposés a des stress, de sorte qu’il s'agit de métabolites que la plante produit en grande
quantité afin de combattre une infection causée par des champignons ou des bactéries
(Hoffman, 2003).

Les flavonoides ont également une action protectrice contre le stress thermique. lls
pourraient aussi favoriser la survie des plantes dans les sols contenant des métaux toxiques
tels que l'aluminium. Ils jouent un rdle crucial dans la protection contre les rayons
ultraviolets (UV) ou a d'autres facteurs de stress (Achakzai et al., 2009). De plus ils sont de

puissants pieges des especes réactives de I'oxygéne (ERO) (Treutter, 2005).

Plusieurs recherches expérimentales ont prouvé que les métabolites secondaires en
général et les polyphénols en particulier présentent des propriétés intéressantes en raison de
leurs multiples avantages pour le bien-étre des végétaux et méme pour la santé humaine. Les
antioxydants renforcent le systéme immunitaire et contribuent a protéger contre plusieurs
maladies telles que le cancer, l'athérosclérose, I'hypertension et surtout les maladies
neurodégénératives. En effet, ces composés ont des propriétés anticancéreuses, antivirales,
antibactériennes (Barba et al., 2016), anti-allergiques, anti-athérogenes et anti-
inflammatoires (Falleh et al., 2008). La consommation d'aliments riches en polyphénols

réduit la prévalence de plusieurs pathologies (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

V.4 Les facteurs ecologiques qui influencent les métabolites secondaires

V.4.1 Déficit hydrique
La sécheresse entraine un déficit hydrique dans le sol, ce qui peut se manifester par

une diminution de la photosynthése un déséquilibre osmotique et fermeture des stomates
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tout ¢a provoque une réduction de la croissance et une diminution de la production de la
plante (Hachana et al., 1993).

V.4.2 Lasalinité

La salinité du sol provoque une déshydratation des cellules et un stress osmotique
avec une diminution du volume cytoplasmique (Ramakrishna et Ravishankar, 2011). Elle
augmente la concentration d’especes réactives de l’oxygene (ERO) dans les cellules
vegétales ce qui induit un stress oxydatif (ElI Ghazali, 2020). Cela entraine la réduction de la
biomasse, de la surface foliaire, du rendement, de la longueur des tiges et des racines, de
plus elle affecte négativement les fonctions morphologiques et biochimiques d’arbre ainsi
qu’elle inhibe la germination, la croissance, le développement et la production de la plante
(Zhang et Ma, 2018).

V.4.3 Le stress thermique

Le stress thermique déclenche une accélération du développement et une réduction
de la taille des organes végétaux développement et une diminution de la taille des organes
végétaux. Il en résulte un effet négatif sur la productivité globale de la plante (Hauchinal et
al., 1993).

Les températures élevées perturbent le fonctionnement de I'appareil
photosynthétique, en inhibant la photosynthése et en détruisant les pigments, en particulier
les chlorophylles (Jonathan, 2020). Les températures plus basses, provoquent la formation
de cristaux de glace dans les espaces intercellulaires et la perte de spécificité de la
membrane plasmique, entrainant l'arrét des fonctions cellulaires (Kabongo, 2018). Cela

affect la synthése des métabolites secondaires.

V.4.4 Lalumiére
La lumiere est un élément important pour les échanges photosynthétiques et
respiratoires (Haykel, 1993). Mais elle peut devenir une source de stress par son intensité,
éclairement trop faible ou trop élevé, en conduisant a des phénomenes de
photosensibilisation dangereux pour la plante (Leclerc, 2010). Szymanska et al (2017), ont
déclaré que lorsque l'intensité lumineuse est élevée, il y’aura une augmentation de fixation
du carbone dans le chloroplaste, suivi par la formation des radicaux libres et 1’apparition de

stress photo-oxydatif.
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V.5 DL’activité anti-oxydante des polyphénols

