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Résumé

Dans le cadre de la recherche des nouveaux antioxydants naturels d’origine végétale,
I’objectif de ce travail est I’étude phytochimique et I’évaluation de 1’activité antioxydante des
extraits de noix du Brésil Bertholletia excelsa.

Les noix du Brésil ont été soumis une extraction sous reflux par deux solvants
différents: 1’eau distillée et le mélange Eau/éthanol (20/80; v/v) pendant 1h et une extraction
par soxhlet par deux autres solvants (Acétone et Hexane) pendant 3 h 30 min.

Le criblage phytochimique a montré la présence des terpénoides, des tanins et [’absence
des flavonoides, des anthraquinones et les composés réducteurs dans les quatre extraits. Il a
révélé aussi des quantités forte en alcaloides dans les deux huiles.

Les résultats des dosages de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins condensés,
indiquent que I’huile d’acétone est particulierement riche en ces composés (69,95 + 3,83 mg
EAG/gE; 59,13 £2,21 mg EQC/gE; 211,01 £+ 1,40 mg EQC/gE, respectivement). En revanche,
l'extrait brut aqueux présente une faible teneur en polyphénols totaux et en tanins condensés
par rapport aux quatre extraits (19,36 + 1,02 mg EAG/gE; 9,89 + 1,64 mg EQC/gE,
respectivement).

L'évaluation de l'activité antioxydante a été réalisée en utilisant la méthode de piégeage
du radical DPPH, et les résultats ont montré une activité antioxydante moyenne dans l'extrait
hydro-éthanolique avec une ICso= 21,052 mg/mL. Le pouvoir réducteur du fer le plus élevé
est présenté par 1’extrait brut aqueux avec une ECso=12,95 mg/mL.

Les résultats obtenus dans ce travail révelent la richesse de noix de Bertholletia excelsa
en composés Phénoliques, de flavonoides et de tanins, ce qui leur confére une activité

antioxydante.

Mots clés: Bertholletia excelsa, huiles, extraits bruts, composés phénoliques, activité
antioxydante.



Abstract

As part of the search for new antioxidants natural of plant origin,the objective of this
work is the phytochemical study and evaluation of the antioxidant activity of Bertholletia
excelsa Brazil nut extracts.

Brazil nuts have been submitted a extraction under reflux by two different solvents:
distilled water and the water/ethanol mixture (20/80; v/v) for 1 hour and extraction by Soxhlet
by two other solvents (Acetone and Hexane) for 3 h 30 min.

Screening phytochemicale was demonstrated the presence of terpenoids, tannins and the
absence of flavonoids, anthraquinones and reducing compounds in the four extracts. It also
revealed high amounts of alkaloids in both oils.

The results of the determinations of total polyphenols, flavonoids and condensed tannins
indicate that acetone oil is particularly rich in these compounds (69,95 + 3,83 mg EAG/gE;
59,13 £ 2,21 mg EQC/gE; 211,01 £+ 1,40 mg EQC/gE, respectively). On the other hand, the
aqueous crude extract has a low content of total polyphenols and condensed tannins compared
to the four extracts (19,36 = 1,02 mg EAG/gE; 9,89 + 1,64 mg EQC/gE, respectively).

Evaluation of antioxidant activity was carried out using the DPPH radical scavenging
method, and the results showed antioxidant activity in the hydro-ethanolic extract with an
ICso= 21,052 mg/mL. The highest iron reducing power is exhibited by the aqueous crude
extract with ECso= 12,95 mg/mL.

The results obtained in this work revral the richness of Bertholletia excelsa nuts in

phenolic compounds, flavonoides and tannins, which gives them antioxydant activity.

Keywords: Bertholletia excelsa, oils, raw extracts, phenolic compounds, antioxidant activity.
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INTRODUCTION

Depuis des siecles, et jusqu'a ces jours, I'homme a exploité différentes ressources
présentes dans son environnement, principalement les plantes médicinales, pour traiter et
soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes se caractérisent par leur large réservoir de
composés bioactifs potentiels, qui se distinguent par leur grande variété structurelle et leur
vaste gamme d'activités biologiques (Falleh et al., 2021).

Une plante médicinale est une drogue végétale qui posseéde des propriétés thérapeutiques
sur l'organisme sans étre toxique a une dose précise, comme un antioxydant, un antibactérien,
un anti-inflammatoire, grace a des molécules et des principe actifs tels que les polyphénols,
les flavonoides et les alcaloides (Francois, 2010).

Parmi les propriétés biologiques reconnues des plantes, I'activité antioxydante attire de
plus en plus l'attention en raison des roles essentiels des composés antioxydants présents dans
les plantes dans le traitement et la prévention des maladies liées au stress oxydant (Sahabi,
2009).

Le retour au traitement traditionnel a pour but d’éviter les effets secondaires des
antioxydants de synthese tels que les réactions anaphylactiques (allergie), éruption cutanée,
affection du systéme nerveux (maux de téte) et 1’insuffisance rénale (Ouoba et al.,2021).

Dans ce contexte notre choix est bas¢ sur une plante médicinale nommée Bertholletia
excelsa est le fruit de la noix du Brésil, qui suscite de plus en plus d'intérét au cours des dix
derniéres années en raison de ses potentiels effets bénéfiques sur la santé¢ humaine. La prise de
noix du Brésil est associée a la diminution des risques de maladies cardiovasculaires, a la
prévention du cancer et a 'amélioration des capacités cognitives (Wilson et al., 2021).

Les caractéristiques nutritionnelles de noix du Brésil, comme ses propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires, ont été attribuées a ses composés bioactifs, tels qu'un
niveau ¢élevé d'acides gras insaturés, de protéines a valeur biologique, de fibres alimentaires,
de minéraux, de composés phénoliques, de tocophérols, de phytostérols et de squaleéne
(Wilson et al., 2021).

L’objectif de notre étude consiste a évaluer l'activité antioxydante des différents extraits
bruts (aqueux et hydro-éthanolique) et les huiles de Bertholletia excelsa par les tests de
DPPH et FRAP. En débutant par une étude bibliographique composée de trois chapitres, dont

le premier définit les généralités sur 1’espéce Bertholletia excelsa, sa composition chimique et
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ses activités biologiques. Le deuxiéme chapitre représente les métabolites secondaires et les
huiles végétales et le troisiéme chapitre aborde le concept de stress oxydant, les radicaux
libres, les antioxydants, ainsi que les différentes méthodes d'évaluation de l'activité
antioxydante.

La seconde partie, représente la partie expérimentale qui comporte le matériel
biologique et la méthodologie de travail ainsi que les différents résultats et interprétation suivi
d’une discussion. Enfin, une conclusion générale sur I’ensemble de notre travail et les

perspectives.



PREMIERE PARTIE

Etude bibliographique

CHAPITRE 01: Bertholletia excelsa
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1. Intérét des noix

Les fruits a coque appelés communément « noix » sont présents dans l'alimentation
humaine depuis la préhistoire. Ils forment un groupe alimentaire autonome. D'apres la
définition botanique, une noix est un fruit séché avec une graine (Rojas et al., 2005).

Généralement, le terme "noix" est utilisé pour désigner tout gros noyau huileux présent
dans une coquille qui peut étre consommé comme nourriture, comme les amandes, les noix du
Brésil, les noix de cajou, les noisettes, les macadamia, les arachides, les noix de pécan, les
pignons, les pistaches et les noix (Fig. 01) (Rojas et al., 2005).

Les noix sont des aliments riches en nutriments qui possédent chacune une composition
spécifique. Ces aliments sont généralement composés d'acides gras monoinsaturés et
polyinsaturés, de protéines, de fibres solubles et insolubles, de vitamines E et K, de folate, de
thiamine, de magnésium, de cuivre, de potassium et de sélénium, ainsi que de caroténoides
xanthophylles, d'antioxydants et de composés phytostérol (Souza et al., 2015).

Les recherches épidémiologiques et/ou cliniques ont laissé entendre que Ila
consommation régulicre de noix avait des effets positifs sur la santé, tels que 1'obésité,
I'hypertension, avec une réduction des facteurs de risque de maladies chroniques tels que le
stress oxydatif, l'inflammation, I'adiposité viscérale, 1'hyperglycémie, la dysfonction
endothéliale, les maladies cardiovasculaires et le syndrome métabolique (Blanco et al., 2014;
Bao et al., 2013).

Malgré l'apport calorique ¢élevé des noix, de nombreuses études ont prouvé les effets
positifs sur la santé liés a la consommation de noix, tels que la diminution du risque de
maladies coronariennes et leur régulation (Sabate et al., 2010).

D'aprés les recherches, il a ¢ét¢é démontré que, par rapport aux personnes qui
consommaient rarement ou jamais de noix, celles qui consommaient des noix deux fois ou

plus par semaine avaient 47% moins de risque de mort cardiaque subite (Rose, 2010).
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Figure 01: Les fruits a coque (les noix) (Deborah, 2017).

2. La noix du Brésil

La noix du Brésil, Bertholletia excelsa est une vaste forét de terre ferme dont les graines
constituent le principal produit forestier non ligneux en Amazonie (Glenn & Henri, 2011).

Bertholletia est un genre unique de Lécythidacées, une famille d'arbres de petite a grande
taille endémique de la région pantropicale. La diversité et 1'abondance des Lécythidacées des
Amériques sont concentrées sur I'Amazonie, du Mexique au Paraguay et au sud du Brésil.
L'espece est d'environ 200 especes divisées en dix genres (Mori et al., 2007).

La noix brésilienne c'est I'un des premiers produits exportés du bassin amazonien. Il s'agit
aussi du revenu le plus important des habitants de I'Amazonie. Les arbres de la variété
Bertholletia excelsa ont été cultivés pour produire plusieurs essais visant a augmenter la taille
des fruits, la couleur des fleurs et le nombre de noix dans la coque (Chunhieng, 2003).

Comme d'autres fruits a coque, les noix du Brésil contiennent également divers composés
bioactifs. Ce sont riches en graisses insaturées, en minéraux, en vitamines, en fibres et en
composés phytochimiques, ce qui leur confére un potentiel et des effets bénéfiques reconnus

sur la santé humaine (Cardoso et al., 2017).
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Figure 02: Noix du Brésil Bertholletia excelsa entiere et décortiquée (Waldhoff & Eduardo

Xavier Franco de Souza, 2023).

3. Répartition géographique

Bertholletia excelsa est une espece continentale d'une grande partie du bassin amazonien
(Sujii, 2013).

C’est une espece originaire de I'Amazonie tropicale : Guyane frangaise, Surinam, Guyane,
Bolivie, Venezuela, Brésil, Pérou et Colombie amazonienne. Il crée de vastes foréts sur les
rives de 1'Amazone et du Rio Negro et autour d'Esmeraldas, sur 'Orénoque. Dans les Etats
brésiliens de Marahao, Mato Grosso, Acre, Para, Rondonia et Amazonas, elle est plus
commune. Presque toutes les noix du Brésil sont cueillies sur des arbres sauvages (Lim,
2012).

Selon les données fournies par International Nut & Dried Fruit (INC), la Bolivie est le
principal producteur de noix du Brésil, suivie du Pérou et du Brésil (Fig. 03) (Da silva et al.,

2022).
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Figure 03: Les principaux producteurs de noix du Brésil (Zuidema, 2003).

4. Classification

La population locale classe le noyer du Brésil, Bertholletia excelsa (Lecythidaceae),
selon des critéres morphologiques tels que la couleur et la qualité du bois, la forme du tronc et

de la couronne, ainsi que la production de fruits (Sujii, 2013).

Tableau 01: Classification taxonomique de Bertholletia excelsa (MNHN & OFB, 2003).

Régne Plantae

Sous-Régne Viridaeplantae

Classe Equisetopsida

Sous-Classe Magnoliidae

Super-Ordre Asteranae

Ordre Ericales

Famille Lecythidaceae

Sous-Famille Lecythidoideae

Genre Bertholletia

Espéce Bertholletia excelsa Bonpl.,1807
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5. Nomenclature

La nomenclature de noix du Brésil selon certaines régions dans le monde est comme suit :

+» Nom scientifique préféré: Bertholletia excelsa Bonpl.
% Nom commun préféré: noix du Brésil.
+ Noms communs internationaux:
Anglais: Brazil nut, cream nut, Para nut.
Espagnol: castaia; nuez de Brasil; nuez de Para.
Francais : noyer de Para; noyer du Brésil.

Arabe: L)l 5l

+» Nom commercial: noix du Brésil (« Bertholletia Excelsa (Brazil Nut) », 2022).

6. Description morphologique

6.1. L’arbre
Grand arbre, avec une frondaison émergente, qui peut souvent atteindre 50 a 60 meétres.
Sa branche est droite et cylindrique jusqu'a la frondaison. Il a un diamétre allant jusqu'a 2,5 m
et est recouvert d'une écorce rugueuse marron-gris, avec des fissures longitudinales tres
apparentes. La frondaison, avec un diameétre pouvant aller de 20 a 30 m, est constituée de
branches bien séparées qui sortent de la forét (Rousset, 2008).
6.2. Les feuilles
Elles sont simples et oblongues, alternées, dures, fermes. Elles ont la forme d'un arrondi
a la base et d'un pointu au sommet, les bordures sont entiérement ou partiellement creuses.
Les pétioles ont une longueur comprise entre 20 et 35 cm (Rousset, 2008).
6.3. La fleur
C'est une plante zigomorphe de couleur blanche-jaune, a six pétales, en épi isolé.
Inflorescence finale ou sur les axiles des feuilles supérieures, avec des épis disposés en
panicules (Rousset, 2008).
6.4. L'écorce

Les jeunes arbres sont lisses et les adultes sont profondément sillonnées
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longitudinalement. C'est une cime arrondie, de couleur blanche créme, les inflorescences sont
au sommet de I'arbre (Chunhieng, 2003).
6.5. Les fruits
Tres volumineux et peuvent atteindre 3 kg. La baie décortiquée atteint un diameétre de 10
a 12 cm a sa maturité. Les zones internes sont charnues tandis que les zones externes sont
ligneuses. Elle contient entre 15 et 20 graines trigones avec des arétes éblouissantes. En
réalité, les graines sont de grandes coques renfermant entre 12 et 18 noix. La coquille de ces
noix est grisatre et leur longueur est d'environ 5 cm (Chunhieng, 2003).
6.6. L'amande
Elle est trés blanche a l'intérieur, avec un tégument brun foncé. Un arbre génére au
maximum 150 kg de noix chaque année. L'espéce se propage de maniére naturelle. Les
graines commenceront a germer si les fruits tombent dans une position favorable. Apres la
libération des graines, la germination se produira dans un délai de 6 a 12 mois. Les amandes

équarries renferment entre 50 et 75% d'huile (Chunhieng, 2003).

Inflorescence

~

», — Lacoquille

- €

Figure 04: Dessin taxonomique de Bertholletia excelsa: arbre, feuilles, fleur, L'écorce, fruits,

Gr i Amqnde
&

Bertholletia excelsa

amande (Cardenas, 2014).
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7. Cycle de culture

La floraison se déroule habituellement d'octobre a décembre, et entre septembre et février
dans 1’Etat du Par4. Tandis que les fruits sont produits de décembre a février et commencent a

tomber entre janvier et avril (Rousset, 2008).

8. La récolte

La récolte manuelle est réalisée chaque année apres la chute des fruits au sol pendant la
période des pluies. Il est essentiel que ce collecte soit rapide afin d'éviter 1'invasion de
rongeurs, de champignons et d'insectes. Il est important de prendre des précautions lors de la
récolte, car les fruits sont lourds et tombent d'une hauteur de 40 a 50 métres, ce qui peut
entrainer de graves blessures. En général, les producteurs assurent aussi la transformation et la

commercialisation des noix (Rousset, 2008).

