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Introduction

La connaissance et I’'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de
I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique s’est tres accentuée ces
derniéres années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diversité en propriétés
biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées a une gamme
extraordinaire de molécules bioactives synthétisees par la plante non seulement comme des
agents thérapeutiques contre les maladies mais aussi comme des agents médicinaux tels que
les antioxydants (Belyagoubi, 2011).

Parmi ces plantes, on trouve le pin d’Alep du genre Pinus qui produit des graines
comestibles et tres nutritives. le genre Pinus comprend environ 800 especes dans le monde,
principalement concentrées dans I’hémisphére nord (Maestrea et al., 2003).

Par ailleurs les composés phénoliques sont les antioxydants les plus répandus dans notre
alimentation dont nous ingérons chaque jour environ 1 g soit 10 fois plus que la vitamine C et
100 fois plus que de caroténoides (Scalbert et Willamson, 2000 ; Manach et al., 2004 ).

En outre, ces molécules jouent un réle important en agissant directement sur la qualité
nutritionnelle des fruits et des légumes et leur impact sur la santé des consommateurs (effets
antioxydant, effet protecteur contre 1’apparition de certains cancers) (Boubekri, 2014). En
revanche et selon Lu et al., (2016), la consommation des composés phénoliques limite ces
avantages en raison de leur faible biodisponibilité, faible solubilité et de leur faible absorption .

Cependant la biodisponibilité est un aspect important lorsque I’on étudie le rdle des
polyphénols dans la santé humaine (Kamiloglu, 2016). Les polyphénols sont ingérés sous
forme de mélange complexes immergés dans une matrice alimentaire, qui subissent un
processus de digestion, donc il est important de déterminer comment ce processus de
digestion affecte les polyphénols et leur stabilité car cela, a son tour, affecte leur
bioaccessibilité a 1’absorption ainsi que leurs effets bénéfiques possibles sur la santé
(Kamiloglu, 2016).

Au cours de cette derniere décennie, de nombreuses études ont été menées sur la
stabilité et la biodisponibilité des composés phénoliques, contenus dans les aliments, durant le
processus de digestion, et qui montrent que ces propriétés variaient beaucoup d'un composé
phénolique a 1’autre, en fonction de leur libération et de la matrice alimentaire les véhiculant,
affectant ainsi leurs bienfaits sur la santé (Frontela-Saseta et al., 2011 ; Correa-Betanzo et al.,
2014 ; Gullon et al., 2015)
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Il existe des études sur I’effet de la digestion in vitro sur les polyphénols alimentaires
dans des fruits tels que les pommes, les fraises, la figue de barbarie (Bouayed et al., 2011 ;
Granese et al., 2014 ; Chaalal et al.,2018 ) ainsi que les extraits phénoliques de la pulpe de
caroube (Ydjedd et al.,2017).

L’objectif de la présente étude est d’évaluer I’effet de la digestion gastro-intestinale in
vitro sur Pactivité antioxydante des composés phénoliques de pin d’Alep (Pinus halepensis
Mill ).

Afin d’améliorer la lisibilit¢ du manuscrit, ce dernier est structuré en trois grandes
parties : la premiére consiste en une synthése bibliographique qui s’intéresse au pin d’Alep,
les composés phénoliques et a la digestion, la deuxieme partie illustre le matériel et les
méthodes mis en ceuvre pour I’extraction, la digestion in vitro, les dosages et les activités

effectués. Tandis que la troisieme partie porte sur les résultats obtenus et leur discussion.
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I. Généralités sur le pin d’Alep (Pinus halepensis MILL)

I.1.Description botanique

C’est une espéce appartenant a la famille des pineaceacs, ce sont des arbres coniferes de
2 a 100 m de hauteur. Le Pin d'Alep a généralement un tronc tortueux, irrégulier et branchu.
L'écorce des jeunes sujets est lisse et d'un gris argenté ; chez les adultes, elle forme un
rhytidome plus ou moins gercuré en écailles minces, larges et aplaties et de couleur rougeatre.
Les feuilles en aiguilles trés fines, < 1 mm, molles, tres finement serrulées sur les bords, 5 a
10 cm de long ; réunies par deux, rarement par trois dans une gaine ; groupées en pinceaux a
I'extrémité des rameaux ; couleur verte jaunatre. Les cones sont ligneux a écailles dures,
pédonculés, isolés ou par paires, ovoides-coniques a écusson proéminent et toujours
longuement persistants, ils murissent au cours de la deuxieme année et laissent le plus
souvent échapper leurs graines au cours de la troisieme année. Le cdne doit avoir subi de forte
chaleur qui détruit les joints de résine entre les écailles pour pouvoir s’ouvrir. Ce dernier
renferme des graines mates de 7 mm de taille, a aile allongée et presque droite des deux cotés
(figure 1) (Nahal, 1962 ; Maestrea et al., 2003) .

Figure 1. Photographies de I'arbre de Pinus halepensis Mill, des cones, des aiguilles et des
graines (Maestrea et al., 2003).
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1.2. Taxonomie

La systématique du pin d’Alep se résume comme Suit :

Tableau I. Taxonomie de Pinus halepensis Mill (Farjon , 1996) .