Les propriétés antioxydant des acides phénoliques et des flavonoides sont liées a leur
structure chimique. Le type de composé, le degré de méthylation et le nombre de groupes
hydroxyles ne sont que des critéres parmi d'autres qui déterminent l'activité antioxydant
(Rice-evans et al, 1995 ; Van Acker et al., 1996). Parmi les caractéristiques structurelles qui

ont été associées a 1’activité antioxydant, on peut citer(figurell) :

La présence d’une fonction ortho-dihydroxy sur I’anneau B, connue sous le nom de

“groupe catéchol”, (Van Acker et al, 1996) (fig.11.A).

- La présence d’une liaison 2,3-double en conjugaison avec une 4-oxofonction d’un
groupe carbonyle dans le cycle C (Van Acker et al, 1996) (fig.11.B).

- La présence de groupes hydroxyles en position 3 et 5(Rice-evans et al, 1995)
(fig.11.C).

- La Présence d’un groupement hydroxyle en position C3 sur le cycle C (fig.11.D).
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Figure 11: Différentes caractéristiques structurelles associees a I’activité antioxydant
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V.5.1 Les mécanismes d’action antioxydants des polyphénols
e Le piégeage direct ou la réduction des ERO

En raison de leur aptitude a capturer les radicaux libres et les espéces réactives de
I’oxygene, les composés phénoliques possedent des propriétés antioxydants, ce processus
est appelé radicalaire (Sékmen et al., 2012). lls perturbent I’oxydation des lipides et d’autres
molécules, selon un mécanisme suggéré par Sherwin (1976): I’antioxydant cede
formellement un radical hydrogene, qui peut étre un transfert d’électrons suivi, plus ou
moins rapidement, par un transfert de proton (fig.12), afin de générer un radical
intermédiaire. Ses structures mésomeres conjuguées lui conferent une stabilité (Sokmen et
al., 2012).

OH B : 0 0 7]
R. ) © RH } é @ d

Figure 12: Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques.

e Lachélation des ions métalliques

Les ions métalliques jouent un role essentiel dans le bon fonctionnement des
processus biochimiques et physiologiques cellulaires. Cependant, lorsque leurs mécanismes
d'action ne sont pas correctement contr6lés, ils peuvent dans certaines situations, provoquer

une peroxydation des lipides, un stress oxydatif ou des lésions tissulaires (Tiwari, 2001).

Les composés phenoliques contenant du catécholate et des groupes gallate peuvent
entraver la formation du radical oxygéné, que ce soit par liaison avec le Fe?* et par renforcer
I’auto-oxydation du Fe?*, ou par la formation de complexes inactifs avec le Cu?*, le Fe** ou

le Cu™, avec une interaction relativement faible (Perron et Brumaghin, 2009).

Fe?* + H202 = Fe®* + QHe + O
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V.6 Méthodes d’évaluation in vitro des capacités antioxydants

L’analyse des sources bibliographiques permet de mettre en évidence différentes
techniques spectrométriques pour I'évaluation de l'activité antioxydant, en se basant sur les
réactions de coloration ou de décoloration d'un réactif dans le milieu réactionnel. Parmi les
tests les plus couramment utilisés, nous présenterons ceux que nous avons utilisé dans notre

étude :

V.6.1 Test de phosphomolybdate ou de la capacité antioxydante totale (TAC)

Ce test repose sur la réduction du molybdene Mo (VI) qui se présente sous la forme
d’ions molybdate MoO4? en molybdéne Mo (V) MoO,".Si I’extrait ou un agent antioxydant
est présent, la formation d’un complexe verdatre (PMos) & un pH acide est le résultat de

cette réduction (Prieto et al., 1999). Suivie par une lecture spectrophotométrique.