9. La composition chimique

La noix brésilienne est considérée comme étant une graine oléagineuse en raison de sa
grande quantité d'huiles, notamment 1'acide linol€éique, un acide gras insaturé. Cette noix
contient également une grande quantité de minéraux, comme le magnésium et le phosphore.

Cependant, son taux élevé de sélénium est sa caractéristique la plus précieuse, ce qui
suggere qu'il pourrait devenir un « nouveau produit nutraceutique».

Sur le plan nutritionnel, la noix du Brésil présente des avantages. Environ 66 % de sa
composition est composée de lipides, 18,3 % de glucides, dont 8,3 % de fibres, et 13 % de
protéines. Il contient une quantit¢ adéquate de calcium environ 178 mg/100 g, ainsi que de
magnésium environ 318 mg/kg (Tabl. 02) (Chunhieng et al., 2004).

La noix du Brésil contiennent également des composés phénoliques tels que les phénols
totaux environ 197 mg/100g, 11,35 mg/100g d’acides phénoliques et aldéhydes, 0,85
mg/100g des flavonoides, 10 mg/100g de proanthocyanidines, 160,19 mg/100g de stérols et
781 mg/100g des lignanes (Tabl. 02) (Bolling et al., 2011).
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Tableau 02 : Composition et valeur énergétique de noix du Brésil (Chunhieng, 2003).
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10. Huile de Bertholletia excelsa

L'huile de noix du Brésil est une huile alimentaire. La pression mécanique a froid de la
noix donne une huile d'une couleur trés pale. Elle devient d'un jaune foncé quand elle est un
peu chauffée. La noix peut étre légerement chauffée pour faciliter l'extraction de l'huile.
L'huile est ensuite décantée et filtrée pour obtenir une huile dorée trés fine. En cas de
demande, il est possible de raffiner I'huile (Sheabutter, 2002).

Cette huile posséde une odeur et un gout délicieux et doux, est utilisée dans la
fabrication des shampoings, des savons et des lotions pour les cheveux. Elle est également
présente dans des produits cosmétiques ou elle joue le role d'hydratant ou d'émollient
(Hennessey, 2001).

Plus de 70 % des acides gras insaturés sont présents dans 1'huile de noix du Brésil, avec

33,6 % d'acide ol¢éique et 41,0 % d'acide linoléique (Tabl. 03).

Tableau 03 : Composition en acides gras de I'huile de noix du Brésil (Sheabutter, 2002).

Acides gras %
Acide palmitique Cl16:0 15,0
Acide palmitoléique Cle:1 0,3
Acide oléique C18:1 33,6
Acide linoléique C18:2 41,0
Acide stéarique C18:0 10,2

11. Activités biologiques

11.1. Activité anti-inflammatoire
Des groupes chimiques ont été identifiés dans la noix du Brésil tels que des tanins
(dérivés de I'¢lagitanine) qui ont un effet vasoconstricteur favorisant la régénération des tissus
(cicatrisation) et des flavonoides présentant des effets anti-inflammatoires (Silva et al., 2023).
Le sélénium présent dans les noix inhibe l'action des prostaglandines qui sont

responsables des réactions inflammatoires dans le corps (Chunhieng, 2003).

-11 -



CHAPITRE 01 Bertholletia excelsa

11.2. Activité antioxydante

Il est fréquent de rencontrer le stress oxydatif dans les maladies dégénératives chroniques,
et les antioxydants alimentaires présents dans les plantes peuvent avoir des effets positifs.

Les noix brésiliennes renferment de grandes quantités d'antioxydants phénoliques qui
peuvent aider a réguler efficacement le stress oxydatif dans le corps (Jenny & Fereidoon,
2010).

L'intérét actuel pour la noix du Brésil est di a la présence significative de sélénium dans
certaines espeéces. Le sélénium, un oligoélément essentiel pour le corps humain, est
maintenant reconnu comme un antioxydant puissant. Le sélénium stimule l'activité de la
glutathion-péroxidase, une enzyme qui ralentit I'oxydation des graisses, souvent responsable
des maladies cardiovasculaires, et est susceptible d'agir sur les dommages causés par les
radicaux libres (Chunhieng, 2003).

11.3. Activité antihyperlipidemique

Bertholletia excelsa est un choix trés apprécié dans le régime alimentaire habituel de
la communauté et peut améliorer les niveaux de triglycérides, de cholestérol et de LDL chez
les individus. En outre, la noix pourrait étre utilisée chez les patients souffrant de
dyslipidémie afin d'améliorer et de mieux gérer le profil lipidique des patients. Il est essentiel
d'utiliser Bertholletia excelsa de maniére continue et prolongée afin d'obtenir des résultats
significatifs (Hou et al., 2021).

11.4. Activité anticancéreuse

La combinaison du sélénium et de la vitamine E, tous deux ayant des propriétés
antioxydantes, rend la noix du Brésil un aliment unique pour prévenir 1'émergence de certains
cancers. D'aprés les recherches, la présence de sélénium pourrait combattre les cancers du
sein ou de la prostate. De plus, plusieurs études suggerent que l'apport en fibres aide a
prévenir le cancer du c6lon (IP & Lisk, 1994 ).

Pour cela, Les composés provenant de la noix du Brésil peuvent étre employés pour

combattre le cancer (Hou et al., 2021).
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12. La Toxicité

Les noix brésiliennes sont les plus riches en sélénium (Se) de toutes les sources
alimentaires végétales, ce qui en fait une source précieuse de ce micronutriment indispensable.
Bien que le «Se» soit essentiel pour le métabolisme humain, il peut étre toxique en
raison de son impact sur le métabolisme du soufre donc la quantité de «Se» tolérable est de
400ug Se par jour, tandis que 1'apport de «Se» associé a une toxicité (sélénose) était estimé a
environ 1200ug Se par jour.
Puisque le sélénium est toxique a des niveaux ¢élevés, il est nécessaire de renseigner et de
prévenir les consommateurs des risques toxiques d'une surconsommation de ces graines riches

en «Se» (Lima, 2019).
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1. Les métabolites secondaires

1.1. Définition

Les métabolites secondaires aussi appelés métabolismes spécialisés sont des molécules
organiques complexes synthétisées et accumulées en petites quantités par les plantes (Lutge
et al., 2002).

Sont des composés phyto-chimiques qui ne participent pas directement aux processus
vitaux de base tels que la croissance, la division cellulaire, la respiration, la photosynthese et
la reproduction. Contrairement aux métabolites primaires (Labbani, 2021).

1.2. Roles

Ils ont un impact sur son interaction avec son environnement, comme la résistance aux
ravageurs et aux maladies, comme attractif pour les pollinisateurs ou en tant que composé de
signalisation (Verpoorte & Alfermann, 2000).

Ces substances constituent également une source majeure de médicaments (Bourgaud et
al., 2001).

1.3. Classification

Les métabolites secondaires sont classés en trois grands groupes: les composés
phénoliques, les terpénes et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une trés grande
diversité de composés qui possédent une trés large gamme d'activités en biologie humaine
(Aref & Heded, 2015).

1.3.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques, également appelés polyphénols (Fig. 05), sont des métabolites
secondaires qui se distinguent par la présence d'un cycle aromatique contenant des
groupements hydroxyles libres ou liés a un glucide. IIs se trouvent dans toutes les parties des
végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et
participent a de nombreux processus physiologiques tels que la croissance cellulaire, la
rhizogenése, la germination des graines ou la maturation des fruits. Les anthocyanes, les

flavonoides et les tanins sont les plus courants (Nathalie & Jean-Paul, 2006).
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Figure 05: Squelette de base des composés phénoliques (Manallah, 2012).

Les composés phénoliques sont classes: acides phénoliques, coumarines, tanins et

flavonoides (Fig. 06).

o
@ [ Polyphénols J
Acdes 5 . ji
{phe’nol‘ulues] [Fhvonmds] [lemarmes] [Tanms

[flacor!ols ] [ﬂavoﬂes I [flauanolrs ] [Favanor'es ] [aﬂt*ocyamcir'-es | [rsoflavor‘es ]

Figure 06: Classification des polyphénols (Macheix et al., 2006)
a. Acides phénoliques
En général, les acides phénoliques sont des composés phénoliques dont le groupe
d'acide carboxylique est unique. L'une des principales catégories de composés phénoliques
végétaux est les acides phénoliques ou phénol carboxyliques. Ils sont retrouvés sous forme
liée comme les amides, les esters ou les glycosides, et rarement sous forme libre (Nidhi &

Naresh, 2019).
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Ils sont différenciés en fonction du nombre et de la position des groupes hydroxylés sur
le cycle aromatique (Khoddami et al., 2013).

Ces substances proviennent de deux sous-classes distinctes: les acides
hydroxycinnamiques (Fig. 07), dont les plus nombreux sont l'acide caféique, 'acide férulique
et I'acide chlorogenique. Les acides hydroxybenzoiques sont également présents (Fig. 08), les
plus courants sont les acides salicylique et gallique. Ils se trouvent dans plusieurs plantes
agricoles et médicinales et sont présents dans toutes les céréales (Yezza & Bouchama, 2014).

Ce sont des composés phytochimiques présentant des propriétés prébiotiques,
antioxydantes, chélatrices et anti-inflammatoires. Ils ont une toxicité trés faible car ils sont

pergus comme non toxiques (Yezza & Bouchama, 2014).
Rl R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
H OH H Acide p coumarique
OH OH H Acide caféique
OCH3 OH H Acide férulique

R3 OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

Figure 07: Structure de 1’acide hydroxycinnamique et les principales dérivées (Harrar, 2018).

R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
Acide p hydrox
H H OH H Ry Y
benzoique
R2 R1 Acide
H OH OH H
protocatechique
H OCH3 OH H Acide vanillique
R3 COOH -
H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 OH OCH3 Acide syringique
R4 OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Figure 08: Structure de I’acide hydroxybenzoique et les principales dérivées (Harrar, 2018).
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b. Les coumarines

Le squelette de base des coumarines est composé de deux cycles accolés avec neuf
atomes de carbone (Fig. 09) (Ford et al., 2001).

Sur le plan structurel, ils sont répartis en coumarines simples avec des substituants dans
le cycle du benzene, en furanocoumarines, en pyranocoumarines et en coumarines substituées
en position 3 et/ou 4 (Sakagami et al., 2005 ; Nsemi, 2010 ).

Certaines formes de coumarine et de ses dérivés sont devenues des médicaments,
comme la Novobiocine (antibiotique), qui est un inhibiteur puissant de 1I'ADN-gyrase

bactérienne (Stefanachi et al., 2018).

> 4

8

Figure 09: Structure de base de coumarine (Karamat & Fazeelat., 2013).

c. Les flavonoides
Les flavonoides, qui font partic de la grande famille des polyphénols, sont des
métabolites secondaires des plantes (Elkali et al., 2020). Sont largement présents dans les
fruits, les légumes et d'autres cultures vivrieres. généralement, ils se regroupent dans les
vacuoles des cellules végétales en tant que glycosides (Gentile et al., 2018 ; Williamson et
al., 2018 ; Guven et al., 2019 ; Nan et al., 2022).
La structure des flavonoides est C6-C3-C6, avec deux cycles benzéniques (cycles A et
B) associés a un cycle pyrane contenant de 1'oxygéne (cycle C) (Fig. 10). Les plantes en
contiennent naturellement, qu'ils soient associés a des sucres (glycosides) ou non (aglycones)
(Sing et al., 2014).

Le degré d'oxydation du cycle C détermine les différentes classes des flavonoides,
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tandis que les composés aglycones individuels au sein de chaque classe dépendent de
I'hydroxylation ou d'une autre substitution des cycles A et B (Sing et al., 2014).

En général, les flavonoides sont divisés en plusieurs classes dont les plus importantes
sont: les flavonols, les flavones, les isoflavones, les anthocyanidines, les flavanones et les

flavanols (Fig. 11) (Nan et al., 2022).

Flavones Flavanols
() )
O
Flavanones Isoflavones Anthocyanins

Figure 11: Les différentes classes des flavonoides (Rufino et al., 2021).
d. Les tanins
Une substance végétale sans odeur, posséde les caractéristiques de tanner la peau, c'est-
a-dire de la préserver en se fixant sur des protéines.
Les tanins sont répandus dans l'ensemble des plantes et sont abondants dans les arbres
généraux, les Rosaceae, les Rhododendrons, les Sycaaceae et les Légumineuses, ainsi que

dans I'écorce, les racines, les feuilles et les fruits (Bouchet, 2022).
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Leur origine n'est pas encore connue, mais les recherches démontrées qu’elles se
trouvent dans les vacuoles des cellules végétales et qu'elles sont souvent liées a des protéines,
des alcaloides ou des sucres sous forme de tanoides, ce qui laisse penser qu'il s'agit plutot de
déchets (Bouchet, 2022).

Ce qui concerne la structure chimique, il existe actuellement plusieurs types de tanins,
dont les principales catégories sont les tanins hydrolysables et les tanins condensés. La famille
des tanins comprend également les caffetanins, les labiataetanins et les phlorotanins (Rira,
2019).

d.1. Les tanins hydrolysables

Ce sont des molécules phénoliques simples qui les composent. 1l s'agit d'esters d'acide
gallique et de ses dimeres (acide digallique, acide ellagique) ainsi que de monosaccharides,
principalement le glucose (Fig. 12 a) (Grasel et al., 2016).

Comme leur nom l'indique, ils peuvent étre hydrolysés en pyrogallol par les acides et
les enzymes (tannase). Les tanins hydrolysables se trouvent principalement dans les parois et
les espaces intracellulaires au niveau des cellules. ils sont fréquemment classés en trois sous-
classes principales: tanins galliques (gallotanins), tanins ellagiques (ellagitanins), tanins
complexes (Grasel et al., 2016).

d.2. Les tanins condensés

Ce sont des substances qui ne peuvent pas &tre hydrolysées et qui ont un poids
moléculaire plus élevé. Ils sont issus de la polymérisation d'unités de flavan-3-ols en dimeres,
oligomeéres (2-10 monomeres) et polyméres (>10 monomeres), avec une hydroxylation en
position trois. La condensation donne a ces substances une structure similaire a celle des
flavonoides (Fig. 12 b). Les tanins condensés présentent une variation structurelle en raison
des diverses unités, des positions, des orientations et des types de liaisons inter-flavanoides.
La catéchine, I'epicatéchine, la gallocatéchine et 1'épigallocatéchine sont les unités flavan-3-

ols les plus fréquemment présentes dans les tanins condensés (Naumann et al., 2017).
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Figure 12: Structure chimique des tanins hydrolysables (a) et condensés (b) (Bayart &
Marie, 2019).
1.3.2. Les alcaloides
Ce sont des composés organiques qui constituent un ensemble captivant de produits
naturels, azotés et amers qui possédent des propriétés physiologiques distinctes, méme a des
doses faibles (Fettah, 2019). Les structures moléculaires de ces molécules sont complexes,
plus ou moins simples, et posseédent des propriétés pharmacodynamiques significatives méme
a des doses faibles (Debnath et al., 2018).
les alcaloides ne sont pas classés de mani¢re homogene, Ils peuvent étre résumés dans
les grands groupes suivants: pseudoalcaloides, protoalcaloides et alcaloides vrais (Shin et al.,
2018).
% Les pseudo-alcaloides
IIs ne contiennent pas d'azote intracyclique et I'azote est ajouté a la structure en phase
finale. Des pseudo-alcaloides peuvent également étre produits par les précurseurs de non-
acides aminés. Ils peuvent provenir de la phénylalanine ou de l'acétate. Les exemples les plus
courant sont la capsaicine, la caféine et I'éphédrine (Dey et al., 2020).
« Les proto-alcaloides
Ce genre d'alcaloides est composé d'un atome d'azote, dérivé d'un acide aminé, mais qui
n'appartient pas au systéme de noyau homocyclique. Les principaux précurseurs de ce type
d'alcaloides sont le L-Tryptophane et la L-tyrosine. Les alcaloides de ce type sont

principalement la yohimbine, la mescaline et I'hordénine (Dey et al., 2020).
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+* Les vrais alcaloides

Les alcaloides de ce genre sont fabriqués a partir d'acides aminés et posseédent un
noyau hétérocyclique a azote. Ils sont extrémement réactifs et possedent une activité
biologique intense. Ils sont présents dans les plantes sous trois formes: libres, sous forme de
N-oxyde ou sous forme de sels (Dey et al., 2020).