Taxonomie Description
Regne Plantae
Embranchement Spermaphyta
Sous-embranchement Gymnosperme
Classe Pinapsida
Ordre Abietale
Famille Pinaceae ( abietaceae)
Sous-famille Pinoideae
Genre Pinus
Sous-genre Eupinus
Espéce Pinus halepensis Mill

1.3. Distribution

Mondialement parlant, I’aire de répartition du pin d’Alep est limitée au bassin
méditerranéen dont il occupe plus de 3,5 millions d’hectares (Quezel, 1986) et domine les
formations forestiéres dans les régions semi-arides et arides, il envahit également certaines
zones de I’hémisphére sud. Cette espéce est surtout cantonnée dans les pays du Maghreb,
notamment en Algérie et Tunisie (Nahal, 1962 ; Maestrea et al., 2003), et en Espagne ou elle
trouve son optimum de croissance et développement (Parde, 1957).

En Algérie et d’aprés Zenzen (2016), le pin d’Alep est fréquent surtout sur les massifs
du tell littoral et I’ Atlas saharien, II s’étend a lui seul sur pres de 850.000ha, il occupe 37% de
la surface effectivement boisée de I’ Algérie. Selon Boudy (1952), Le pin d’Alep présente de
vastes peuplements en oranais (Sidi-Bel-Abbes, Saida, Tlemcen,Tiaret) dans 1’Algérois
(média, Boghar, Monts des Bibans) sur 1’Atlas saharien (mont de Ouled Nail) et dans le sud
Constantinois (Aures, région de Tébessa)
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I.4. Composition chimique

D’aprés Cheik—Rouhou et al., (2006), I’analyse moyenne des graines montre qu’elles
se composent de 22 ,7 % de protéines, 43,3 % d’huile et 25,7 % d’hydrates de carbone totaux
(ces valeurs sont exprimées en pourcentage du poids sec). Concernant les minéraux, il y’a une
dominance de potassium, magnésium et calcium avec un taux atteignant ensemble les 1%,
Pour les acides oléiques et linoléiques qui sont les principaux acides gras insaturés on note un
taux de 27,3% et de 48,8% ; respectivement, alors que le principal acide gras saturé est
I’acide palmitique (8,75%).

Quant aux polyphénols totaux et flavonoides, ils y sont présents aux pourcentages de
3,71 % et 0,80 % respectivement.

1.5. Intéréts et utilisations de Pinus halepensis

Le genre Pinus est tres connu pour ses propriétés en médecine traditionnelle algérienne
comme : Antiseptique puissant a action dynamisante ; recommandé dans toutes les infections
des voies respiratoires, les infections urinaires et les calculs biliaires. C’est aussi un rubéfiant
et balsamique efficace dans les affections pulmonaires : la grippe, la sinusite, les
rhumatismes. Les sirops, les infusions, les tisanes et les jus de Pinus halepensis Mill sont
connus par leur effet balsamique pour vaincre les affections catarrhales du systéme
respiratoire. On utilise les bourgeons de cette espéce en parfumerie et en savonnerie. Mais, les
principales utilisations de pin sont liées a la production de bois comme bois d’industrie ainsi
que pour la charpente ou la menuiserie. Il est aussi utilisé pour la protection des sols et dans le
domaine cosmétique expliqué par sa richesse en acide gras, vitamine E, polyphénols et

antioxydants naturels (Boulaacheb, 2009).

Il. Structures et classification des composés phénoliques
11.1. Définitions

Les composés phénoliques, ou polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés
par les vegétaux et qui appartiennent a leur metabolisme secondaire. Ils participent a la
défense des plantes contre les agressions environnementales (Gee et Johnson, 2001). Ces
molécules jouent un réle majeur au niveau de la croissance des végétaux et dans la lutte
contre des agents pathogenes et des infections. La couleur des fruits, des fleurs et des feuilles
est une des caractéristiques d’une sous-classe des flavonoides (El gharras, 2009).

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels,

sont divisés en plusieurs catégories : les flavonoides qui représentent plus de la moitié des

5
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composés phénoliques ; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides ;
les acides phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres

considérables (Dacosta,2003)

11.2. Classification des composés phénoliques
Les composés phénoliques peuvent étre classes selon la complexité, le degré et les

liaisons possibles du squelette de base avec d'autres molécules (Tableau I1) (Dacosta, 2003).

Tableau I1. Classes de composés phénoliques (Dacosta, 2003).

Structure Classe
Cs Phénols simple
Ce-Cy Acides phénoliques et composés dérivés
Ce-C, Acétophénone et acides phénylacétiques
Cs-Cs Acides cinnamiques, coumarines, isocoumarines,
chromones
Cis Flavanols, flavonones, anthocyanines et

anthocyanidines

Cao Biflavonyles
Ce— C1— Cg, Co— C1— Cs Benzophénones, xanthones et stilbéne
Cé, C10, Cus Quinones
Ci Bétacyanines
Lignanes ,neolignanes Dimeres ou oligomeres
Lignine Polymeres
Tanins Condensé et hydrolysable

I11. Digestion gastro-intestinale et biodisponibilité des composes phénoliques
L’appareil digestif est I’ensemble des organes qui assurent la transformation et

I’assimilation des aliments, source unique de l’énergie et de matieres indispensables au

fonctionnement du corps, il comprend une série d’organes creux formant le tube digestif ainsi

qu’un ensemble de glandes annexes (figure 2) (kohler, 2011).
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' Bouche Glandes
. salivaires
(Esophage

FOIE —_ i ~ Estomac
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| Intestin _~Rectum
 Appendice——— fr———— Anus

Figure 2. Organisation de I'appareil digestif de 'Homme (Kohler, 2011)

I11.1.0bjectif des simulations de la digestion in vitro

Les modeéles de simulation in vitro du processus de digestion imitent les conditions
physiologiques et les réactions luminales qui se produisent dans la bouche, l'estomac et
I'intestin gréle, quel que soit le métabolisme. L’objectif de ces simulations est de caractériser
les changements qui se produisent dans les composants alimentaires pendant le processus de
digestion dans des conditions physiologiques, en adaptant la température, le pH, les
concentrations enzymatiques et, en particulier dans les modeles de fermentation colique (le
microbiote) (Aura, 2005).