V.6.2 Test de réduction de fer (FRAP)

Le FRAP (FerricReducingAntioxidant Power) est une méthode d'évaluation de
I'activité antioxydants des substances. Elle repose sur la capacité d'un échantillon a réduire
un complexe de fer (Fe~3+) a sa forme ferreuse (Fe*2+) (fig.14) (Benzie et.,1996). Cette

réduction est mesurée spectrophotométrique a une longueur d'onde spécifique.
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Figure 13: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
ferricyanide ferrique Fe (I11) et un antioxydant (AH) (Amarowicz et al., 2004).
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Présentation de la zone d’étude
V1.1 Lasituation geographique

Notre étude a été realisée dans la forét nationale d'Azzouza située au nord-ouest de la
wilaya de Tizi-Ouzou. Elle couvre une superficie de 2 155 hectares, limitée au Nord par la
forét de Tigrine, au Sud par la ville de Beni Zekki, a I'Ouest par la ville de Yakouren et a I'Est
par la ville d'Asif EI Hemmam (Figl5). Les données géographiques de la zone d'étude sont
présentées dans le tableau 4.
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Figure 14: Localisation de la zone d’étude (Google Earth , Mai 2024).

Tableau 4: situation géographique de la zone d’étude

Nom Altitude L altitude Longitude (°) Pente Superficie Orientation
du (m) ) (m?)

station

Ait 800 E004°32°40,1” N36°47°24,8” 0 50x50 N-E

Hamad
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VI1.1.1 Le climat

La région de Tizi-Ouzou bénéficie d'un véritable climat méditerranéen, caractérise par
une saison estivale longue, chaude et séche et une saison hivernale courte et fraiche (Quézel,
1976). Les mois d’été, de juin a aout, sont généralement chauds, avec des températures
moyennes diurnes atteignant souvent 30°C ou plus, contrairement aux hivers, de décembre a
février, qui sont généralement doux, avec des températures diurnes moyennes de 1’ordre de
10 a 15 °C. L'humidité relative peut varier considérablement selon les saisons, avec des
niveaux d'’humidité généralement plus élevés pendant les mois les plus froids et plus bas

pendant I'été (Raymond et Ullmann, 2021).

Comme dans de nombreuses régions méditerranéennes, le climat de Tizi-Ouzou peut
étre soumis a une variabilité interannuelle, avec des années plus séches ou plus humides que

la normale.

V1.2 Echantillonnage

Les feuilles et les racines de Q. suber L. ont été collectées par Mme Hocieni -Bentaha
durant deux saisons, I'hiver (janvier) et I'été (juillet), en 2019 sur 10 arbres. Suivant les
protocoles de Leroy (1968) et Bonneau (1988), leur principe est de sélectionner une unité

homogeéne.

Les racines ont été prélevées sur deux niveaux N1 (0 a 15 cm) et N2 (15 a 25 cm),
selon Uterano et al (2000) sur les quatre points cardinaux autour du tronc de chaque arbre
sous la canopee. Les feuilles ont été collectées au milieu et & I’intérieur de la canopée de

chaque arbre et sont mises dans des sacs en papier.

V1.3 Préparation des extraits

Apreés séchage a l'air libre des échantillons, les racines ont été nettoyées a l'aide d'une
brosse afin d'éliminer toute la terre du rhizo-plant. La méme biomasse a ensuite été préparée
pour chaque arbre afin d'obtenir un échantillon moyen homogene. Suivant le protocole de
Bourgou et al (2016), 10g de poudre de plantes ont été mélangés a 10ml de méthanol 70%,
agités pendant 30min puis laissés a macérer pendant 24h a 4°C. Suivi d'une centrifugation a
une vitesse de 5000 rpm pendant 10 min, cette opération a été répétée 03 fois en récupérant le
surnageant, laisser évaporer et secher a l'air dans des cristallisoirs a température ambiante.

L'extrait a été gratte puis stocké dans un réfrigérateur a 4°C.