Les alcaloides sont principalement constitués d'acides aminés tels que la L-
phénylalanine/L-tyrosine, la L-ornithine, la L-histidine et la L-lysine. Les alcaloides réels les

plus fréquemment rencontrés dans la nature sont la cocaine, la morphine et la quinine (fig. 13)

(Dey et al., 2020).

— ~
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Figure 13: Structure squelettique des vrais alcaloides (Gutiérrez-Grijalva et al., 2020).

1.3.3. Les terpénoides
Les terpénes sont des hydrocarbures naturels qui présentent une structure cyclique ou une
chaine ouverte. Leur formule moléculaire d'origine est (CsHx) n, ou x dépend du degré
d'établissement de la molécule et n peut varier de 1 a 8. A l'exception des cas de Polyterpéne
(caoutchouc) supérieurs a 100, la molécule de base est l'isopréne, avec une formule

moléculaire de CsHs (Fig. 14) (Bezzaz, 2014).
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Figure 14: Structure chimique de l'isopréne, unité fonctionnelle des terpeénes (Almarie, 2020).

Selon le nombre n, ou x on peut identifier les diverses catégories de terpénoides qui
peuvent étre disposés de maniére linéaire ou formant des cycles (tabl. 04) (Ludwiczuka &

Asakawa, 2017).

Tableau 04: Classification des terpénoides (Mahi, 2022).

Monoterpénoides 2 CioHie Geranél
Sesquiterpénoides 3 CisHx Cadinéne
Diterpénoides 4 C20Hs2 Acide Abiétique
Sesterterpénoides 5 Cas Hao Scalarin
Triterpénoides 6 Cs0 Has Squaléne
Tetraterpénoides 8 Ca0 Hea [-caroténe
Polyterpénoides n (Cs Hg)n Caoutchoue

1.3.4. Les saponosides
Les saponines sont des métabolites secondaires hétérosidiques (Fig. 15), fréquemment
présents chez les plantes supérieures, notamment chez les Dicotylédones (racines, fruits,

écorces, tiges, feuilles ou graines) (Kissoum & Khalfaoui, 2015).
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Ces substances posseédent d'importantes capacités de moussage lorsqu'elles sont
mélangées avec de 'eau (Biswas & Dwivedi, 2019). Leur structure est constituée d'au moins
quatre cycles hydrocarbonés aux quels sont attachés des sucres en groupe d'un ou deux
(généralement pas plus de 10 unités) (Kregiel et al., 2017), elles sont divisées en trois
catégories :

-Saponisidestéroidiques: trouve dans les angiospermes monocotylédones
- Saponisidetriterpéniques: surviennent en particulier chez les angiospermes dicotylédones
- Amines stéroidiques: sont classées par d’autres auteurs comme alcaloides stéroidiques

(Soumeya, 2014).

RO

.

CH20OH

Figure 15: Structure des saponines (El Aziz et al., 2019).

1.4. Activités biologiques des différentes classes des métabolites secondaires
Les métabolites secondaires sont caractérisés par leurs caractéristiques physico-
chimiques telles que: leur action antioxydante, antivirale, antifongique, antimicrobienne,

cicatrisante, anti-inflammatoire... (Tabl. 05).
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Tableau 5: Activités biologiques de quelques métabolites secondaires

Constituants

L’acide
phénolique

17,]

[-?]

p— .

g- coumarines

‘7

2

(=]

(-]

NP}

=

2,

17,]

(<5]

(=)

Les composés phénoliques

Flavonoides
=
(=]
=
N-P]
=
=
2z
(=}
=9
&  tanins
(=)

Les alcaloides

Les terpénoides

Les
Huiles végétales

Les saponosides

Propriétés biologiques

Activités anti-inflammatoires, des
propriétés anticarcinogenes,
antioxydantes et antimicrobiennes.

Activité anti-inflammatoires,
antiparasitaires , analgésiques,
anticancéreuses (ombelliférone)
,antifongiques, antibactérienne
antioxydante, antispasmodiques .

Activité antibactérienne, antivirale,
antiallergique.

Activité cardiovasculaire, anti—
inflammatoire, Anticancéreuse, anti-
ulcérogee, activités anti-age
immunomodulatrice et
antimicrobienne

Activité antioxydante,
Antibactérienne, anticancérogénique
un effet antidiarrhéique.

Des propriété anti-inflammatoires,
anti-arythmiques et antivirales et
analgésique, anti-hypertensif et
gastro-protectrice.

activités antimicrobiennes ,
antioxydante et antifongique.

anti-hypertensive, antivirale.

Des propriétés antitoxiques,
antimicrobiennes, antivirales,
antioxydantes, et antiparasitaires.
Activité anti-inflammatoires,
Immunomodulatrice,
antimicrobiennes .
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2. Les huiles végétales

Les différentes huiles végétales offrent une grande diversité de Corps Gras, qu'ils soient
d'origine, de composition, de qualité ou de gott. Elles sont exposées en fonction de leurs
propriétés physico-chimiques, de leur processus de production, de leur composition en acides
gras, en vitamines, en composés minéraux, de leur intérét nutritionnel et de leurs utilisations.
Chaque huile présente un intérét distinct (Lecerf, 2011).

Les huiles végétales occupent une place primordiale dans la nourriture humaine. Elles
jouent un role essentiel dans la garantie des fonctions nutritionnelles, énergétiques et
technologiques (Cuvlier & Maillard, 2012).

Les huiles végétales sont classées en deux grands groupes comme suit:

2.1. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances naturelles produites par les diverses parties
des plantes aromatiques (feuilles, fruits, racines, pétales...).

D'apres I'ANSM (Agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé).
une huile essentielle est un produit parfumé, généralement de composition complexe, fabriqué
a partir d'une matiére premicre végétale spécifiée, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit
par distillation séche, soit par un procédé mécanique adéquat sans chauffage. La séparation de
I'huile essentielle de la phase aqueuse est généralement effectuée par un procédé physique qui
ne modifie pas significativement sa composition (Fourmentin & Kfoury, 2024).

Les huiles essentielles sont des mélanges naturelles extrémement complexes qui
peuvent regrouper de 20 a 60 composés a des concentrations différentes. La composition
chimique des essences peut différée selon 1'organe, les conditions climatiques, la nature du sol,
les méthodes de culture et la méthode d'extraction utilisée (Muther, 2015).

2.2. Les huiles fixes

L'huile fixe est une substance graisseuse, onctueuse et épaisse, généralement liquide a
température ambiante et insoluble dans l'eau. Les huiles sont constituées de triglycérides, qui
sont des molécules d'acides gras estérifiées par le glycérol (une molécule d'alcool). Les
maticres grasses jouent un role essentiel dans 1'énergie du corps humain, car elles fournissent

une quantité considérable de calories (Boutayeb, 2013).
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1. Définition

Le stress oxydatif est l'incapacité de l'organisme a se défendre contre les radicaux libres,
en raison de la perturbation de 1'équilibre endogéne entre ces derniers et les agents oxydants
(Fig.16). Ce déséquilibre peut entrainer des dommages structurels et fonctionnel (Bensakhria,
2018).

I1 correspond a une agression cellulaire principalement provoquée par les radicaux libres,
qui peut étre neutralisée par des antioxydants. Comme 1'accélération de ce phénomene avec
l'age est constante, il est primordial de maintenir une alimentation équilibrée et un mode de
vie sain. Il est parfois conseillé de prendre une supplémentation en antioxydants, notamment

en cas de déficit ou de pratique sportive intense (El-Houcine et al., 2023).

ANTIOXIDAMNTS

MNeurodegenerative
diseases

Cancers Covid-19 Heart diseases

Figure 16: Equilibre redox et stress oxydatif dans les organismes vivants (Brainina &

Shpigun, 2022).
2. Origine du stress oxydatif

Le stress oxydant est causé par un déséquilibre entre la production d'especes réactives de
l'oxygene (ERO) et les capacités de défense antioxydante de l'organisme. Les ERO ont des
conséquences néfastes sur les cellules, mais elles jouent également un role crucial dans la

régulation de nombreux processus physiologiques, y compris la signalisation cellulaire. Ils
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sont générées localement et temporairement, ce qui provoque des modifications des protéines,
comme des phosphorylations ou des déphosphorylations, qui impactent les transducteurs du
signal dans les voies de signalisation. La production régulicre et élevée d'ERO, provoque un
stress oxydant réel avec des changements irréversibles des lipides, des protéines et des acides

nucléiques (Baudin, 2020).
3. Conséquences du stress oxydant

La surproduction de radicaux libres engendre des dommages directs aux molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), ainsi que des
dommages secondaires causés par les métabolites libérés, en particulier lors de I'oxydation
des lipides. L'organisme a également la capacité de réagir a ces composés anormaux en
produisant des anticorps, qui peuvent également étre des autoanticorps, ce qui entraine une

troisiéme vague d'attaque chimique (Favier, 2003).

Peroxydation lipidique
'I.'L l-., Altération des membranes

Oxydation de |'ADN
Production élevée et chronique

STRESS OXYDANT Mutations...

Oxydation massive irréversible
des protéines

Perte de fonctions...

Concentration en EAQ

Production aigué et transitoire

EAOD : SECONDS MESSAGERS —» Modification réversible de I'activité
des protéines

Niveau de base

. Facteurs de transcriptions (NFKB, AP1...)
. Protéines kinase (MAPK...)

. Protéines phosphatase (PP1...)
Figure 17: Conséquences des ERO sur les molécules biologiques (Carriere et al., 2006).
4. Radicaux libres
4.1. Définition

Il s'agit d'especes chimiques qui ont un ou plusieurs ¢lectrons célibataires sur leur couche

externe, ce qui leur permet d'étre des molécules extrémement réactives, toxiques et
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responsables de nombreux dommages aux composants cellulaires de 1'organisme (Ndiaye et
al., 2018).

La cellule contient des quantités raisonnables de radicaux libres: leur concentration est
contrdlée par 1'équilibre entre leur production et leur élimination par les systémes
antioxydants. Toutefois, cette équilibre redox peut étre perturbé soit par une surproduction des
ERO, soit par une réduction des capacités antioxydantes. Le stress oxydant est alors
évoqué (Bouden, 2018).

4.2. Formes des radicaux libres

Les especes radicalaires se forment naturellement dans la cellule et ont un role spécifique
dans sa physiologie. Les radicaux primaires sont transformés en radicaux secondaires par
certaines réactions sur les composés biochimiques de la cellule. Cependant, il existe d'autres
catégories basées sur le type de radicaux, qui sont classées en deux groupes principaux : des
radicaux dérivés de I'oxygene (ERO) et d'autres atomes tels que 'azote (Especes réactives de
'azote ERN) (Yan, 2014).

4.2.1. Espéces réactives de I'oxygéne (ERO)

En tant qu'intermédiaires de réduction de 1'0O2, des ERO sont créées, telles que l'anion
superoxyde (Oy), le radical hydroxyle (OHe), le peroxyde d'hydrogene (H20.) . ces ERO ont
la capacité de causer des dommages aux macromolécules cellulaires (ADN, ARN, protéines et
lipides), ce qui peut entrainer des dommages a la membrane, une diminution de la fonction
des protéines, un blocage de la réplication de 'ADN et des mutations (Hug & Johnson, 2019).

a. Les ERO radicalaires

a.1. Anion superoxyde (O:*)

I1 s'agit du produit de l'incorporation d'un seul électron dans une molécule d'O; qui était
a I'état essentiel. C'est un modele pour les autres ERO. Il se trouve généralement dans la
mitochondrie et posséde une durée de vie de deux fois plus longue, ce qui facilite sa diffusion
dans la cellule (Gutowski & Kowalczyk, 2013).

a.2. Radical hydroxyle (OHe)

L'oxydant le plus puissant des ERO est le radical hydroxyle OHe, qui possede une

constante de vitesse assez ¢élevée. Le OHe est une espéce qui agit sur des substrats dans son

environnement de production, qui n'a pas de cibles privilégiées et qui vit trés peu. Il peut
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provoquer l'oxydation d'un substrat en utilisant trois méthodes différentes : un électron
arraché, un atome d'hydrogene arraché sur un substrat organique ou une addition sur une
double liaison. Les deux dernic¢res approches entrainent la création de radicaux axés sur le
carbone (Migdal & Serres, 2011).

a.3. Radicaux alkyles (R°) et peroxyles (ROO")

Les radicaux alkyles occupent une place centrale dans la production des ERO. Les OHe
sont responsables de I'oxydation des chaines d'acides gras polyinsaturés (RH). Les radicaux
Re et ROO- sont responsables des phénomenes radicalaires en cascade, notamment de la
peroxydation des lipides (St-Louis, 2011).

b. Les ERO non radicalaires

b.1. Peroxyde d'hydrogéne (H.02)

Le peroxyde d'hydrogene est trouvé naturellement dans les organismes aérobies. Le
H>O: joue le role d'une molécule de signalisation ou provoque des dommages oxydatifs aux
biomolécules, une situation connue sous le nom de stress oxydatif. Cette condition varie en
fonction du contexte cellulaire, de sa concentration locale et de la vitesse a laquelle il est

produit et éliminé (Lismont et al., 2019).

Tableau 06: Principales espéces réactives de 1’oxygene ERO (Martemucci et al., 2022).

Radicaux libres Espéces réactives non radicalaires
Superoxyde (Oe-) Peroxyde d'hydrogene (H202)
Hydroxyle (OH) Ozone (03)

Hydroperoxyle (HO:) Oxygene singulet (02)

Peroxyle (ROO) Acide hypochloreux (HOCI)
Hydroperoxyde organique (ROOH) Peroxynitrite (ONOO")

4.2.2. Espéces réactives de 1'azote (ERN)
Les ERN se composent d'une combinaison de molécules d'azote résistantes et de
radicaux libres tels que l'oxyde nitrique (NO) et le dioxyde d'azote (NO2). Les radicaux libres

sont les radicaux d'oxyde nitrique (NO) et les radicaux de dioxyde d'azote (NO.), tandis que
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les ¢léments non-radicaux sont le nitrite (NO2") et le nitrate (NO3"). L'oxyde nitrique (NO) et

l'anion superoxyde (O2") sont réunis pour synthétiser les ERN (Tanaka &Vécsei, 2020).

Tableau 07 : Principales especes réactives de I’azote ERN (Martemucci et al., 2022).

Radicaux libres Espéces réactives non radicalaires
Monoxyde d'azote (NO) Acide nitreux (HNQ2)

Dioxyde d'azote (NOz) Anion nitroxylique (NO")

Radical nitrate (NO3Y) Peroxynitrite (ONOQO")

5. Les antioxydants

5.1. Définition

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser les radicaux libres
indésirables. Il s'agit de molécules qui inhibent ou retardent l'oxydation en empéchant
l'apparition ou la diffusion des chaines de réactions oxydatives (Bourgou, 2016).

Ils sont classés selon leur origine en deux groupes: les antioxydants enzymatiques et les
antioxydants non enzymatiques (Beaudeux et al., 2006).
5.2. Les antioxydants enzymatiques
En utilisant des cofacteurs comme le fer, le zinc et le cuivre, les antioxydants enzymatiques
agissent en transformant les produits métaboliques oxydés en peroxyde d'hydrogene (H20,),
puis en eau (Moussa et al., 2020).

La superoxyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase sont les principaux
systémes enzymatiques antioxydants les plus performants chez les mammiféres et les
plantes (Zibouche & Grimes, 2016).

5.2.1. Superoxyde dismutase (SOD)

Dans la plupart des organismes aérobies, ainsi que dans certains organismes non aérobies,
la SOD est une enzyme capable de transformer le radical superoxyde (O2) en peroxyde
d'hydrogéne (H202) et en oxygéne. Etant donné que le radical superoxyde est le premier
radical libre qui se forme apres la réduction de l'oxygéne dans de nombreux systémes
biologiques, la SOD est percue comme la premiére protection contre les plantes empoisonnées

par le stress oxydatif et leur réduction (AL-Aloosy et al., 2019).
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5.2.2. La catalase (CAT)

Il s'agit d'une enzyme présente principalement dans les peroxysomes, dans les
hépatocytes, les érythrocytes et les macrophages. Son action consiste a transformer le
peroxyde d'hydrogéne en oxygéne et en eau (Sharma et al., 2012).

2H;0; —m>2H,0+0; (Niki et al.,2007).

Quatre chaines polypeptides composent cette enzyme, chacune contenant un atome de
fer sous forme ferrique (Fe’). Ces derniers sont les endroits ou cette enzyme est
active (Menvielle-Bourg, 2005).

5.2.3. Glutathion Peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase (GSH-Px) est une enzyme composée de quatre sous-unités qui
renferment chacune un atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. En
présence de glutathion réduit (GSH), la GSH-Px joue un réle crucial dans la diminution du
H>0,, ce qui protége les membranes et les protéines cellulaires contre le stress oxydatif

(Zibouche & Grimes, 2016).

(A) 2GSH+H;0, — GSSG +2 H,0 (Valko et al., 2006).
(B) 2 GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0 (Bhabak et Mugesh, 2010).

Le SOD joue un role essentiel en catalysant la transformation des ions superoxydes en
peroxyde d'hydrogene et en oxygene. Le peroxyde d'hydrogéne est converti en eau et en
oxygeéne par la catalase, qui se trouve principalement dans les peroxysomes et dans les
érythrocytes. En présence de glutathion, la glutathion peroxydase (GPx) neutralise le
peroxyde d'hydrogéne. D'autres enzymes telles que la glutathion réductase, la thioredoxine
réductase et la glutathion transférase jouent un role important dans la lutte antioxydante
(Lubrano & Balzan, 2015).

5.3. Les antioxydants non enzymatiques

Certaines substances chimiques a faible poids moléculaire jouent le role d'antioxydantes,
mais leur fonction n'est pas la catalyse. Deux types d'antioxydants non enzymatiques existent :
les antioxydants non enzymatiques endogenes (si la cellule eucaryote peut les produire) et les

antioxydants non enzymatiques exogenes (par nourriture) (Sharifi et al., 2020).
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5.3.1. Les antioxydants non enzymatiques endogénes
Divers réducteurs endogeénes peuvent étre utilisés pour protéger I'organisme contre les
radicaux libres, tels que la bilirubine, 'acide urique, la coenzyme Q, la mélatonine et l'acide
lipoique (Sharifi et al., 2020).
5.3.2. Les antioxydants non enzymatiques exogénes
a. Vitamine A
C'est une vitamine liposoluble présente en grande quantit¢ dans ['organisme,
principalement dans le foie, ou elle est stockée. Les rétinoides (rétinol, trétinoine...) et les
provitamines A (a- et - caroténes) sont classés en deux groupes (Desmier, 2016).
b. Vitamine C
La vitamine C, également appelée acide ascorbique, est soluble dans l'eau et est
considérée comme l'antioxydant naturel le plus efficace. Les agrumes, les kiwis et les 1égumes
(brocolis, chou-fleur) sont les aliments les plus riches en vitamine C. En phase aqueuse, elle
capte les radicaux pyroxylés avant qu'ils ne provoquent la réaction de peroxydation lipidique,
ce qui protege les membranes et les lipoprotéines (Giilein, 2012).
c. Vitamine E
La vitamine E joue un role essentiel en tant qu'antioxydant dans les membranes
cellulaires, notamment celles des mitochondries. Elle intervient directement sur une multitude
d'ERO afin de créer un radical peu réactif. Ensuite, la conversion de la vitamine E oxydée par
la vitamine ¢ et d'autres molécules telles que la vitamine A sera possible (Kada, 2018).
d. Caroténoides
Les caroténoides sont constitués de polyénes avec de longues doubles liaisons
conjuguées, ce qui leur confére des propriétés antioxydantes. Leur action consiste a
neutraliser l'oxygene singulet et a éliminer les radicaux, ce qui permet de mettre fin aux
réactions en cascade. Leurs propriétés antioxydantes, qui découlent de leurs interactions
physiques et chimiques avec les membranes cellulaires, peuvent expliquer les bénéfices
biologiques des caroténoides (Torres et al., 2022).
e. Sélénium
Le sélénium (Se) joue un rdle essentiel dans le fonctionnement de 1'organisme. Il est

essentiel pour préserver les cellules et les éléments qui les constituent d'une attaque radicale.
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Il est aussi utilisé pour détoxifier et neutraliser les métaux lourds (cadmium, mercure, plomb)
ou pour stimuler l'oxydation des xénobiotiques organiques. Le (Se) se trouve dans les
aliments contenant des protéines animales (viandes, ceufs, poissons, lait), dans les céréales et
certains fruits secs (Delattre et al., 2005).

La figure ci-dessous représente les différents antioxydants et leur mécanisme d’action.

O Aurginine
OXYgene

J 1.

=
. 2 NO monoxyde
anion superoxyde d’awxot
[ superoxyde dismutase| (rywrn [ ——— arote
I superoxyde dismulase |Mn |:—’::_‘:—;_ v
HO, ONOOH
peroxyde d’hydrogéne peroxinitrite
—

[giutafhiou peroxydase IS‘: ||—'*‘*::_—- Fe S 1

- (~ | sélénoprotéine P‘l Se |
[ calalase Fe ]F"—:
[ thioredoxine peroxydase :::__ — radlc‘tl T drﬁx} le

— — =
thioredoxine réductasc | S5

|ﬂ AN oxydés | | Lipides oxydés | Protéines oxyddées |

Figure 18: Le mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs
cofacteurs métalliques (favier, 2003).

f. Composés phénoliques

Les composés phénoliques forment une grande famille d'antioxydants présents dans les
plantes. Environ 1g de polyphénols sont apportés quotidiennement par l'alimentation,
principalement grace aux fruits et, dans une moindre mesure, aux légumes et aux céréales. Les
flavonoides sont présents dans les fruits rouges et le vin rouge, dans les agrumes, I'huile de lin
et dans le vin, le thé, le chocolat, les pommes, les oignons et les algues brunes sous forme
d'anthocyanine. Dans 1'ensemble, ils sont des piégeurs efficaces des EOA (Especes oxygénées
activées) et des chélateurs trés efficaces des métaux de transition tels que le fer et le
cuivre (Haleng et al., 2007).

Ils ont montré leur capacité a agir comme des antioxydants naturels en neutralisant les

radicaux libres. De plus, ils ont la capacité de chélater les ions de métaux de transition, ce qui

empéche ces derniers de catalyser la peroxydation lipidique. L'activité antioxydante a été
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démontrée par des composés phénoliques tels que l'acide gallique, le trans-résvératrol, la

fisétine, la quercétine et son glycoside, la rutine (Ndhlala et al., 2010).

6. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante (in vitro)

Afin d'évaluer l'activité antioxydante, différentes méthodes sont utilisées, chacune d'entre
elles étant nommée en fonction du matériel utilis¢€ comme source de radicaux libres tels que
ORAC (oxygen radical absorbance capacity), FRAP (Ferric reducing antioxidant power),
TEAC (Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2-azinobis 3 ethyl benzo
thyazoline 6- sulphonate), DPPH+ (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl), Blancissement de la béta-
caroténe (p-carotene bleaching method), CUPRAC (la capacité antioxydante par réduction du
cuivre), TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter), Activit¢é de peroxyde
d’hydrogene (H202) (Georgeva et al., 2010).

Ces tests sont classés en deux catégories: ceux qui mesurent le transfert d'électrons ou
d'hydrogéne a un radical coloré stable et facile a détecter, et ceux qui impliquent une
compétition entre l'antioxydant et une cible a protéger (pigments, lipides) (Bensouici, 2015).

6.1. Piégeage des radicaux libres DPPH

Le DPPH (ou 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical qui persiste a température
ambiante et présente une couleur bleu-violette caractéristique (Fadili et al., 2015).

Sa structure comprend un électron non appari¢ sur un atome du pont azote-azote. Il se
décolore lorsque 1'¢lectron isolé s'associe (Fig. 19) (Molyneuxs, 2004).

Le niveau d'efficacité d'un antioxydant peut étre évalué en fonction de sa capacité a
réduire le radical, ce qui peut étre observé par le changement de couleur passant du bleu-
violet (forme oxydée) au jaune (forme reduiée) (Kaya et al., 2014; Fadili et al., 2015).

La concentration en antioxydants est inversement liée a la diminution de 1'absorbance,
en raison de la réduction de l'intensité de la coloration de la solution DPPH, mesurée a 515-

518 nm (José et al., 2013).
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Figure 19: Réduction du radical libre DPPHe en DPPH,H (Sadeer et al., 2020).

6.2. Réduction du fer par la méthode de FRAP

Ce procédé évalue la capacité des extraits a diminuer le taux du fer ferrique (Fe*")

présent dans le complexe de ferricyanure de potassium eu fer ferreux (Fe?*). En présence d'un

atome d'¢lectron, la couleur du fer ferreux varie du jaune au bleu ou au vert (Habibou et al.,

2019).

L'activité antioxydante est liée a la variation de la coloration du jaune au bleu ou au vert.

Une simple mesure de l'absorbance a 700 nm permet de déterminer le pouvoir réducteur

(Romanet et al., 2019).
Chemical reaction:
4FeCls + 3K [Fe(CN)s]* — Fea[Fe(CN)s]at+ 12KC1
Mechanism of reaction:
f= %7 =g [ N 4
‘\\\}\ e /,/y ‘\\\c_ C & 4
o, | & AYOH [ATOH] %] &
) T 3K” o
c/ | \c = P c_"/ | \c -
B
R i X v il =
™~ N
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[Fe™ (TN 10 [Fe" (CN):1* gy
A= 700 nm
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Figure 20: Schéma de la réaction de test FRAP (Sadeer et al., 2020).
6.3. Test de blanchissement par béta-caroténe
La capacité antioxydante de ce test est évaluée en mesurant 1'inhibition des composés
organiques volatils et des radicaux peroxydes conjugués produits par 1'oxydation de l'acide
linoléique. Apres 1'oxydation de ces radicaux, le béta-caroténe perd sa couleur rouge (Fig. 21),

ce qui est suivi par une spectrométrie a 470 nm (Tepe et al., 2005).

Aprés 2h Substance antioxydante Aprés 2h

a 50°C

- A -

- - Effet antioxydant -2

Prévention de blanchiment
du B-caroténe
(en présence d’antioxydant)

Blanchiment du B-caroténe
(En absence d’antioxydant)

Figure 21: Teste de B-carotene/acide linoléique en absence et en présence d'antioxydant (Dib,
2017).
6.4. Test de la capacité anti-oxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

La technique CUPRAC (Capacité de réduction de I'antioxydant par l'ion Cupric) repose
sur le suivi de la réduction de l'absorbance accrue du complexe Néocuproine (Nc), cuivre
(Cu?") [Nc2-Cu?']. Effectivement, lorsque le complexe cuivre-néocuproine est présent en
présence d'un agent antioxydant, cette réaction est mesurée par spectrophotométrie a une

longueur d'onde de 450 nm (Fig. 22) (Apak et al., 2004).

2+ [ 1+

=) ArOH [ArOH]* L=<
< / CH, \ / R HaC / CH,
\ CH HLG >\ CH,

H

H

= =

Light blue CUPRAC Orange-yellow product
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Figure 22: Réduction du complexe chromogéne de Cu?*-Nc (Massoud et al., 2022).
6.5. Test de réduction d’ABTS

La méthode proposée par Miller et Rice-Evans (1993) repose sur la capacité des
antioxydants a neutraliser le radical ABTS (sel d'ammonium de l'acide 2,2'-azinobis-(3-
¢thylbenzothiazoline-6-sulfonique). Le cation ABTSe* est obtenu par mélange de 'ABTS avec
un oxydant (généralement le persulfate de potassium) qui donne une solution d'un bleu
intense. La capacité antioxydante est évaluée en fonction de la capacité des composés testés a
réduire l'intensité de la coloration obtenue a partir de 'ABTS en le comparant a un
antioxydant de référence, acide ascorbique.

La réduction de I'ABTS entraine une décoloration du bleu vert de la solution du cation
ABTS", mesurée a 645 - 734 nm. Plus l'absorbance finale est faible, plus la capacité

antioxydante est élevée, c'est-a-dire plus l'antioxydant est efficace (Vuolo et al., 2019).

K2520s
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Figure 23: Formation et piégeage du radical ABTSe" par un antioxydant donneur de H

o,S

(Besnard, 2017).
6.6. Test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Cette méthode repose sur la quantification de la dégradation oxydative d'une
molécule fluorescente apres l'ajout d'un générateur de radicaux libres, le 2,2'-azobis (2-
amidinopropane) (AAPH), donc elle est basée sur I'évaluation de la réduction de la
fluorescence (Desmier, 2016).

Les radicaux libres sont responsables de la dégradation optique de la molécule active,
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ce qui entraine une perte de sa propriété émissive et une diminution de la fluorescence du
milieu. L’ajout de composés antioxydants efficaces devrait permettre le piégeage des radicaux
libres et protéger la molécule fluorescente. Aprés avoir ajouté le générateur des radicaux
libres, le milieu sera analysé par spectrofluorimétrie pendant 35 minutes, ce qui permettra de
lier I'intensité de fluorescence a la concentration du milieu (Desmier, 2016).

6.7. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne (H20: scavenging activity)

La capacité de piégeage du peroxyde d'hydrogene est évaluée a partir de 1'absorption
de cette molécule dans le domaine de 1'ultraviolet.

La diminution de la concentration du H»O. par les composés piégeurs entraine
¢galement une diminution de l'absorbance de ce dernier a 230 nm. Cependant, il n'est pas
surprenant que les échantillons absorbent aussi a cette longueur d'onde, ce qui nécessite une
mesure blanche (Malgalhaes et al., 2008).

H:0;+2H"+2e¢ —> 2 H,0 (Wang et al., 2007).

6.8. Méthode de TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter)

Son principe est basé sur la capacité des antioxydants a entraver la réaction entre les
radicaux peroxyles et une molécule ciblée. Cette derniére correspond a 1'oxygénation (en tant
qu'échantillon) dans le processus de peroxydation provoqué par la décomposition thermique
du dihydrochlorure de 2,20-azobis (2-amidinopropane)(ABAP). Le temps de retard de
l'absorption d'oxygene, appelé période d'induction, peut étre évalu¢ de maniere quantitative et
utilisé pour représenter la capacité totale d'antioxydation des échantillons en utilisant la valeur

TRAP (Munteanu & Apetrei, 2021).
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MATERIEL ET METHODES

La réalisation de cette étude expérimentale a eu lieu au sein du laboratoire de recherche
«Antibiotiques Antifongiques: physico-chimique, synthése et activité biologique » (LAPSAB),
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Science de la Terre et de I'Univers, Université
Abou Bekr Belkaid en Algérie.