111.2. Types de simulations de la digestion in vitro

En général, il existe deux types de simulations de digestion in vitro : les modéles
intestinaux in vitro et les modéles de fermentation colique. Pour les premiers ils sont
couramment utilisés pour évaluer la digestibilité des composants alimentaires et détecter les
changements dans la fraction non digestible, quant aux seconds, ils comprennent un inoculum
de microbiote colique, utilisé pour évaluer le métabolisme colique, habituellement en utilisant

la partie non digestible obtenue aprés la simulation intestinale in vitro (Aura,2005) .
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I11.2.1. Modeles intestinaux

En général, toutes les simulations de digestion in vitro sont effectuées a 37 °C et
simulent la durée de digestion chez les humains, avec de légéres modifications, selon la nature
de I'échantillon testé (Laurent et al., 2007 ; Ortega et al., 2011).

Pour évaluer la digestibilité, les modeles de digestion in vitro sont couramment utilisés,
les chercheurs ont opté pour des changements structurels et la libération de composants
alimentaires dans des conditions gastro-intestinales car ¢’est un moyen peu couteux et plus
rapide par rapport aux études sur les animaux et les humains. Ces modeles de digestions in
vitro présentent des différences les uns des autres principalement dans les étapes de digestion
représentées dans le modéle (bouche, estomac, petit et gros intestin), la composition des
fluides biologiques (par exemple, les sels, les enzymes et les tampons) et les flux de fluide

utilisés dans chaque étape du processus de digestion (Hur et al., 2011)

111.2.2. Modéles de fermentation colique (Digestion dans le colon)

Les enzymes de la microflore colique agissent sur les composés phénoliques non
métabolisés, composés phéenoliques liés a la matrice alimentaire, et les métabolites qui
atteignent le c6lon. Les nouveaux métabolites coliques peuvent exercer une fonction
spécifique dans le c6lon lui-méme et cela avant leur excrétion (Unno et al., 2003) ou peuvent
étre absorbés et renvoyés dans la circulation sanguine, pour atteindre les centres d'action du
métabolisme (Lampe, 2003). Selon Minekus et al., (1999) et Cinquin et al., (2006)
plusieurs modéles de fermentation colique ont été développés, bien que le principe de base du
modele de fermentation colique soit commun pour tous les modeles. Il s’agit des fermenteurs
simples ou multiples inoculés avec un microbiote fécal fonctionnant sous température et pH

physiologiques, dans des conditions anaérobies.

111 .3 . Métabolisme et biodisponibilité des composés phénoliques

La biodisponibilité peut étre définie comme la quantité ou le pourcentage d’un
nutriment ingéré qui est absorbé et ainsi disponible pour le corps a des fins métaboliques
(Richelle et al., 2009) . La bioaccessibilité est un concept lié a la biodisponibilité dans le
contexte de la biodégradation. cette derniere est définie comme étant le pourcentage de
nutriments libérés des aliments qui est potentiellement disponible pour 1’absorption intestinale

(figure 3) (Guerraet al., 2012).
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Figure 3. Bioaccessibilité et biodisponibilité des composés bioactifs (Guerra et al., 2012).

Les effets des polyphénols sur la santé sont indissociables de la notion de
biodisponibilité, qui integre un grand nombre de paramétres comme : I’absorption intestinale,
I’excrétion des métabolites dans la lumiére intestinale, le métabolisme par la microflore, le
métabolisme intestinal et hépatique, les propriétés des métabolites circulants (structures,
cinétiques d’apparition et d’¢limination, liaison a la sérum albumine et autres protéines du
plasma), la captation cellulaire, le métabolisme dans les tissus cibles, la sécrétion biliaire et

I’excrétion urinaire (figure 4) (Spencer et al., 2004 ; Manach et al., 2006 ).

e Au sein de I’estomac
Seuls les anthocyanes et quelques acides hydroxycinnamiques sous forme liée tels que
I’acide chlorogénique peuvent étre absorbés directement a partir de 1’estomac (Manach et al.,
2005).
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e Au niveau de I’intestin gréle