31



Chapitre 111 Matériels et méthodes

V1.4 L’évaluation de I’activité antioxydant des extraits

V1.4.1 Evaluation du pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur des extraits pour les ions Fe*a été déterminé selon le protocole
de Fejes et al. (2000). Une gamme de concentrations de 10ug/ml a 250ug/ml pour les racines
et 50ug/ml a 500ug/ml pour les feuilles. 250ul de tampon phosphate (0,2M, pH 6,6) a été
ajouté a 250l de chague concentration puis 250l de ferricyanure de potassium (1%), le tout
est incubé pendant 20 min. Apres incubation un volume de 250ul de TCA (acide
trichloracétique a 10%) est ajouté puis centrifuger a 3000 rpm pendant 10 min. Par la suit
500ml de surnageant ont été récupéré et mélangé avec 500ml d'eau distille et 0,1ml de FeCL3
a (0,1%), le mélange est incubé pendant 10min. Des différentes concentrations (de 5ug/ml a

100pg/ml) de I’acide ascorbique sont utilisées comme un standard.

La lecture de ’absorbance du milieu réactionnel est faite a 700nm contre un blanc
préparé dans les mémes conditions en remplagant I’extrait par le méthanol 70%.

L’augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des.

V1.4.2 Test de phosphomolybdate ou de la Capacité antioxydant totale (TAC)

Suivant le protocole de Prieto et al., 1999, 1ml de ce réactif molybdate (0.6M Naz
HPO4, 28 mM H2 S04, 4mM de molybdate d’ammonium) a été ajouté a 100ul de chaque
extrait a différentes concentrations (de 50pg/ml a 500ug/ml pour les racines et de 50ug/ml a
700ug/ml pour les feuilles), incubés a 95°C pendant 90min, I’absorbance a ét¢ mesurée a
695nm contre un blanc contenant 100ul de méthanol 70% et 1ml du réactif utilisé. Une
augmentation de 1’absorbance désigne une augmentation de I’activité antioxydant des

extraits.

La vitamine ¢ (de 50ug/ml a 500ug/ml) est utilisée comme un antioxydant de

référence.

V1.4.3 Analyse statistique
Toutes analyses ont été effectuées en trois répétitions, et les données exprimées en
moyenne + écart type (SD. Les bases de données établies pour les trois paramétres d’activité
antioxydants sont soumises & une analyse de la variance unidirectionnelle et multivariée
(ANOVA) au risque de 5% avec le logiciel Minitab. Les différences entre les moyennes des

tests pour les organes ont été jugées significatives a P < 0,05.
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Les courbes et les histogrammes sont tracés par le Microsoft Excel 2016. Les résultats
des tests effectués sont exprimés en moyenne + écart-type. Une analyse cinétique est utilisée
pour identifier les concentrations auxquelles le processus biologique est inhibé a 50 %
(IC50). Les valeurs IC50 sont exprimées en pg/ml et sont calculées sur la base de trois
répétitions pour chaque concentration en utilisant la méthode de régression linéaire a partir de

la courbe.
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VII. Activité antioxydants
Le Quercus suber L.est une espéce connue pour sa forte capacité antioxydant, ce qui a

été prouvé par plusieurs études réalisées au fil du temps dans différentes régions (Meziti et

al., 2019 ; Custodio et al., 2015) et nos résultats reflétent cette évidence.

La capacité antioxydant des extraits méethanoliques des feuilles et des racines a été
évalué par la méthode spectrophotométriques de différents tests (FRAP, TAC). Nous avons
obtenu des différents virages de couleur pour chaque test (fig.16) qui indique une réaction

entre les antioxydants et les radicaux libres.

Figure 15: Présentation de changement de couleur de quelques échantillons. FRAP(A),
TAC(B) (kaci chaouche et Fortas., 2024).