La présente étude a pour but de réaliser une analyse phytochimique de quatre extraits de
Bertholletia excelsa et d'évaluer leur activité antioxydante.

Comprend trois axes:

7
0‘0

Le premier axe: préparation et extraction de matériel végétal de noix brésilienne.

% Le deuxiéme axe: Analyses physico-chimique des huiles.

% Le troisiéme axe: Analyse phytochimique qualitative et quantitative des extraits
(bruts, huiles) préparés.

% En fin, le quatriéme axe concerne 1’évaluation de I’activité antioxydante par deux

méthodes (DPPH et FRAP).
1. Matériel végétal

Des noix du Brésil entieres ont été achetées chez un herboriste a Abou Tachefine -

Tlemcen en mars 2024. L’échantillon est ensuite coupé en petits morceaux (concassé) (Fig.

24), et ils ont été conservés a une température ambiante jusqu'a leur utilisation.

Figure 24: Noix du Brésil enti¢re et concassée (Photo prise au laboratoire).
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2. Extraction du matériel végétal

2.1. Préparation des extraits
Deux types d’extraction ont été réalisés :
a. Extraits bruts
Extraction sous reflux: 20 g de matiére végétale est mise en contacte avec 200 mL d’un
mélange eau/éthanol (20/80: v/v) d’une part et 200 mL d’eau distillée d’autre parte. Les deux
mélanges sont portés a un reflux pendant lh. aprés refroidissement, les deux mélanges
résultant ont été filtrés par un papier filtre ensuit I’extrait Hydro-éthanolique a été évaporé a
I’aide d’un rota-vapeur jusqu’a 1’obtention d’un résidu concentré et 1’extrait aqueux été versé
dans des boites de pétris et placés dans une étuve a 37°C, ensuite récupération de 1’extrait
brut et stockage a 4°C jusqu'a utilisation.
b. Extraction des huiles
Extraction par Soxhlet: 20 g de matériel végétal a ét¢ mis dans une cartouche ensuite
port¢ a une extraction par le soxhlet en présence de deux solvants différents (Hexane,
Acétone), I’extraction dure 3 h 30 min. Les extraits obtenus ont été filtrés a 1’aide d’un papier
filtre et les différents filtrats ont été concentrés dans un évaporateur rotatif, les huiles obtenues

ont été conservées jusqu’a leur utilisation dans notre partie expérimentale.
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20g Matériel végétal concassé
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I_> Activité antioxydante (DPPH, FRAP)

Figure 25: Le protocole expérimental réalisé sur la noix de Bertholletia excelsa.
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2.2. Calculs des rendements des extraits et des huiles
Le rendement de différents extraits obtenus a partir de la matiére végétale séche a été

calculé selon la formule:

R (% )=(m / M)x 100

R%: Rendement en pourcentage
m : Masse en gramme de 1’extrait brut sec ou I’huile

M: Masse en gramme de maticre végétale seche

3. Screening phytochimique

Pour déterminer la présence ou l'absence de certains composés des familles chimiques des
métabolites, des tests préliminaires phytochimiques qualitatifs ont été réalisés pour les quatre
extraits selon les techniques décrites par (Harbone, 1998; Bruneton, 1999).

3.1. Les tanins
Afin de mettre en évidence les tanins, on a mélangé 1 mL de chaque extrait avec 0,25
mL d'une solution aqueuse de FeCls (1 %), puis on a incubé le mélange a température
ambiante pendant 15 minutes. La présence d'une teinte bleu-noiratre ou verdatre signale la
présence des tanins.
3.2. Les flavonoides
Pour tester la présence des flavonoides dans un échantillon, nous avant ajoutés 1ml
d'acide chlorhydrique concentré (HCL) a chaque volume d'extrait, suivi de quelques copeaux
de magnésium. Les flavonoides sont présents lorsque la couleur est rouge, orange ou rose.
3.3. Les quinones libres
Dans un tube a essai, on a ajouté 0,1 mL d'hydroxyde de sodium (NaOH a 1 %) a 1 mL
de chaque extrait a analyser. L'apparition d'une couleur jaune, rouge ou violette signale la

présence des quinones libres.
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3.4. Les anthraquinones
Dans un tube a essai, nous avons introduit 1 mL de I’extrait a analyser et ajouté 1 mL de

NH4OH (10%). L’apparition d’une coloration violette apres agitation indique la présence des
anthraquinones.
3.5. Les terpénoides
D'apres le test de Slakowski, les terpénoides ont été identifiés en ajoutant 0,4 mL de
chloroforme et 0,6 mL d'acide sulfurique concentré a 1 mL d'extrait. Si la réaction est positive,
cela se traduirait par la formation de deux phases et une coloration marron a l'interphase.
3.6. Les saponosides
Pour réaliser une analyse de la présence de saponines dans un échantillon, il faut verser 10
mL de I'extrait a tester dans un tube a essai, puis de bien agiter le mélange avant de le laisser
reposer pendant une période de 10 et 20 minutes. Si une couche de mousse d'une hauteur
supérieure 2 1 cm se forme a la surface du mélange, cela témoignerait de la présence de
saponines.
3.7. Les alcaloides
Dans un premier temps, verser 0,5 mL de l'extrait a examiner dans deux tubes a
hémolyse distincts. Ensuite, acidifiez le contenu de chaque tube avec quelques gouttes d'acide
chlorhydrique a 1%. Ensuite, ajouter 0,5 mL de réactif de Mayer dans le premier tube et 0,5
mL de réactif de Wagner dans le second. Si un précipité blanc se forme dans le premier tube
ou un précipité brun dans le second tube, cela indiquerait la présence d'alcaloides.
3.8. Les composés réducteurs
Pour détecter les sucres réducteurs, On ajoute 1 mL d'extrait dans un tube a essai plus 2
mL de liqueur de Fehling , composé de 1 mL de réactif A et 1 mL de réactif B. Puis,
I'ensemble a été placé dans un bain-marie bouillant pendant 10 minutes. Un précipité rouge

brique apparait lorsque les composés réducteurs sont présents.

4. Analyse physico-chimiques

4.1. Densité relative
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a. Définition

Le critére physique de l'indice de densité est per¢u comme un indicateur de pureté de
I'huile extraite (Djeziri, 2012).

La densité des maticres grasses dépend non seulement de l'insaturation, mais aussi de
l'oxydation ou de la polymérisation (la densité augmente avec 1'augmentation de ces dernicres)
(Bahrami et al., 2001).

b. Principe

Volume d'huile bien déterminé (1 mL) est pesé¢ dans un bécher, puis le méme volume

d'eau distillée (1 mL) est pesé. La densité est déterminée en utilisant la formule ci-dessous

(CACQE, 2002).

Densité =m / m'

m: Masse de 1 mL d'huile
m': Masse de 1 mL d'eau
4.2. Indice d’acide
a. Définition
L'acidité d'un corps gras est la quantité d'acides gras libres présents dans celui-ci. Il est
l'exprime par le taux de l'acide gras libre le plus élevé présent dans le corps gras. C’est un bon
indicateur pour déterminer son altération (Chunhieng, 2003; Novidzro et al., 2019).
b. Principe
La méthode implique de neutraliser les acides libres en utilisant une solution alcoolique
d'hydroxyde de potassium ou de sodium titrée (Onyeike & Acheru, 2002).
¢. Mode opératoire
D'apres la méthode énoncée dans la réglementation CEE/2568/91. Un gramme d'huile a
analyser et 5 mL d’¢éthanol sont mélangés dans un bécher. Puis quelque gouttes d’un
indicateur coloré phénolphtaléine est ajoutés. La solution est titrée avec le KOH a 0,IN
jusqu’a I’apparition d'une coloration rose persistante (10 secondes). Un témoin a été réalisé

dans les mémes condition.
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d. Calcul
Chaque essai est répété 3 fois et 1'acidité exprimé en pourcentage d'acide oléique, qui se

définit comme suit:

Acidité (AC)% (d’acide oléique) = (V-Vo) *(N*M/10*m)

V : Volume en millilitre de KOH nécessaire pour neutraliser 1’échantillon.
Vo : Volume en millilitre de KOH nécessaire pour neutraliser le blanc.

N : Normalité de I’hydroxyde de potassium.

M : Masse molaire (g/mL) d’acide oléique qui est égale a 282 g/mL.

m : Masse en gramme de la prise d’essai.

4.3. Indice de saponification
a. Définition
L’indice de saponification permettre de déterminer la longueur de la chaine carbonée
des acides dans I'huile (Sbai & Tayebi, 2021).
b. Principe
Lorsqu'un ester est traité avec la potasse assez concentrée et chaude, il est soumis a une
réaction compléte d'alcool et de sel de potassium, ce qui donne naissance a des ester
(Bourachouche & Boudei, 2017).

¢. Mode opératoire

X/

% Un gramme d’huile a analyser est introduit dans un ballon a fond rond puis 25 mL de
solution de KOH (0,5M). Le mélange est met en ébullition dans un chauffe ballon
surmonté d’un réfrigérant a reflux pendant une heure.

% Apre refroidissement,quelques gouttes de I’indicateur coloré (phénolphtaléine) sont
ajouté au mélange a fin de titrer la solution avec de 1’acide chlorhydrique HCI 2 0,5 N

jusqu’a la disparition de la couleur rose et réapparition de la couleur initiale du mélange

(transparente).

+¢ Un témoin (sans mati¢re grasse) est réaliser dans les méme condition de I’échantillon.
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d. Calcul
Chaque essai est répété trois fois et 1’indice de saponification est calculer selon la

formule suivante.

IS=[Mxkon X (Vo-V1) XCucr ]/ m

V o : Volume d’HCI neutralisation de témoin en mL.

V 1: Volume d’HCI neutralisation de 1’échantillon en mL.

Cucr: Concentration de la solution d’acide chlorhydrique en mol/l (0,5mol/ ).
Mkon: Masse molaire du KOH en g/mol (56 g/mol).

m : Masse d’huile pesée en g.

4.4. Indice d’ester
L'indice d'ester (IE) correspond a la quantit¢ de KOH requise pour saponifier les
glycérides présents dans un gramme de matiere grasse. IE n'est pas quantifiable. On le
détermine en utilisant les deux indices IS (indice de saponification) et IA (indice d'acidité).

C'est la différence entre l'indice de saponification et l'indice d'acidité (Benaissa, 2017).

IE=1IS-1A

4.5. Indice de peroxyde
a. Définition
Le nombre d'oxygénes actifs dans les chaines organiques d'un corps gras est étudié par
l'indice de peroxyde. Le degré d'oxydation des acides gras insaturés de la maticre grasse est
mesuré par cet indice. Au fur et a mesure que celui-ci augmente, la matiére grasse est oxydée
(M’baye et al., 2011).
b. Principe
L'indice de peroxyde correspond a la quantit¢é de substances présentes dans

I'échantillon (exprimée en milliéquivalent d'oxygéne actif par kilogramme) qui oxydent
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l'iodure de potassium. Ce critére nous donne des informations sur le niveau d'oxydation des
huiles (Bourachouche & Boudei, 2017).
¢. Mode opératoire
La détermination de cet indice a été¢ réalisée en suivant le protocole défini par le
reglement CEE2568/91:
¢ Un volume de 1 g d'huile est ajouté a 10 mL de chloroforme et 15 mL d'acide acétique
glacial ensuite un volume de 1 mL d'iodure de potassium KI est incorporé.
« Le mélange obtenu est bien agité pendant 1 minute et placé a l'abri de la lumiere pendant
5 minutes.
< En fin, 75 mL d'eau distillée est rajouté en mélangeant vigoureusement le mélange en
présence d'empois d'amidon.
Titrer avec le thiosulfate de sodium (Naz Sz O3) a 0,01N jusqu'a 1’apparition de la couleur
transparente et paralléelement effectuer un essai a blanc (sans huile).
d. Calcul

Chaque essai est répété 3 fois et I’indice de peroxyde IP est déterminé selon la formule :

IP=V—-V, /mx1000xN

N : Normalité Naz S> O3
V : Volume en ml de Naz S> O3 nécessaire pour le titrage de I’échantillon
Vo : Le volume de thiosulfate de sodium requis pour titrer le blanc

m : Masse en gramme de la prise d’essai

5. Dosages des composés phénoliques

5.1. Dosages des polyphénols totaux

a. Principe
A fin de doser les polyphénols totaux en utilisant la méthode de Folin- Ciocalteu composé

d'un mélange d'acide phosphotungstique H3[P(W3010)4] et d'acide phosphomolybdique (H3
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PMo01,040) de couleur jaune. Ce réactif induit ’oxydation des composés phénoliques et la
formation d’un complexe bleu tungsténe (Ws023) - molybdénes (MogO»3). L’absorbance a été
mesurée a 700nm (Vermerris & Nicholson, 2007).
b. Mode opératoire
¢ 0,1 mL de chaque extrait a été mélangé avec 2 mL de la solution de carbonate de sodium
(Na2CO3) a 2%.
« Les tubes ont été agités puis incubés pendant 5 min.
% 100 pL de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) ont été ajoutés au mélange.
« Les tubes ont été incubés pendant 5 min a température ambiante.
% L’absorbance des solutions est mesurée a 700 nm a l'aide d'un spectrophotométre contre
un blanc.
En paralléle, une gamme d'étalonnage est réalisée en utilisant l'acide gallique a
différentes concentrations (0,05 a 1 mg/mL) et dans les mémes conditions expérimentales.
Ce test est réalisé en triplicate et les résultats sont exprimés en mg équivalent acide
gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g E).
5.2. Dosage des flavonoides
a. Principe
Le dosage des flavonoides implique la formation d'un complexe entre les flavonoides et
deux réactifs, le chlorure d'aluminium (AICls) et le nitrite de sodium (NaNO3).

Ce complexe présente une couleur jaune avec le AlICIz et se transforme en une couleur
rose en présence d’hydroxyde de sodium (NaOH), absorbant la lumiére visible a une longueur
d'onde de 510 nm (Ardestani & Yazdanparast, 2007).

b. Mode opératoire
< Dans des tubes a hémolyse, 500 pl de I’extrait ont ét¢ mis en contact avec 1 mL d’eau

distillée et 150 pl du réactif NaNO2a 15 %,
< Les tubes ont ét¢ incubés pendant 6 min a température ambiante ,
< 150 pL de chlorure d’aluminium AICI3 a 10% ont été ajoutés au mélange,

% Apres 6 min, 2 mL d’hydroxyde de sodium NaOH (4%) a été ajouté immédiatement et le

volume total a été complété a 5 mL avec d’eau distillée ,
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% La lecture des absorbances a été réalisée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre

a 510 nm.

La gamme d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires
en utilisant la catéchine comme controle positif a différentes concentrations (0,05 a 0,8
mg/mL).

Ce test est réalisé en triplicate et les résultats sont exprimés en mg équivalent catéchine

par gramme d’extrait (mg EQC/g E).