Les aglycones de polyphénols (ex.: les flavanols) et les O-p-D-glucosides peuvent étre
notablement absorbés dans le petit intestin, les premiers par diffusion passive, les seconds
selon deux mécanismes: Une absorption directe des glucosides via le transporteur de glucose
sodium-dépendant. Elle est suivie par I'nydrolyse des glucosides dans le cytosol par une [-
glucosidase cytosolique. Un autre mécanisme impliquant la lactase phloridzine hydrolase, une
glucosidase de la bordure en brosse de l'intestin qui catalyse I'hydrolyse extracellulaire des
glucosides, a aussi été démontré. Il est suivi par I'absorption de I'aglycone ainsi libéré par
diffusion passive (Day et al., 2003 )

e Au niveau du colon

Les polyphénols non absorbés au niveau de I’estomac et de I’intestin gréle atteignent le
cblon, puis sont catabolises par la microflore colique, ayant des activités enzymatiques
diverses, avant d’étre absorbés. En particulier, la rutine, un flavonol commun de
I’alimentation quercétine (3-O-B-D-(L-rhamnosyl-[1-1,6-D-glucoside)), doit étre hydrolysée
par les enzymes bactériennes avant d’étre absorbée au niveau du colon et atteint la circulation
sanguine (sous forme de conjugués de quercétine) avec un retard notable par rapport aux cas
des glucosides de quercétine (abondants dans I'oignon), absorbés des le petit intestin. D'une
maniére générale, le catabolisme de la microflore colique peut produire des métabolites
biodisponibles, en concentration de I’ordre de 1 mM, comme I'acide benzoique, l'acide
phénylacétique et I'acide phénylpropionique (Williamson et Clifford, 2010). En particulier,
les proanthocyanidines ne sont pas biodisponibles sous leurs formes natives et I'absorption est
limitée aux catabolites microbiens libérés a partir des oligomeres les plus courts (Gontier et
al., 2003 ; Stoupi et al., 2010) . De méme, chez les humains, il a été montré que l'acide 3,4-
dihydroxybenzoique, produit par la microflore colique, représente plus de 70% des
métabolites de la cyanidine 3-O-B- D-glucoside (principale anthocyane du jus d'orange
sanguine) avec une concentration circulante maximale de 500 nM contre seulement 2 nM
pour la forme native. La fraction de polyphénols absorbés subit une conjugaison dans les
entérocytes et dans les hépatocytes. Ainsi les formes circulantes sont typiquement les
glucuronides, sulfates et sulfoglucuronides. De plus, les groupements catéchol, important pour
I'activité antioxydante, sont partiellement méthylés par la catéchol O-méthyltransférase dans
le foie (Vitaglione et al., 2007).
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Figure 4. Schéma général de biodisponibilité des polyphénols (Manach et al., 2006)

IVV. Composés phénoliques et santé

Les polyphénols ont été décrits comme étant de puissants protecteurs du systeme
cardiovasculaire. Ils ont la capacité de moduler les processus hémostatiques, vasomoteurs,
apoptotiques, prolifératifs et le remodelage vasculaire et 1’angiogenése. Ainsi, IIs possedent
également des propriétés antioxydantes, anti-agrégantes plaquettaires, anti-inflammatoires,
anti-allergénes, antitumorales et antithrombotiques (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
Ces antioxydants peuvent jouer un important réle nutritionnel de prévention contre de
nombreuses maladies liées a I’anxiété et au stress oxydant tels que le diabéte, I’hyper-tension
et le cancer (Bouayed et al., 2008). En outre, la capacité d’une espéce végétale a résister a
I’attaque des insectes et des microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés

phenoliques (Figure 5) (Bahorun, 1997).
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Figure 5. Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002)

Les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par
notre organisme (Macheix et al., 2005). lls peuvent inhibés les oxydations de fagon indirecte,
en désactivant 1’oxygeéne singlet, ou en chélatant les métaux de transitions (Fe **, Cu *?) qui
accélérent fortement 1’oxydation des lipides (Rice—Evan et Miller, 1996). Certains sont des
inhibiteurs d’enzymes d’oxydation, en particulier de la lipoxygénase ou cyclo-oxygénase
(Javanovie et Steenken, 1994). Leur caractére antioxydant contribue a la prévention des
pathologies telles que les maladies cardiovasculaires (Cook, 1998) et les cancers (Hertog,
1993). lls peuvent aussi interagir de maniére spécifique avec des récepteurs cellulaires tels
que les récepteurs cestrogénes pour les isoflavones du soja, et induire aussi des effets plus
spécifiques sur 1’organisme (par exemple inhibition par les isoflavones des bouffées de
chaleur pour la femme ménopausée) (Scalbert, 2004).

Les polyphénols sont surtout des protecteurs vasculaires ameéliorant la résistance et la
perméabilité des vaisseaux aussi bien artériels que veineux, ils protégent les LDL vis-a-vis de
I’oxydation (Leake, 1998) .
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Matériel et méthodes

1. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé dans la présente étude est constitué des graines entiere de
Pin d’Alep (Pinus Halepensis Mill), achetées chez un herboriste dans la rue d’Anounna,
(Guelma, Algérie).
Les graines ont été bien lavées, séchées a I’air libre puis broyées a 1’aide d’un broyeur
électrique et tamisées jusqu’a 1’obtention d’une poudre trés fine (0,5 mm). Les poudres
obtenues ont été conservées dans des bocaux en verre, fermés hermétiqguement, étiquetés et

stockés a I’abri de la lumiere, pour une utilisation ultérieure.

2. Extraction des composées phénoliques

L’acétone 70% a été choisi pour I’extraction des composés phénoliques a partir des
graines de Pin d’Alep, car plusieurs études sur I’optimisation des conditions d’extraction des
composés phénoliques ont montré sa capacité a extraire le maximum de ces derniers avec une
activité antioxydante importante (Chaalal et al., 2012; 2013).