Nous avons calculé les concentrations inhibitrices médianes (IC50) pour les différents
extraits des trois tests effectués a partir des équations des régressions linéaires des graphes,

Selon Hebi et Eddouks (2016) I’activit¢ antioxydant d’un composé est plus importante
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lorsque la valeur d’IC50 est basse. Les résultats obtenus montrent une capacité antioxydant
proportionnelle a I’augmentation des concentrations, sachant que le standard réveille un

pouvoir antioxydant plus important par rapport aux extraits pour les trois tests.

VI11.1 Test de Réduction du fer (FRAP)

Des etudes montrent que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un
indicateur significatif de son activité antioxydant (Bougandoura et Bendimerad, 2012), ¢’est a
dire qu’un extrait ayant un pouvoir réducteur élevé possede parallelement un grand potentiel
antioxydant (Mestar, 2019).

D’apres les résultats obtenus le standard a atteint une réduction maximale a 50ug/ml,
alors que pour les deux saisons, tous les extraits ont présenté une réduction optimale a
100pg/ml (fig.17)

Saison estivale et hivernale ®AA ®FELS mFH19
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Figure 16. Pouvoir réducteur ferrique pour les extraits et pour le standard

Nous avons déterminé pour chaque extrait 1’IC50 nécessaire pour réduire 50% d’ion
ferrique, les résultats sont présentés dans la figure 18. Ils montrent qu'au cours des deux
saisons, la IC50 la plus faible et pendant la saison estivale, et ont atteignent 1’1C50 la plus

élevée pendant la saison hivernale.
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Figure.17 Graphe représente les valeurs de IC50 des extraits foliaires pour les deux saisons

Selon les données présentées dans la figurel8, la IC50 des feuilles de la saison
hivernale a atteint la concentration de 63,74 £ 0,74 ug/ml. Les résultats obtenus sont plus
élevés comparé a ceux trouvés par Lavado et al (2021) sur les extraits éthanolique des
feuilles de Q.suber (54,5 pg/ml) collectées en automne en Espagne, ce qui designe une
activité réductrice faible de nos échantillons. Cette différence peut étre attribuée a la nature
du solvant utilisé (Lavado et al., 2021), d’autre part a la variation des facteurs climatiques qui
varie en fonction de la situation géographique (Vats, 2018 ; Addab et al., 2020), il est connue
que I’hiver en Espagne est un peu plus sévere, cela provoque la formation de gel dans les
membranes intracellulaires et la dormance de la plante ce qui vas retarder la floraison et le
bourgeonnement et réduire la croissance et méme la perturbation de métabolisme de la plante
provoquant ainsi la formation des ERO. De plus la nature des composants phytochimiques
aussi a un impact sur 1’activité antioxydant : selon Hider et al (2001) grace a la présence de
groupes hydroxyle, les flavonoides agissent comme de puissant réducteur des ions

métalliques.

Pendant la saison estivale les extraits de feuilles de Q.suber L. possédent une
concentration inhibitrice médiane de 61,22 + 0,42ug/ml qui est supérieure a celle trouvé par
Ahmed et al (2017) 20.03+£2.4ug /ml sur la partie aérienne de Q.dilatata L. collectées en
septembre au Pakistan. Cette différence est due a la variation des teneurs en composés
phénoliques et en flavonoides (Bautista et al., 2016), ce qui est semblablement liées aux
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facteurs environnementaux qui se défaire d’un pays a un autre, tel que la durée de
I’exposition au rayonnement UV ou les longues durée peuvent exciter les électrons des
pigments photosynthétiques (chlorophylle a et b), ces électrons excités peuvent ensuite
transférer leur énergie a des molécules d'oxygéne, générant des espéces réactives de
I'oxygéne (ERO) (Ozkur et al.,2009).

VI1.2 Test de la Capacité antioxydante totale (TAC)

Les résultats de réduction du molybdéne pour les extraits méthanoliques des végétaux
et la vitamine C sont représentées dans la figure 19 et Annexe 2 respectivement. Tous les
extraits de la saison estivale montrent une réduction totale a une concentration de 500ug/ml,

tandis que les extraits foliaires de la saison hivernale a 700ug/ml.