5.3. Dosage des tanins condensés
a. Principe
Les tanins condensés ont €té mesurés a l'aide de la méthode de la vanilline. En présence
d'un milieu acide, ils se dépolymérisent et, en réagissant avec la vanilline et se transforment
en anthocyanidols de couleur rouge mesurable par spectrophotometre a 500 nm (Sun et al.,
1998).
b. Mode opératoire
< 50 pl de chaque extrait a ét¢é mélangé avec 1500 pl d’une solution méthanolique de la
vanilline (4%),
% Apres agitation, un volume de 750 ul d’HCI concentré a été ajouté dans chaque tube,
« Le mélange a ¢été laissé a température ambiante pendant 20 min,
< La lecture de 1’absorbance a été réalisée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre
a 550 nm.
La gamme d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant la catéchine
comme controle positif a différentes concentrations (0,5 a 5,5 mg/mL).
Ce test est réalisé en triplicate et les résultats sont exprimés en mg équivalent catéchine
par gramme d’extrait (mg EQC/g E).
5.4. Expression des résultats
Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés ont été calculées selon

la formule suivante :

T=a*f/b
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T: Teneur
a: Concentration a partir de la courbe d’étalonnage respective
f: Facteur de dilution

b: Concentration initiale de 1’extrait

6. Evaluation de P’activité antioxydante

6.1. Piégeage du radical libre DPPH-
a. Principe
Dans ce test les molécules ayant un potentiel antioxydant réduisent le radical libre
relativement stable, Ce radical confére a la solution une couleur violacée qui absorbe aux
environs de 515 nm. L'utilisation d'un agent antioxydant pour réduire les radicaux DPPHe
provoque une décoloration de la solution en la transformant en jaune, ce qui entraine une
diminution de l'absorbance (Atoui et al., 2005).
b. Mode opératoire

% Un volume de 50 pul de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1950 pl
de la solution méthanolique du DPPH (0,025 mg/mL) fraichement préparée.

% Pour chaque concentration un blanc est préparé contenant 50 pl de chaque concentration
d’extrait solubilisé dans 1975 ul du méthanol.

% le controle négatif est préparé en paralléle en mélangeant 50 pl du méthanol avec 1950 pl
d’une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée.

% Aprés incubation a ’obscurité pendant 30 min et a température ambiant la lecture des
absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

% Les controles positifs ont été testés dans les méme condition expérimentale a différents
concentrations d’acide ascorbique (0,02 a 0,2 mg/mL), le BHA et le BHT (0,2 a
0,7mg/mL).
¢. Calcul des pourcentages d'inhibition

Pour chaque concentration, le test a été répété 3 fois (triplicata) et les pourcentages

d’inhibition sont calculées par la formule suivante :
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Inhibition (%) = [(A cont— A éch) /A cont] X 100

Inhibition (%) : Pourcentage d’inhibition.

Acont : Absorbance du contrdle négatif.

Acen : Absorbance de I’échantillon testé.

d. Calcul des ICs

La concentration de I'échantillon nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH est
appelée ICso. Cette valeur est calculée a partir des régressions logarithmiques des graphes
représentant les pourcentages des différents concentrations des extraits ou contrdle positif

(Gulcin, 2020).

6.2. La méthode FRAP ( Ferric reducing Antioxydant Power)
a. Principe
Cette méthode repose sur l'analyse de la capacité des extraits a convertir l'ion ferrique
(Fe*") en ion ferreux (Fe?"). Le résultat de cette réduction est la formation d'une couleur verte
qui absorbe a 700nm, dont l'intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur (Topcu et al.,
2007).
b. Mode opératoire
% 2.5 mL des différentes concentrations des extraits sont ajoutée a 2,5 mL d'une solution
tampon phosphate (0,2 M: pH 6,6) et 2,5 mL d'une solution de ferricyanure de potassium
(K;53[Fe(CN) 6]) a 10%.
% Les tubes sont incubés a 50°C pendant 20 min.
« Pour stopper la réaction, 2,5 mL d'acide trichloroacétique (TCA) a 10% est ajouté au
mélange.
% Apres avoir centrifugés les tubes a 3000 rpm pendant 10 minutes, 2,5 mL du surnageant
sont mélangés a 2,5 mL d'eau distillée et 0,5 mL d'une solution de chlorure ferrique

(FeCls) 4 0,1%.

X/

% La lecture de l'absorbance du milieu réactionnel a été faite 4 700 nm contre un blanc

semblablement préparé.
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* Les contrdles positifs ont été testés dans les méme condition expérimentale a différents
concentrations d’acide ascorbique, le BHA et le BHT (0,1 a 1 mg/mL).
¢. Calcul des ECsg
L'augmentation de l'absorbance correspond a une augmentation de la capacité¢ de
réduction de I'extrait.
Les résultats sont exprimés en ECso (concentration de l'extrait correspondant a une
absorbance de 0,5), sont calculées a partir des régressions linéaires des graphes représentant
les absorbances en fonction des concentrations des extraits ou des contrdles positifs (Ferreira

et al.,2007 ; Tamuly et al., 2014).

7. Analyse statistique des données

Toutes les expériences ont été répétées trois fois. Les résultats ont été exprimés par le
calcul de la moyenne = ESM (erreur standard de la moyenne) a 1'aide du logiciel Excel, tandis

que les courbes ont été tracées a 'aide du logiciel Sigma Plot (12.0).

% Moyenne: X=—

< Ecart type : ¢ (x)= \/— « - )

«* Erreur standard : ES = —
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RESULTATS ET INTRPRETATION

1. Rendements des extractions

Les résultats du tableau 08 représentent le rendement, 1’aspect, la couleur et le solvant
de solubilisation des extraits bruts aqueux, Hydro-éthanolique et I’huile d’acétone et d’hexane

des noix du Brésil B. excelsa.

Tableau 08: Rendements et certaines caractéristiques des extraits étudiés

Extraits Rendement %  Aspect Couleur Solubilité
Aqueux 5,26 Pate Marron Claire | Eau/éthanol
Hydro-éthanolique @ 2,70 Visqueux (huileux) | Blanc cassé Eau/Méthanol
Huile d’acétone 37,45 Huile Jaune Pale Acétone
Huile d’hexane 35,17 Huile Jaune Pale Méthanol

Les résultats obtenus montrent que le rendement varie considérablement entre les
différents extraits bruts de noix du Brésil. Le rendement le plus élevé a ¢été obtenu par
I’extrait aqueux (5,26 %), tandis que le rendement le plus faible a été obtenu par 1’extrait brut
Hydro-éthanolique (2,70 %).

En ce qui concerne 1’aspect et la couleur, I’extrait aqueux présente un aspect de pate et
une couleur marron claire alors que 1’extrait Hydro-éthanolique présente un aspect visqueux
et une couleur blanc cassé. Il est également intéressant de noter que l’extrait aqueux est
soluble dans le mélange eau/éthanol et I’extrait Hydro-éthanolique est soluble dans le
mélange eau/Méthanol.

Nous remarquons aussi que l'huile d’acétone se distingue par son rendement élevé de
37,45 % et soluble dans I’acétone. Ainsi ’huile d’hexane présente un rendement élevé de

35,17 % et soluble dans le méthanol. Les deux huiles présentent une couleur Jaune Pale.
2. Etude phytochimique

Lorsque les réactifs spécifiques sont introduits, la présence des différentes classes de
composés chimiques peut étre détectée par des phénomenes tels qu'une turbidité, une

floculation, une précipitation ou un changement de couleur.
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Le tableau ci-dessous résume les résultats de I’analyse phytochimique des différents
extraits bruts et huiles de B. excelsa.

Tableau 09 : Résultat d’analyse phytochimique réalisée sur les noix de Bertholletia excelsa.

Extrait aqueux + - - - +++ + + -
Extrait Hydro-éthanolique | ++ - + - +++ - - -
Huile d’acétone + - - - A+ - T+ -
Huile d’hexane + - - - +++ - +++ -

(+++) Forte présence ; (++) Moyenne présence ; (+) Faible présence ; (-) Absence

D’apres les résultats obtenus, les quatre extraits ont montrés une forte présence des
terpénoides, mais pour les flavonoides et les anthraquinones, ainsi que les composés
réducteurs étaient absents dans tous les extraits de Bertholletia.

Les tanins sont faiblement présents dans 1’extrait aqueux, I’huile d’hexane, I’huile
d’acétone et moyennement présent au niveau de I’extrait Hydro-éthanolique.

Pour les quinones libres sont faiblement présents dans ’extrait Hydro-éthanolique et
absents dans les autres extraits. Par ailleurs, les saponosides ont été réveles uniquement dans
I’extrait aqueux et absents dans les autres extraits.

Nous observons aussi que les alcaloides sont fortement présents dans I’huile d’acétone
et I’huile d’hexane, faiblement détectés dans I’extrait aqueux et absents dans 1’extrait Hydro-

¢thanolique.
3. Analyses physico-chimiques des huiles

Les résultats obtenus pour les caractéres physico-chimiques de 1’huile d’acétone et I’huile

I’hexane de noix du B. excelsa sont regroupés dans le tableau 10.
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Tableau 10: Caractéristiques physico-chimiques des huiles de Bertholletia excelsa.

Densité Indice Indice de Indice Indice de
relative d’acidité saponification d’ester peroxyde
(%) (mg KOH/g (mg KOH/g (meq Oy kg)
d’huile) d’huile)

Huile 0,8743 0 185,13 185,13 0

d’acétone

Huile 0,9242 0 199,15 199,15 0

d’hexane

Selon les résultats de tableau 10, la densité de 1’huile d’hexane (0,924) et supérieure
a celle de I’huile d’acétone (0,874).

Nous avons remarqués que 1’huile d’acétone et I’huile d’hexane de B. excelsa étudiées
présentent un indice d'acide et de peroxyde nulle. Cela indique que ces huiles sont fraiches
donc on peut dire que ce sont des huiles de bonne qualité.

Les valeurs d’indice de saponification de I’huile d’acétone et I’huiles d’hexane sont
(185,13 mg de KOH /g d’huile, 199,15 mg de KOH /g d’huile), respectivement.

La détermination de l'indice d'ester repose sur les deux indices de saponification et
d'acidité (IA= 0) des huiles. On note une égalité entre 1’indice de saponification et 1’indice

d’ester.

4. Teneurs en composés phénoliques

Les différents extraits bruts et huiles étudiés ont été soumis a une analyse quantitative
afin d'évaluer leurs teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés.

Les teneurs des composés phénoliques des différents extraits sont calculées a partir des
équations des courbes d’étalonnage représentées sur les figures 26, 27 et 28.

Les teneurs en composés phénoliques sont exprimées en milligramme équivalent acide
gallique par gramme d’extrait (mg EAG/gE) pour les polyphénols totaux et en milligramme
équivalent catéchine par gramme d’extrait (mg EQC/gE) pour les flavonoides et les tanins

condensés. Les résultats sont représentés dans le tableau 11.
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Figure 26: Courbe d’étalonnage de 1’acide
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Figure 28: Courbe d’étalonnage de la
catéchine pour le dosage des tanins condensés.

Figure 27: Courbe d’étalonnage de la
catéchine pour le dosage des flavonoides

Tableau 11: Résultats du dosage des composés phénoliques des différents extraits de la noix

du Brésil Bertholletia excelsa.

Polyphénols totaux

(mg EAG/gE)

Flavonoides

(mg EQC/gE)

Tanins condensés

(mg EQC/gE)

Extrait

aqueux

Extrait Hydro- Huile

éthanolique

19,36 £ 1,02 21,53 £0,24

8,20+ 0,13 4,64 + 0,14

9,890+ 1,64 18,32 £4,70
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Selon les résultats du tableau 11, Les teneur en composés phénoliques des extraits de
noix brésilienne sont différents.

On constate que la plus grande quantité de polyphénol totaux est présente dans I'huile
d'acétone (69,95 + 3,83 mg EAG/gE), suivi d’huile d’hexane (40,99 + 0,87 mg EAG/gE). En
effet, les résultats montrent qu’il y a une légere différence entre la teneur en polyphénols de
I’extrait Hydro-éthanolique et I’extrait aqueux (21,53 + 0,24 mg EAG/gE et 19,36 + 1,02 mg
EAG/gE, respectivement).

Ce qui concerne le dosage quantitatif des flavonoides, nous observons que I’huile
d’acétone et I’huile d’hexane présentent les concentrations les plus importantes (59,13 + 2,21
mg EQC/gE et 40,21 + 1,32 mg EQC/gE, respectivement). Tandis que, I’extrait Hydro-
¢thanolique présent la plus faible teneur en flavonoides (4,64 + 0,14 mg EQC/gE).

Parmi tous les extraits préparés, I’huile d’acétone, présente la plus forte teneur en
tanins condensés, avec une valeur de 211,01 + 1,40 mg EQC/gE. Pour I’huile d’hexane, elle
contient également une quantité considérable des tanins condensés, avec un taux de 106,99 +
2,75 mg EQC/gE. Cependant, I'extrait aqueux présente un teneur de 9,89 + 1,64 mg EQC/gE,
le taux est presque la moitié de celui de l'extrait Hydro-éthanolique (18,32 =+ 4,70 mg

EQC/gE).
5. Activité antioxydante

Deux méthodes différentes ont été utilisées pour évaluer l'activité antioxydante des
extraits de B. excelsa: test du piégeage du radical libre de DPPHe- et test de Pouvoir réducteur
du fer FRAP. Les extraits ont été comparés a des molécules de référence telles que l'acide
ascorbique, le BHA et le BHT.

5.1. Piégeage du radicale libre DPPH-
a. Piégeage du radical DPPHe par I’extrait aqueux
Le graphe de la figure 29, illustre le taux d'inhibition exprimé en pourcentage de

I’extrait aqueux de noix du Bertholletia excelsa.
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Figure 29: Pourcentage d’inhibition du radical DPPHeen fonction des différentes
concentrations de I’extrait aqueux de noix du Bertholletia excelsa.

Selon la figure 29, on observe une augmentation proportionnelle du pourcentage
d'inhibition du radical DPPHe en fonction de la concentration de l'extrait testé, suivant une
régression logarithmique bien corrélée (R>= 0,993).

Pour une concentration de 20 mg/ml, le taux d'inhibition est d'environ 28,17 %.
Cependant, lorsque la concentration atteint 40 mg/ml, le pourcentage d'inhibition augmente
considérablement pour atteindre 52,28 %. A la concentration la plus élevée (80 mg/ml), le
pourcentage d'inhibition atteint 66,74 %.

b. Piégeage du radical DPPHe par I’extrait Hydro-éthanolique

Les variations des pourcentages d’inhibition de 1’extrait Hydro-éthanolique de noix du

Brésil sont représentées par la régression logarithmique sur la figure 30.
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Figure 30: Pourcentage d’inhibition du radical DPPHe en fonction des différentes
concentrations de 1’extrait Hydro-éthanolique de noix du Bertholletia excelsa.

D’aprés les données fournies par la figure 30, une augmentation proportionnelle du

pourcentage d'inhibition du radical DPPHe en fonction de la concentration de 1'extrait Hydro-
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éthanolique de noix est observée. Avec une régression logarithmique bien corrélée (R*=
0,946).

A une concentration de 11,42 mg/ml, l'inhibition est d'environ 26 %, qui augmente a 68 %
a une concentration proche de 27 mg/ml. A la concentration la plus élevée de 80 mg/ml de
I’extrait brut testé, le taux d'inhibition est d'environ 81 %.

c. Piégeage du radical DPPHe par Huile d’acétone

La figure 31, représente graphiquement les pourcentages d’inhibition de I’huile d’acétone

du B. excelsa.
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Figure 31: Pourcentage d’inhibition du radical DPPHe en fonction des différentes
concentrations de 1’huile d’acétone de noix du Bertholletia excelsa.

Selon la figure 31, nous remarquons que le pourcentage d'inhibition du radical libre
augmente avec l'augmentation de la concentration de I’huile d’acétone. Les résultats sont
représentés sous forme d'une courbe qui présente une régression logarithmique avec un

facteur de corrélation de 0,965.

L’huile d’acétone de noix du B. excelsa a montré un faible pourcentage d'inhibition
(26,56 %) a une concentration de 78 mg/ml et a une concentration de 100 mg/ml, le
pourcentage d'inhibition est d'environ 49,8 %, puis il augmente a 92 % a la concentration la

plus élevée de 500 mg/ml.
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d. Piégeage du radical DPPHe par Huile d’hexane

La régression logarithmique représentée sur la figure 32 les variations des
pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations de 1’huile d’hexane de noix du

Bertholletia excelsa.
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Figure 32: Pourcentage d’inhibition du radical DPPHe en fonction des différentes
concentrations de I’huile d’hexane de noix du Bertholletia excelsa.