L’extraction a été effectuée en mélangeant 10g de poudre des graines de Pinus
Halepensis avec 100 mL d’acétone 70% (3 fois) sur une plaque agitatrice a température
ambiante pendant 60 min. Le mélange a été centrifuge a 4000 tr/min pendant 10 min et filtré a
I’aide d’un papier filtre. Ensuite, les trois filtrats ont été¢ assemblés, puis I’acétone a été
évaporé sous pression réduite a 40 °C a I’aide d’un rota vapeur, et la phase aqueuse restante a
été évaporée dans une étuve a 37 °C pendant 3 jours jusqu’a I’obtention d’un extrait

concentré. Enfin, I’extrait sec obtenu a été stocké a 4 °C jusqu’a son utilisation.

Les Figures 6, 7 et 8 représentent les différentes étapes de préparation des extraits

phénoliques des graines de Pin d’Alep utilisés dans la présente étude.
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Etape 1 :préparation de la poudre.
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Broyage des graines a l'aide d'un
broyeur électrique
et tamisage de la poudre (0,5 mm).

Figure 6. Préparation de la poudre des graines du pin d’Alep.
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Figure 7. Préparation de I'extrait acétonique.
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Etape 3: préparation de Fextrait
phénolique brut.
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Figure 8. Préparation de I'extrait phénolique brut.

3. Digestion gastro-intestinale in vitro

La digestion gastro-intestinale in vitro (DGIIV) de la poudre des graines de Pin d’Alep
et de I’extrait phénolique brut a été réalisée selon la méthode décrite par Ydjedd et al.,
(2017). Elle consiste en une procédure en trois étapes, qui simule la digestion dans la bouche
(digestion orale), 1’estomac (digestion gastrique) et I’intestin gréle (la digestion duodénale)
(figure 9).

Les liquides simulés de la digestion utilisés dans cette étude, ont été préparés avec de
I’eau distillée et les produits chimiques comme c’est indiqué dans le tableau I11.

La digestion a été commenceée en ajoutant 10 mL de liquide salivaire contenant 7,5 mg
de a-amylase et 25 pL de CaCjp(H20)s (0,3 M) a 1 g de I’échantillon (extrait phénolique
brut/poudre des graines). Aprés I’ajustement du pH a 7, le mélange a été agité dans un bain
marie agitateur pendant 5 minutes a 37°C.

Pour la deuxieme étape, la phase gastrique (digestion gastrique), 5 mL de liquide
gastrique qui contient 20 mg de pepsine et 2,5 uL de CaCl,(H20)s (0,3M) ont été ajoutes a 5
mL de la phase orale. Apres I’ajustement du pH a 3 avec du HCI (6M), le mélange est incubé

a 37°C dans un bain marie agitateur pendant 2 heures. Apres les étapes orales et gastriques, un
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volume de 5 mL d'échantillon a été prélevé pour des analyses ultérieures (dosage des
composes phénoliques).

La derniére étape de la digestion est la phase intestinale, ou 5 mL de liquide intestinale
qui contient 37,5 mg de pancréatine et 40 mg de sels biliaires et 30 uL de CaCj(H.0)s (0,3
M) ont été ajoutés a 5 mL de la phase gastrique. Aprés I’ajustement du pH a 7 avec NaOH
(1M), le mélange est incubé & 37 °C dans un bain marie agitateur pendant 2 heures. Les
échantillons prélevés au cours de différentes phases de la digestion sont centrifugés puis
filtrés avant chaque analyse.

Tableau I11. Composition de trois phases de la digestion (orale, gastrique et intestinale)
(Ydjedd et al., 2017).

KCI (0.5M) 7,55mL 3,45 mL 3,4 mL
KH2PO4 (0,5M) 1,85 mL 0,45 mL 0,4 mL
NaHCOs (1M) 3,4 mL 6,25 mL 21,25 mL
NaCl (2M) - 5,9 mL 4,8 mL
MgCl2(H20)s(0,15M) 0,25 mL 0,2 mL 0,55 mL
NHa4(COz3)2 (0.5M) 0,03 mL 0,25 mL -
HCI (6M) 0,045 mL 0,65 mL 0,7 mL
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4. Dosage des composés phénoliques

4.1. Dosage des composés phénoliques totaux

+ principe

La teneur en composés phénoliques totaux (CPT) est déterminée selon la
méthode de Singleton et Rossi (1965) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu qui est
constitué  d'acide phosphotungstique (H,PW1,04) et dacide phosphomolybdique
(H3PMo01,040). Ces acides peuvent étre reduits par les composés phénoliques, en milieu
alcalin, en oxydes bleus de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne (MogO23). L’intensité de la
couleur est proportionnelle a la teneur en composés phénoliques totaux.

+ Mode opératoire

Un volume de 150 pL d’extrait est mélangé avec 750 YL de réactif de Folin-Ciocalteu
(dilué 10 fois) et 600uL de carbonate de sodium (7,5%). Aprés 30 min d’incubation a
I’obscurité, I’absorbance est mesurée a 750 nm.

La teneur en composés phénoliques est déterminée en se référant a la courbe
d’¢étalonnage (Figure 01, annexe) réalisée avec I’acide gallique. Les résultats sont exprimés en

mg équivalent d’acide gallique par 100 g de poudre (mg EAG/100 g).

4.2. Dosage des flavonoides totaux (FT)

+ Principe

Les flavonoides contiennent des groupements hydroxyles (OH) libres, ils forment des
complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le
métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d’oxygénes de la molécule
phénolique qui agit comme donneur d’électrons (Ribérau Gayon et al., 1982).