Feuille des deux saisons —8—SI1FE19 ——S1FHI9
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Figure 18. Représentations de la capacité totale des extraits testés durant la saison estivale et
hivernale

Nous avons calculé pour chaque extrait 1’IC50 nécessaire pour réduire 1/2 de molybdene
(fig.20).
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Figure 19. Graphe représente les valeurs d’IC50des extraits foliaires pour les deux saisons

Les feuille de la saison estivale ont une concentration inhibitrice médiane plus

importante a celle de la saison hivernale avec une variation non significative.

Selon les articles consultés, aucune étude n’a été réalisée sur I’activité antioxydante
totale des extraits méthanoliques des feuilles de Quercus suber L. Pour cela nous avons

comparé nos résultats aux différents organes du genre Quercus (Tab.5).

Tableau. 5 L’IC50 de test TAC pour différents organes du genre Quercus

TAC
. o ) IC50
Espece Organes La région La saisons L’auteur
pg/mi
_ Parties ) Septembre Ahmed et
Q.dilatata . Pakistan 4,81 +0,98
aérienne 2013 al., 2017
Amessis —
Q.ilex Ecorce Bejaia 350 ouchemoukh
etal., 2017
_ Toori et al.,
Quercus spp Fruits Iran Septembre2010 513+ 1
2013
Q.srobur Ecorce - Novembre2010 44,7 +1,13 Gulzar, 2013
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Les résultats obtenues (fig.24) sont proches de ceux trouvés par Amessis -
ouchemoukh et al (2017), et nos extraits possedent une plus faible capacité a réduire le
molybdéne en comparaison avec les résultats trouvés par Ahmed et al (2017), Toori et al
(2013) et Gulzar (2013) dans différentes espéces et organes (Tab.5).

- Lavariation saisonniére

Une variation saisonniére significative de l'activité antioxydant a été observée pour les
deux extraits étudiés par le test de TAC (p=0,002) (Fig.21). Elle est plus élevée en été par
rapport a I’hiver. Ceci peut étre di au fait qu’en Algérie 1’été peut durer jusqu’a 5 mois
(Quzel, 2003) plusieurs études ont examiné par ailleurs l'influence des saisons sur I'activité
antioxydant (Aoussar et al., 2018). Ce meécanisme s'explique par la réponse de l'arbre au

stress environnemental avec une accumulation accrue de composés antioxydants.

Feuilles
300

WFE1S mFH19
250
200

150

IC50

100

20

TAC
Les differents tests

Figure 20. La variation saisonniére des extraits filiere pour la TAC
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Conclusion

Conclusion

La flore méditerranéenne est confrontée a des fluctuation des facteurs biotiques et
abiotiques, ce qui entraine un stress oxydatif chez la plante. Cette derniére dispose des
stratégies morphologiques, biochimiques, et anatomiques qui lui permettent de faire face a ce
stress.

Le chéne liége est une espece cible de choix par son intérét économique en
Algérie. Il est tres vulnérable aux tempeératures extrémes. C’est dans ce contexte que nous
sommes intéressés a 1’évaluation du potentiel antioxydant des feuilles et des racines de
Quercus suber L. récoltées durant deux saisons contrastées hivernale (mois de janvier) et
estivale (mois de juillet) en Nord de 1’Algérie dans la wilaya de Tizi-Ouzou. Ce travail a été
effectué afin de soulever les effets des facteurs abiotiques (sécheresse et froid) sur le pouvoir

antioxydant au niveau des feuilles et racines de cette espéce.

Les résultats obtenus montrent I’existence d’une variation saisonniére significative
dans tous les extraits étudiés pour les deux tests. Elle était plus importante en été qu'en hiver,
ce qui peut refléter I'influence des facteurs climatiques (sécheresse et froid) sur le I'expression

de potentiel antioxydant.
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