Selon la courbe de la figure 32, on constate une nette augmentation du taux
d'inhibition lorsque la concentration de l'huile d'hexane augmente. avec une régression
logarithmique fortement corrélée (R2= 0,924).

La concentration la plus basse (71,42 mg/ml) a un taux d'inhibition de 17,80 %. Ce
pourcentage augmente a 46,75 % et 85 % respectivement a 100 mg/ml et 250 mg/ml, pour

atteindre son maximum a 500 mg/ml, avec une valeur de 87,95 %.

e. Piégeage du radical libre DPPHe par les molécules de référence

Les pourcentages d'inhibition des trois molécules de référence (acide ascorbique, BHA
et BHT) du radical libre DPPHe sont représentés dans les figures 33, 34 et 35. Les résultats

sont représentés par des courbes linéaires et logarithmiques avec un R? presque égale 0,99.
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Figure 33: Pourcentages d’inhibition du Figure 34: Pourcentages d’inhibition du
radical DPPHe* en fonction des différentes radical DPPHe* en fonction des différentes
concentrations de I'acide ascorbique concentrations de BHA
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Figure 35: Pourcentages d’inhibition du
radical DPPHe en fonction des différentes
concentrations de BHT

D'apres les résultats des trois figures, on observe que a la concentration la plus faible
de l'acide ascorbique (0,02 mg/ml) suivi par le BHA (0,025 mg/ml) et le BHT (0,2 mg/ml)
présentent des pourcentages d'inhibition différents, a savoir 16,14 %, 19,69 % et 31,88 %,
respectivement. En revanche, pour l'acide ascorbique parvient a atteindre une activité
inhibitrice la plus élevée de 95,13 % a la concentration de 0,2 mg/ml. le BHA présente un
pourcentage d'inhibition de 95,09 %, tandis que le BHT affiche un pourcentage d'inhibition de

63,76 %. a des concentrations de 0,4 mg/ml et 0,7 mg/ml, respectivement.
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A la fin en comparent, parmi ces trois molécules de référence testées, 1'acide ascorbique

présent l'activité antioxydante la plus élevée, suivie de BHA, et de BHT.
f. Calcul des ICso

Afin de mesurer et de comparer l'activité antioxydante des extraits étudiés avec les
molécules de référence, le paramétre ICso est calculé. Ce paramétre représente la
concentration nécessaire pour diminuer de 50 % le radical DPPHe en 30 minutes.

Pour calculer les wvaleurs d'ICso en utilisons Les ¢équations des régressions
logarithmiques et linéaires des graphes précédents, et les résultats sont présentés dans le

tableau 12.

Tableau 12: Valeurs des ICso des différents extraits et des molécules de référence.

ICs0 (mg/ml)

Aqueux 41,61
Hydro-éthanolique 21,052
Extraits e d°acétone 110,41
Huile d’hexane 118,90
Les molécules  Acide ascorbique 0,050
de références BHA 0,077
BHT 0,477

Selon les résultats affichés dans le tableau précédent, on observe que l'acide ascorbique
présente une activité antioxydante trés puissante avec une ICso de 0,050 mg/ml, tandis que le
BHA présente une ICso de 0,077 mg/ml et le BHT présente une ICso de 0,477 mg/ml.

Pour I’analyse des quatre extraits étudiés de Bertholletia excelsa, 1’extrait Hydro-
¢thanolique montre la valeurs la plus faible d'ICso (21,052 mg/ml). Ce qui indique une forte
activité antioxydante en comparant avec les autres extraits, bien que toujours inférieure aux
molécules de référence. suivi par 1’extrait aqueux (ICso = 41,61 mg/ml). Il convient de noter
que les activités antioxydantes les plus faibles ont été obtenus par 1’ huile d’acétone et 1’huile

d’hexane avec des ICso de 110,41 mg/ml et 118,90 mg/ml, respectivement.
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5.2. Pouvoir réducteur du fer (méthode FRAP)
a. Réduction du fer par I’extrait aqueux
La figure 36 présente I'évolution de 1’absorbance du milieu réactionnel en présence des
concentrations croissantes de I’extrait aqueux de noix du Bertholletia excelsa.
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y=0,0414x - 0,036
%87 R’=0,986
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Concentrations (mg/ml)

Figure 36: Pouvoir réducteur du fer par I’extrait Aqueux de noix du Bertholletia
excelsa.

Les résultats des absorbances obtenus dans la figure 36 démontrent une nette
augmentation proportionnelle du pouvoir réducteur en fonction des concentrations d'extrait
aqueux, comme le montre la régression linéaire (R?>=0,98).

Lorsque la concentration est de 8 mg/ml, l'absorbance est de 0,263. Elle monte

ensuite a 0,390 puis a 0,758 pour une concentration de 10 et 20 mg/ml, respectivement.
b. Réduction du fer par ’extrait Hydro-éthanolique

Les données de la figure 37, illustrent 1'évolution de I'absorbance du milieu réactionnel
en fonction des concentrations croissantes de I'extrait Hydro-éthanolique de noix du

Bertholletia excelsa.
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Figure 37: Pouvoir réducteur du fer par I’extrait Hydro-éthanolique de noix du
Bertholletia excelsa.

Les résultats de la figure ci-dessus, démontent une augmentation significative de
I’absorbance avec ’augmentation de la concentration de I’extrait Hydro-éthanolique. Avec
une régression linéaire fortement corrélée (R?=0,99).

On remarque que a une concentration de 10 mg/ml, 1'absorbance est d'environ 0,186.
Ce chiffre augmente de maniere proportionnelle, atteignant 0,387 a une concentration de 20
mg/ml, puis 0,610 a 40 mg/ml.
¢. Réduction du fer par I’huile d’acétone
Les résultats de réduction du fer par I’huile d’acétone de noix du Bertholletia excelsa

sont représentés dans la figure 38.
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Figure 38: Pouvoir réducteur du fer par I’huile d’acétone de noix du Bertholletia
excelsa.
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La courbe de la figure 38, présente 1’évolution des absorbances du milieu réactionnel en
présence des concentrations croissantes de 1’huile d’acétone avec une régression linéaire bien
corrélée (R?-0,98).

On constate que 1'absorbance est environ 0,2 a une concentration de 50 mg/ml. Cette
valeur passe a 0,374 lorsque la concentration atteinte 100 mg/ml. Finalement, lorsque la
concentration est proche de 250 mg/ml, I'absorbance obtenue est de 0,694.

d. Réduction du fer par I’huile d’hexane

L’évolution de D’absorbance du milieu réactionnel en présence des différentes

concentrations croissantes de I’huile d’hexane de B. excelsa est représentée sur la figure 39.
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Figure 39: Pouvoir réducteur du fer par I’huile d’hexane de noix du Bertholletia
excelsa.

Dans la figure 39, on observe une forte corrélation entre les absorbances et la
concentration de 1’huile d’hexane, la courbe suit une régression linéaire avec un facteur de
corrélation proche de 1.

A une concentration de 50 mg/ml, 'absorbance obtenue est de 0,240. Ensuite, la
densité augmente a 0,624 a une concentration de 100 mg/ml, puis a 0,744 a une concentration

de 125 mg/ml.
e. Réduction du fer par les molécules de référence

Les résultats obtenus avec trois molécules de référence (acide ascorbique, BHA et

BHT) sont illustrés sur les figures 40, 41, 42.

- 65 -



RESULTATS ET INTRPRETATION

12 0,7
Ac. Asc. 0.6 1 BHA

1,01 y=1,00x-0,037 ’ Y=20’698X -0,038
_ R2=0,993 05| R™=09%8
§ 0,8 - %
g £ 041
06 4
£ £ 03
5 <
2 04 5
=2 ﬁ 0,2

0,2 1 0,1

0,0 : : : : : 0,0 : : : : :

00 02 04 06 08 1,0 12 00 02 04 06 08 10 12
Concentrations (mg/ml) Concentrations (mg/ml)
Figure 40: Pouvoir réducteur du fer par Figure 41: Pouvoir réducteur du fer par le
I’acide ascorbique. BHA.
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Figure 42: Pouvoir réducteur du fer par le
BHT.

Les figures précédentes montrent que l'acide ascorbique a le pouvoir réducteur le
plus élevé parmi les trois molécules analysées. On peut expliquer cette observation par les
niveaux d'absorption relativement ¢élevés obtenus par 'acide ascorbique par rapport au BHA et
BHT.

Les absorbances mesurées pour le BHA, le BHT et l'acide ascorbique sont
respectivement 0,029; 0,083 et 0,073 a la concentration la plus basse (0,1 mg/ml). Au alentour
de 0,6 mg/ml, le BHA et le BHT ont respectivement les plus faibles absorbances de 0,395 et

0,533, tandis que l'acide ascorbique a une absorbance relativement élevée (0,600). Finalement,
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lorsque la concentration atteint 1 mg/ml, les absorbances augmentent de maniere
proportionnelle, atteignant 0,640 pour le BHA, 0,740 pour le BHT et 0,923 pour l'acide
ascorbique.

f. Calcul des ECs

Les valeurs d'ECso, sont déterminées en utilisant les équations des régressions linéaires

indiquées sur les graphes précédents. Les résultats sont illustrés dans le tableau 13.

Tableau 13: Valeurs des ECso des différents extraits et des molécules de références pour la
réduction du fer.

ECso (mg/ml)

Aqueux 12,95
Hydro-éthanolique 30,55

Extraits Huile d’acétone 157,00
Huile d’hexane 85,71
Les molécules  Acide ascorbique 0,536
de références BHA 0,771
BHT 0,616

Une valeur d'ECso plus basse est liée a un pouvoir réducteur plus élevé. selon le tableau
13, I’extrait aqueux présente le pouvoir réducteur le plus fort (ECso = 12,95 mg/ml), suivie
de I’extrait Hydro-éthanolique avec une valeur d'ECso d'environ 30,55 mg/ml. bien qu'ils
restent inférieurs a 1’acide ascorbique.

L’huile d’acétone et I’huile d’hexane représentent le pouvoir réducteur le plus faible par
rapport aux extraits bruts avec des ECso de 157 mg/ml et 85,71 mg/ml, respectivement. En
comparant les deux huiles étudiées, I’huile d’hexane présente le meilleur pouvoir réducteur.

On peut remarquer que 1’acide ascorbique présente une forte capacité de réduction du
fer (ECso= 0,536 mg/ml), suivi de BHT et de BHA (0,616 mg/ml et 0,771 mg/ml,

respectivement).
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DISCUSSION

Depuis quelques décennies, l'attention particuliére a été portée a la valorisation des
plantes a intérét médicinal en tant que source de substances bioactives naturelles. Par
conséquent, de plus en plus d'études se penchent sur les effets thérapeutiques des antioxydants
naturels (EL-Haci & Atic Bekkara, 2016).

Les populations du monde entier ont employé les plantes pour se soigner. De nos jours,
elles demeurent la principale source de médicaments dans les pays en développement (OMS,
2013).

La noix du Brésil, Bertholletia excelsa, contient une quantité significative de
biomolécules telles que des acides gras, des stérols, des tocophérols et du sel, qui est réputé
pour ses propriétés antioxydantes et antiradicalaires (Chunhieng, 2004).

L'objectif de notre étude était de réaliser une analyse qualitative et quantitative, ainsi
que l'analyse physico-chimique des différents extraits de noix du Bertholletia excelsa. Nous
avons également évalué l'activité antioxydante en utilisant la méthode de piégeage du radical
libre DPPH- et la méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

Les extraits des noix du Bertholletia excelsa analysés dans cette études sont deux
extraits bruts (aqueux et hydro-éthanolique) et deux huiles obtenus par deux solvants
différents (hexane et acétone).

Les rendements des deux extraits bruts sont trés faibles (5.26 % pour 1’extrait aqueux
et 2,70% pour I’extrait hydro-étanolique) par rapport aux deux huiles (35,17 % pour I’huile
d’hexane et 37,45 % pour I’huile d’acétone). Selon Jenny & Fereidoon (2010), qui ont fait
des études sur la méme espéce de la région Terre-Neuve (Canada) de 1’extrait acétonique qui
present un rendement de 16,36 %. Ce pourcentage est inférieur que 1’huile d’acétone.

D’apres ces résultats, les rendements des extractions réalisées avec des solvants moins
polaires (I'acétone et I'hexane) sont supérieurs a ceux des solvants les plus polaires (eau et
¢thanol).

Toutefois, il est difficile de comparer les résultats de performance avec ceux de la
littérature. Chaque situation est singuliére, le rendement étant variable et dépendent de la
composition chimique, de la méthode et des conditions d'extraction, de la polarité des solvants

utilisés, ainsi que de l'origine géographique de la plante (Lachguer et al., 2021).
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L’analyse phytochimique nous a donnée la possibilit¢ de repérer la présence ou
l'absence des principaux composés chimiques présents dans les noix de Bertholletia excelsa.
Ces tests révelent la forte présence des terpénoides et une absence totale des flavonoides, des
anthraquinones et les composés réducteurs, ainsi que la présence moyenne des tanins dans les
quatre extraits bruts et huiles. Les deux huiles sont riches en alcaloides et dépourvus de
quinones libres et saponosides.

Les résultats de Hamadi & Chaibi (2022), sur les écorces de noix de pécan (Carya
illinoinensis) et les résultats de Iboukhoulef & Attouche (2021), sur les écorces de Juglans
regia confirment la présence des tanins, des terpénoides et des alcaloides.

La densité est une caractéristique physique qui nous permet de vérifier la qualité (la
pureté) d’une huile (Andjouh, 2019).

Les résultats de mesure de la densité pour les deux huiles, en comparant ces valeurs a
ceux de la norme commerciale de «codex STAN 210- 1999» de I’huile de noix (0,923- 0,925),
on remarque que I’huile d’hexane présente la valeur de la densité la plus élevée estimée a
0,924, qui est conforme a la norme, alors que I’huile d’acétone présente une densité de 0,874,
cette dernic¢re est inférieure a celle de I’huile d’hexane ainsi que les valeurs de références.
Puisque la valeur de la densit¢ de I’huile d’acétone n’est pas inclus dans I’intervalle des
normes, on peut la considéré comme étant une huile a faible impureté.

L'indice d'acide, qui évalue la quantité d'acides gras libres naturellement présents ou
produits par les réactions hydrolytiques des triglycérides, est un indicateur de qualité qui
permet de déterminer 1'état de conservation d'une huile. Une huile de qualité doit avoir une
acidité relativement faible selon les valeurs données par la norme codex alimentaire (0,08-
6 %) ou nulle (Bourachouche & Boudei, 2017).

Selon Chunhieng (2004), L'acidit¢ de l'huile de la noix du Brésil est 0,64 %,
¢galement I’étude de Ait Samadi & Affroune (2020), montre que [’acidit¢ de 1’huile
d’amande présente un pourcentage de 2,02 %. Dans notre cas, les deux huiles analysées
présentent une acidité nulle. Cela s'explique par le fait que ces huiles sont de bonne qualité.

L'indice de saponification est un indicateur indirect de la masse molaire des acides
gras. Il permet de trier les huiles en fonction de la longueur des chaines d'acides gras qui les

constituent. Plus le poids moléculaire est élevé, plus l'indice de saponification est bas.

-69 -



DISCUSSION

Effectivement, lorsque le poids moléculaire augmente, les chaines carbonées des acides gras
deviennent plus longues et moins hydrolysables (Tekaya & Hassouna, 2005).

Nos résultats montrent que 1’huile d’hexane présente un indice de saponification de
199,15 mg KOH/g d’huile, ce dernier est plus élevé que 1’indice de 1’huile d’acétone qui égale
a 185,13 mg KOH/g d’huile. ceci montre que I’huile d’hexane est moins riche en acide gras
a longue chaine par rapport ’huile d’acétone.