Le chlorure d’aluminium forme des complexes acides stables avec le groupement
cétonique C-4 et hydroxyle C-3 ou C-5 de flavones et de flavonols et des complexes acides
labiles avec les groupes d’horthodihydroxyle des noyaux A ou B des flavonoides. Ces
complexes peuvent étre dosés par spectrophotomeétre UV-visible (Chang et al., 2002).

+ Mode opératoire

La teneur en flavonoides a été estimée selon la méthode décrite par Quettier-Deleu et
al. (2000). Un volume de 0,5 mL d’extrait est additionné d’un méme volume de chlorure
d’aluminium (2%) dissout dans le méthanol. Apres incubation pendant 15 min, I’absorbance

est mesurée a 430 nm.
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Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par 100 g de poudre (mg

EAG/100g), en se référant & une courbe d’étalonnage (Figure 02, annexe).

4 .3 Dosage des proanthocyanidines

+ Principe
Le principe est basé sur la méthode du butanol-HCI, c¢’est une méthode colorimétrique
qui implique le clivage oxydatif des proanthocyanidines avec le sulfate ferreux, faisant
apparaitre une coloration rouge proportionnelle a la quantité des proanthocyanidines
(Vermerris et Nicholson, 2006).
+ Mode opératoire
La teneur en tanins a été déterminée par la méthode décrite par Skerget et al. (2005), un
volume de 2 ml du réactif butanol-HCI (77 mg FeSO, dissouts dans 500 ml HCI-butanol (2
:3)) est additionné a 0,5 ml d’extrait. Le mélange est incubé a 95 °C pendant 15 minutes. Les
proanthocyanidines se dissocient sous 1’effet de la chaleur en milieu acide donnant une

coloration spécifique, I’absorbance est mesurée a 530 nm.

5. Activité antioxydante

5.1 Pouvoir réducteur de fer

* Principe
Le pouvoir réducteur est I’aptitude des antioxydants présents dans les extraits a réduire
le fer ferrique du complexe ferricyanure-Fes* en fer ferreux. La forme réduite donne une
couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait (Yildirim et al., 2001).
+ Mode opératoire
Le pouvoir réducteur du fer a été estimé par la méthode d’Oyaizu (1986). Un volume de
0,5mL d’extrait est additionné a 0,5 mL de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 0,5 mL de
ferricyanure de potassium (1 %). Apres incubation a 50 °C pendant 20 min, 0,5 mL d’acide
trichloracétique (10 %) sont ajoutés au mélange suivi d’une centrifugation a 1700g pendant
15min. Une aliquote de 1 mL du surnageant est transférée dans un tube a essai est additionnée
de ImL d’eau distillée et de 0,2 mL de chlorure ferrique (0,1%). Aprés une incubation a

I’obscurité pendant10 min, I’absorbance est mesurée a 700 nm.
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5.2 Activité antiradicalaire DPPH

+ Principe
Le DPPH (2-2-diphenyl 1-picryl-hydrazyl) est un radical stable en solution, de couleur
violette. Cette méthode est basée sur le principe que le DPPH, en acceptant I’hydrogéne d’une
molécule antioxydante se réduit. La couleur violette devient jaune, ce changement de couleur
est mesuré par spectrophotométrie et utilisé pour la détermination de I’activité antioxydante
(Quisti et al., 2010; Mishra et al., 2012).

+ Mode opératoire
L’activité antiradicalaire DPPH a été déterminée selon la méthode de Brand-Williams
et al. (1995). Un volume de 100 pL d’extrait est additionné a 1000 puL de la solution de
DPPH (60 uM). Le mélange est incubé pendant 30 min a [’obscurité ; 1’absorbance est

mesurée a 517 nm.

5.3 Test phosphomolybdate

% principe
La méthode utilisant le phosphomolybdate d’ammonium est un test antioxydant
important basé sur la réduction de Mo*®en Mo* par un composé antioxydant. Ceci conduit
a la formation d’un complexe de phosphate /Mo*®, de couleur verte, avec une absorption
maximale a 695 nm (Nagavani et al., 2010).
+ Mode opératoire
L’activité antioxydante est aussi évaluée par la méthode au phosphomolybdate (Prieto
et al., 1999). Elle consiste a ajouter 2 mL du réactif de phosphomolybdate (0,6 moL/L d’acide
sulfurique, 28 mmoL/L de phosphate de sodium et 4 mmoL/L de molybdate d’ammonium) a

200 pL d’extrait. L’absorbance est mesurée a 695 nm, apres incubation a 90 minutes a 95°C.

6. Analyse statistique

Les parameétres de la statistique descriptive (moyennes et écartypes) ont été calculés a
I'aide du programme Microsoft Excel 2013. Le logiciel « STATISTICA 5.5 » est utilisé pour
réaliser I’analyse de la variance ANOVA et le degré de signification des données est pris a la
probabilité p < 0,05. Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois répétition
(n=3).