De plus, les résultats de cette étude révelent que nos huiles respectent les normes de
codex alimentaires de 1’huile d’amande (183 - 207 mg KOH/g d’huile ).

A partir de I’indice d’acide (IA) et I’indice de saponification (IS) des deux huiles de
noix du Brésil, nous avons calculé 1’indice d’ester (IE). Les résultats obtenus montrent que la
valeur de I’indice d’ester de I’huile d’hexane égale 199,15 mg KOH/g d’huile et ’huile
d’acétone égale 185,13 mg KOH/g d’huile. Selon Novidzro et al. (2019), 1'é¢galité entre
l'indice d'ester et l'indice de saponification signifie que I'huile contient des glycérides pures,
c'est le cas de nos huiles qui présentent un indice d'ester égale 1'indice de saponification ce qui
nous permet de conclure que ces huiles sont dépourvus des acides gras libres (IA= 0) et
comportent que des triglycérides.

L'indice de peroxyde est utilis¢ pour évaluer le niveau d'oxydation d'une huile. Les
normes de Codex Alimentaires fixent l'indice de peroxyde pour les huiles raffinées inférieur
ou égal a 10 meq/kg et pour les huiles brutes inférieur a 15 meq/kg (Blondeau & Schneider,
2006; Rakotorimanana, 2010). L’ indice de peroxyde des deux huiles analysées est nulle, ce
qui indique la bonne qualité de ces huiles.

Pendant la conservation, les triglycérides peuvent subir une hydrolyse ou un
rancissement en présence d'oxygene atmosphérique et libérent des peroxydes (a partir des
acides gras insaturés) et des acides gras libres, ce qui augmente l'indice de peroxyde et l'indice
d'acide (Tekaya & Hassouna, 2005).

Dans ce travail les deux huiles analysées présentent un IA et un IP nulle, ce qui confirme
une bonne conservation des huiles pendant la période d'étude.

Les résultats de dosage quantitatif montrent que les concentrations en composés
phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés) different considérablement

en fonction du solvant employé. Le taux maximal de polyphénols, flavonoides et des tanins
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condensés sont obtenus au niveau de I’huile d’acétone de noix du Bertholletia excelsa
préparée par soxhlet (69,95 + 3,83 mg EAG/gE; 59,13 + 2,21 mg EQC/gE et 211,01 £+ 1,40
mg EQC/gE, respectivement). Suivi par 1’huile d’hexane (40,99 + 0,87 mg EAG/gE; 40,21 +
1,32 mg EQC/gE et 106,99 + 2,75 mg EQC/gE, respectivement). Par contre I’extrait aqueux
et D’extrait Hydro-éthanolique présentent les teneurs les plus faibles respectivement en
polyphénols (19,36 £ 1,02 mg EAG/gE; 21,53 + 0,24 mg EAG/gE), en flavonoides (8,20 +
0,13 mg EQC/gE et 4,64 + 0,14 mg EQC/gE) et en tanins condensés (9,89 + 1,64 mg
EQC/gE et 18,32 +£4,70 mg EQC/gE).

Selon le programme national d'analyse des aliments et des nutriments de 'USDA, le
rapport présente la teneur totale en phénols de 100 types d'aliments différents. ils ont montrer
que la quantité totale de composés phénoliques présente dans les noix du Brésil était de 3,10 +
0,96 mg EAG/g de noix, ce qui est trés faible par rapport aux résultats de teneur en
polyphénols obtenus pour les noix du Brésil des quatre extraits étudiés. En plus, ils ont
montré que les pistaches étaient les plus riches en composés phénoliques totaux, suivies par
les noix, les noix de pécan, les noisettes, les amandes, les arachides et les noix du Brésil (Wu
et al., 2004). D’apres les résultats de Jenny & Fereidoon (2010), I’extrait acétonique présent
la teneur la plus élevée en composés phénoliques que les autres extraits étudiés. Ce qui est
similaire aux résultats de notre étude.

Les résultats de teneur en flavonoides obtenus pour I’huile d’amande amére sont dans
I’intervalle rapporté par Milbury et al. (2006) varient entre 16 a 27 mg EQC/g.

Cependant, il est compliqué de comparer nos résultats obtenus avec les autres études en
raison de divers éléments tels que les facteurs externes (changements climatiques, période de
récolte, parties de la plante cultivée et conditions de stockage), les facteurs génétiques, ainsi
que la méthode, la température et le temps d'extraction (Bourgou et al., 2016 ; Falleh et al.,
2008 ; Kumar et al., 2017; Trabelsi et al, 2010).

Dans cette étude, nous avons réalisé une analyse du potentiel antioxydant en employant
deux techniques particulieres: le piégeage du radical DPPH- et la réduction du fer par le teste
FRAP.

Dans la technique de DPPHe, les résultats démontrent que le profil de piégeage des

radicaux libres différe d'un extrait a l'autre. L’extrait Hydro-éthanolique présente une activité
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antioxydante plus élevée (ICso = 21,05 mg/ml) suive par I’extrait aqueux (ICso= 41,61 mg/ml),
Cela veut dire que les extraits bruts présentent une forte activité antioxydante par rapport aux
huiles. L’¢tude de Jenny & Fereidoon (2010), montre que les extraits phénoliques de
Bertholletia excelsa présentent une activité de piégeage des radicaux libre avec un ICso de
20,33 £ 1,56 mg/ml cette valeur est presque égale la valeur de I’extrait Hydro-éthanolique.

La méthode de FRAP, indique que I’extrait aqueux a une excellente capacité a
réduire le fer avec une ECso de 12,95 mg/ml. D’autre part, I’extrait Hydro-éthanolique, I’huile
d’hexane et I’huile d’acétone de Bertholletia excelsa, montrent une faible capacité¢ de
réduction du fer que I’extrait précédent avec des ECso qui égale a 30,55 mg/ml; 85,71 mg/ml
et 157,00 mg/ml, respectivement.

En comparant les résultats obtenus avec les résultats d’une autre recherche réalisée sur
une autre noix, I’étude de Messaya & Benamira (2020), montre que le pouvoir réducteur des
écorces de Juglans regia présente une activité antiradicalaire avec une ECso = 0,092 mg/ml.
Cette valeur est inférieur par rapport a la valeur de I’extrait aqueux (ECso = 12,95 mg/ml).

Malgré les divergences observées dans les résultats, il est indéniable que Bertholletia
excelsa représente une source potentielle de composés phénoliques bénéfiques pour la santé,

conférant ainsi a cette plante une activité antioxydante.
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Conclusion et perspectives

D’apres les résultats obtenus dans ce travail, nous pouvons conclure que la noix du Brésil
Bertholletia excelsa particulierement riche en composés phénoliques (polyphénols totaux,
flavonoides et tanins condensés), ce qui leur confére une activité antioxydante.

Les testes phytochimiques qualitatifs ont révélés la richesse des extraits en terpénoides.
Tandis que, les flavonoides, les anthraquinones et les composés réducteurs étaient absents.

Concernant 1’analyse physico-chimique, 1’acidité et la peroxydation des huiles étudiées
sont nulles, ce qui explique la fraicheur et la bonne qualité de ces dernieres. Ainsi, I’indice de
saponification et la densité sont compris dans I’intervalle donné par les normes de codex
alimentaire.

Les résultats de dosage quantitatif montrent que la teneur la plus élevée en polyphénols,
flavonoides et tanins condensés est obtenue dans I’huile d’acétone (69,95 + 3,83 mg EAG/gE;
59,13 £ 2,21 mg EQC/gE; 211,01 £ 1,40 mg EQC/gE, respectivement). Cette huile est
considérée comme étant la plus riche en composés phénoliques par rapport aux extraits bruts.

Relativement a DI’activité antioxydante, les résultats révelent que les extraits bruts de
Bertholletia excelsa ont une activité antioxydante moyenne, indépendamment des tests utilisés
(DPPH- et FRAP). L’extrait hydro-éthanolique montre la meilleure capacité a réduire le
radical libre DPPH avec une ICso de 21,052 mg/ml, tandis que 1’extrait aqueux présente une
forte capacité de réduction du fer avec une ECso = 12,95 mg/ml. Alors que les deux huiles
présentent une activité antioxydante faible par rapport aux extraits bruts, 1’huile d’acétone
montre la meilleure capacité a réduire le radical libre DPPH avec une ICso de 110,41 mg/ml,
tandis que I’huile d’hexane présente une forte capacité de réduction du fer avec une ECso =
85,71 mg/ml.

Il ressort de cette étude que la noix du Brésil Bertholletia excelsa pourraient &tre
considérée comme une source naturelle d'antioxydants qui posséde un potentiel d'application
dans différents domaines, notamment dans la phytothérapie, cosmétique, pharmacologie et
I’alimentation.

Nous espérons que notre travail fera 1’objet d’une étude approfondie, notamment:

% L'utilisation d’autres solvants et techniques d'extraction telles que 1’hydrodistillation et

I’extraction a froid.
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La réalisation d’autres tests pour 1’évaluation de D’activité antioxydante par exemple:
Blanchissement de la béta-caroténe, ABTS, ORAC...

L’isolement et I’identification des substances naturelles (principe actif) responsables des
activités antioxydantes par des techniques spectrales et chromatographiques comme
I’HPLC.

Ainsi, que d’autres activités biologiques (I’activité anti-inflammatoire, anticancéreuses...).

L’¢étude de la toxicité de ’espece Bertholletia excelsa.
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Evaluation de activité antioxydante

1. Le piégeage de radical libre DPPH

s Acide ascorbique

Concentration (mg/ml) 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,2

DPPH% 16,144 | 34,477 | 58,186 | 71,879 | 80,008 | 95,131

< BHA

Concentration (mg/ml) 0,025 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4

DPPH% 19,699 | 36,581 | 58,603 | 71,742 | 90,753 | 95,097

< BHT

Concentration (mg/ml) 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

DPPH% 31,884 | 37,681 | 47,826 | 52,174 | 56,522 | 63,768

« Extrait aqueux

Concentration(mg/ml) 11,42 13,33 16 20 26,66 40 80
DPPH% 8,217 | 13,554 | 20,712 | 28,168 | 38,626 | 52,285 | 66,744
+ Extrait hydro-éthanolique

Concentration (mg/ml) 11,42 13,33 16 20 26,66 40 80
DPPH% 25,941 | 33,048 | 39,414 | 49,846 | 67,985 | 77,341 | 81,421
+* Huile acétone

Concentration (mg/ml) | 71,428 | 83,33 100 125 | 166,66 250 500
DPPH% 26,565 | 43,300 | 49,797 | 55,274 | 65,190 | 84,278 | 91,857
¢ Huile hexane

Concentration(mg/ml) | 71,428 | 83,33 100 125 | 166,66 250 500
DPPH% 17,806 | 35,735 | 46,751 | 60,377 | 69,692 | 85,089 | 87,952

2. Pouvoir réducteur du fer FRAP
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s Acide ascorbique

Concentration (mg/ml) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,6 0,8 1
Absorbance 0,073 0,103 | 0,266 | 0,396 0,6 | 0,783 0,923
< BHA

Concentration (mg/ml) 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Absorbance 0,029 0,089 | 0,255 0,395 | 0,530 0,640

< BHT

Concentration (mg/ml) 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Absorbance 0,083 0,2 0,386 0,533 | 0,626 0,74

« Extrait aqueux

Concentration (mg/ml) 8 8,88 10 11,42 | 13,33 16 20
Absorbance 0,263 | 0,303 | 0,390 0,467 | 0,550 | 0,638 | 0,758
+ Extrait hydro-éthanolique

Concentration (mg/ml) 8 10| 13,33 16 20 | 26,66 40
Absorbance 0,147 | 0,189 | 0,250 | 0,296 | 0,387 | 0,464 | 0,610
+* Huile acétone

Concentration (mg/ml) 50 62,5 83,33 100 125 | 166,66 250
Absorbance 0,199 | 0,239 | 0,332| 0,374 0,430 0,540 | 0,694
+* Huile hexane

Concentration (mg/ml) 50| 55,55 62,5 71,42 | 83,33 100 125
Absorbance 0,240 | 0278 | 0,314 0420| 0518 | 0,624 0,744
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Résumé
Dans le cadre de la recherche des nouveaux antioxydants naturels d’origine végétale, 1’objectif de ce travail est I’étude phytochimique et 1’évaluation de
I’activité antioxydante des extraits de noix du Brésil Bertholletia excelsa.

Les noix du Brésil ont été soumis une extraction sous reflux par deux solvants différents: I’eau distillée et le mélange Eau/éthanol (20/80; v/v) pendant 1h et une
extraction par soxhlet par deux autres solvants (Acétone et Hexane) pendant 3 h 30 min.

Le criblage phytochimique a montré la présence des terpénoides, des tanins et I’absence des flavonoides, des anthraquinones et les composés réducteurs dans les
quatre extraits. Il a révélé aussi des quantités forte en alcaloides dans les deux huiles.

Les résultats des dosages de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins condensés, indiquent que I’huile d’acétone est particuliérement riche en ces composés
(69,95 + 3,83 mg EAG/gE; 59,13 2,21 mg EQC/gE; 211,01 + 1,40 mg EQC/gE, respectivement). En revanche, 1'extrait brut aqueux présente une faible teneur en
polyphénols totaux et en tanins condensés par rapport aux quatre extraits (19,36 + 1,02 mg EAG/gE; 9,89 + 1,64 mg EQC/gE, respectivement).

L'évaluation de l'activité antioxydante a été réalisée en utilisant la méthode de piégeage du radical DPPH, et les résultats ont montré une activité antioxydante
moyenne dans l'extrait hydro-éthanolique avec une ICso= 21,052 mg/mL. Le pouvoir réducteur du fer le plus élevé est présenté par 1’extrait brut aqueux avec une ECso
=12,95 mg/mL.

Les résultats obtenus dans ce travail révélent la richesse de noix de Bertholletia excelsa en composés Phénoliques, de flavonoides et de tanins, ce qui leur confére
une activité antioxydante.

Mots clés: Bertholletia excelsa, huiles, extraits bruts, composés phénoliques, activité antioxydante.

Abstract
As part of the search for new antioxidants natural of plant origin,the objective of this work is the phytochemical study and evaluation of the antioxidant activity
of Bertholletia excelsa Brazil nut extracts.
Brazil nuts have been submitted a extraction under reflux by two different solvents: distilled water and the water/ethanol mixture (20/80; v/v) for 1 hour and
extraction by Soxhlet by two other solvents (Acetone and Hexane) for 3 h 30 min.
Screening phytochemicale was demonstrated the presence of terpenoids, tannins and the absence of flavonoids, anthraquinones and reducing compounds in the
four extracts. It also revealed high amounts of alkaloids in both oils.
The results of the determinations of total polyphenols, flavonoids and condensed tannins indicate that acetone oil is particularly rich in these compounds (69,95 +
3,83 mg EAG/gE; 59,13 + 2,21 mg EQC/gE; 211,01 + 1,40 mg EQC/gE, respectively). On the other hand, the aqueous crude extract has a low content of total
polyphenols and condensed tannins compared to the four extracts (19,36 + 1,02 mg EAG/gE; 9,89 + 1,64 mg EQC/gE, respectively).
Evaluation of antioxidant activity was carried out using the DPPH radical scavenging method, and the results showed antioxidant activity in the hydro-ethanolic
extract with an ICso= 21,052 mg/mL. The highest iron reducing power is exhibited by the aqueous crude extract with ECso= 12,95 mg/mL.
The results obtained in this work revral the richness of Bertholletia excelsa nuts in phenolic compounds, flavonoides and tannins, which gives them antioxydant
activity.

Keywords: Bertholletia excelsa, oils, raw extracts, phenolic compounds, antioxidant activity.
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