Les valeurs désignées par les lettres présentent des différences significatives

(p< 0,05). Les résultats sont classés par I’ordre croissant ;a>b>c>d;a’>b’>c’>d’.
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Résultats et discussion
1. Extraction des composés phénoliques
L’extraction est une étape trés importante dans 1’isolement et la récupération des composes
phyto-chimiques existants dans le matériel végétal ( Bonnaillie et al., 2012; Do et al., 2014).
Elle est régie par plusieurs paramétres dont la nature chimique de la matrice, le degré de
polymérisation des composés, l'interaction de composés phénoliques avec d'autres constituants,
la taille des particules de I'échantillon, le type de solvant (polarité), le temps, la température et le
proceédé d'extraction utilisé. En outre, la nature chimique des composés phénoliques de plantes
varie de molécules simples aux substances hautement polymérisées avec des proportions
variables, entre autres les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins (Bachir Bey, 2015).
L’objectif de 1’étape d’extraction des composés phénoliques a partir de la matrice végétale
est de libérer ces composés a partir des structures vacuolaires ou ils se trouvent, par la rupture du
tissu végétal ou par le phénoméne de diffusion (Telli et al., 2010). Dans la présente etude
I’extraction a été effectuée sur la poudre des graines moulues de pin d’Alep (Pinus halepensis
Mill).
I1. Dosage des composés phénoliques

I1.1. Teneur en composés phénoliques totaux

Les résultats de dosage des composés phénoliques totaux obtenus avant et en cours des
différentes phases de la digestion gastro-intestinale in vitro (DGIIV) de la poudre et de 1’extrait

brut sont présentés dans la figure 10.
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Figure 10. Teneur en composés phenoliques totaux de la poudre des graines entieres et de
I'extrait brut avant et aprées différentes phases de digestion in vitro.
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Selon les résultats obtenus, la teneur en Composés phénoliques totaux de la poudre et de
I’extrait brut avant la digestion ont présenté une tres forte teneur avec les valeurs suivantes :
18402,51+0.072 et 21949,92+0.1 mg EAG /100g, respectivement.

La teneur en CPT de I’extrait brut est plus forte que celle des CPT de la poudre des
graines, ce qui a été confirmé par 1’analyse statistique qui a montré une différence significative
(p<70.05) avant la digestion entre la poudre des graines et 1’extrait brut. Ce résultat pourra étre
expliqué par les conditions d’extraction utilisées pour I’extrait brut que pour les graines entieres.
En effet, la poudre des graines entiéres s’est dissoute dans de 1’cau distillée ce qui explique la
teneur moindre en CPT en comparant avec 1’extrait brut qui est obtenu avec une extraction avec
I’acétone 70%. La solubilité des composés phénoliques d’aliments est susceptible d’étre affectée
par le solvant d’extraction utilisé (Dupas, 2005). La teneur en CPT est généralement plus élevée
lorsque ces composés sont apportés sous forme d’extrait que de fruit ou de graines entieres.
Selon Dufour et al, (2004), la matrice limite clairement la diffusion des CPT des tissus végétaux
vers le milieu gastrique.

Cependant, au cours des différentes étapes de la DGIIV, les résultats ont montré que la
teneur en CPT a fortement diminué dans la phase orale pour les graines enticres et pour 1’extrait
brut par rapport aux teneurs avant digestion : 12013,16+0,051 mg EAG/100g pour la poudre et
13043,86+0,022 mg EAG/ 100g pour I’extrait brut avec un pourcentage de diminution de
65.28% et 59.42% respectivement. Ces résultats sont similaires & ceux obtenu par Granese et al,
(2014), qui ont étudié la variation de la teneur en polyphénols des fraises au cours de différentes
phases de la DGIIV. Selon Ortega et al, (2011), les faibles valeurs en CPT dans la phase orale
(aprés 2 min de digestion) peuvent étre expliquées par la faible solubilité de ces composés dans
le fluide salivaire et la courte durée de cette phase. En outre, les transformations physico-
chimiques telles que 1’oxydation ou les interactions avec d’autres composés, et aussi le fait que
ces composes se trouvent dans les aliments principalement sous forme liée avec différents sucres
qui sont donc soumis a une digestion par les enzymes en 1’occurrence (o amylase ) (Manach et
al., 2004),

La teneur en CPT continue a baisser lors de la phase gastrique ainsi que pour la phase
intestinale que ce soit pour la poudre que pour I’extrait brut. En effet, la diminution en CPT
durant la DGIIV peut étre expliquée par I’instabilité de ces composés dans ces conditions de
digestion simulées, en outre, ces molécules sont liées a des parois cellulaires végétales et sont
restées massivement liées apres la DGIIV. Cependant, il est bien documenté que le test de Folin-
Cialteu est fortement influencé par les différences des enzymes utilisées pour la digestion et par

conséquent dans les composés phénoliques au cours de la digestion in vitro (Kamiloglu, 2016).
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11.2.Teneur en flavonoides totaux

Les résultats de dosage des flavonoides totaux obtenus avant et en cours des différentes
phases de la digestion gastro-intestinale in vitro (DGIIV) de la poudre et de I’extrait brut sont

présentés dans la (figure 11).
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Flavonoides (mg EQ/100 g)

b
3000 A ¢ ¢ ;
2000 - ! d
1000 A ' . :

0 . . . .

Avant digestion  Phase orale  Phase gastrique Phase intestinale

Phases de la digestion
Figure 11. Teneur en flavonoides totaux de la poudre des graines entiéres et de I'extrait brut
avant et apres les différentes phases de digestion in vitro.

Avant la digestion, la teneur en flavonoides de la poudre est de 4534,89+ 0,046 mg EQ
/100g et celle de I’extrait brut est de 5901,95 £ 0,016 mg EQ/100g. Ces teneurs sont supérieures
a ceux au cours de différentes phases de la digestion (orale, gastrique et intestinale).

Les résultats obtenus sont similaires a ceux de (Bouayed et al., 2011), qui ont montré que
la teneur en flavonoides au cours de la digestion des quatre variétés de la pomme était inférieure
par rapport a celle de I’extrait avant la digestion. Ainsi, Dufour et al, (2014) et Page et al,
(2014), ont trouvé que la teneur en flavonoides dans les fruits et les légumes est faible au cours
des différentes phases de la digestion en comparaison avec la teneur de celle-ci avant la
digestion. Par contre (Ydjedd et al., 2017) ont trouvé une augmentation des FT de la pulpe de
caroube dans la phase orale vers la phase gastrique.

Les résultats obtenus peuvent étre expliqués par ; les processus physiques (mastication,
péristaltisme) et chimiques (hydrolyses chimiques et enzymatiques) associés a la digestion, tout
comme les procédés de transformation (cuisson, mouture), ne suffisent pas a produire une
déstructuration compléte des parois cellulaires et des organites contenus dans la cellule, qui ne
permet pas une solubilisation optimale des composes phénoliques. Selon (Gonzéalez-Sarrias et
al., 2015) la biodisponibilité de ces composés est limitée par le PH du milieux et la présence des

protéines.
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Conclusion

Le pin d’Alep est une excellente source de composés phénoliques et présente une forte
activité antioxydante, ces derniers sont influencés par plusieurs parametres intrinseques et
extrinséques (effets de la digestion).

Notre étude et nos recherches bibliographiques nous ont permis de mieux connaitre les
graines de Pinus halepensis Mill, leur composition chimique et leurs éventuelles activités
biologiques, qui n'ont pas fait I'objet d'études approfondies.

L'objectif scientifique de ce travil était d'étudier in vitro les effets de la digestion sur
I’activité antioxydante des composés phénoliques des graines de Pinus halepensis Mill . Au
cours de cette étude, nous avons pu dégager les conclusions suivantes :

e La teneur en composés phénoliques totaux et en flavonoides totaux de la poudre des

graines enti¢res du pin d’Alep est moindre par rapport a celle de 1’extrait brut préparé
a partir de ces mémes graines et cela est constaté tout au long des trois phases de la
digestion simulée in vitro. Effectivement, I’analyse statique confirme les résultats
obtenus avec des valeurs significativement différentes.

e Les résultats obtenus montrent que les teneurs en CPT et en FT de I’extrait brut et de

la poudre des graines entiere de Pinus halpensis diminuent significativement
(p < 0,05) aprés le processus de la digestion, ce qui montre I’influence des
changements du pH et des enzymes digestives sur leur bioaccessibilité voir leur

biodisponibilité dans I’intestin.

Les graines de Pinus halepensis Mill ayant fait I'objet de tres peu d'étude scientifique
cela reste une étude préliminaire qui nécessite des études complémentaires et approfondies
dont de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

v’ Faire une analyse des profils phénoliques des extraits avant et en cours des différentes
phases de la digestion par la méthode HPLC MS/MS (chromatographie liquide de haute

performance).
v’ Réalisation d’essais d'alimentation in vivo afin de confirmer les résultats de la présente

étude. Ainsi que de se concentrer sur la digestion des polyphénols des graines de pin
d’Alep en utilisant un modele incluant une digestion microbienne du célon afin d'obtenir
des résultats qualitativement bien corrélés avec des études humaines.

v’ Utilisation de la technologie d'encapsulation pour améliorer la biodisponibilité des
polyphénols ou pour obtenir une libération controlée de ces composés au cours de

digestion.
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Figure 01 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux.
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage des flavonoides.
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Résumé

Le pin d’Alep est une espece appartenant exclusivement au bassin méditerranéen, il est
considéré comme une source importante de composés bioactifs qui possede plusieurs vertus
grace aux composes phénoligues. Toutefois, le transit digestif pourrait influencer la stabilité et
la biodisponibilité de ces composés affectant ainsi leurs bienfaits sur la santé. L’objectif de ce
travail est d’étudier I’effet de la digestion gastro-intestinale in vitro sur le potentiel
antioxydant des composés phénoliques des graines de pin d’Alep. Les résultats obtenus
montrent que les teneurs en composés phénoliques totaux et en flavonoides totaux de la
poudre des graines entiéres et de 1’extrait brut diminuent significativement apres le processus
de digestion suite aux actions physiques et chimiques qu’ils subissent tout au long de cette
digestion.

Mots clés : graines de pin d’Alep ; digestion gastro-intestinale in vitro ; composés
phénoliques.

Abstract

The Aleppo pine is a species belonging exclusively to the Mediterranean basin, it was
considered as an important source of bioactive compounds that has several virtues due to its
richness in phenolic compounds. However, the digestive transit could influence the stability
and the bioavailability of these compounds affecting thus their health benefits. The aim of the
present investigation was to evaluate the effect of in vitro gastro-intestinal digestion on the
antioxidant potential of phenolics compounds of the Aleppo pine seeds. The results obtained
showed that the total phenolic compounds and flavonoids contents of the Aleppo pine seeds
and crud extract decrease significantly after the digestion process because of the physical and
chemical actions, which they undergo throughout this digestion.

Keywords: Allepo pine seeds; in vitro gastro-intestinal digestion; phenolic compounds.
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