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INTRODUCTION



INTRODUCTION

Le métabolisme cellulaire produit a 1'état physiologique une variété des espéces
radicalaires dérivées de I'oxygeéne (RLO) ou d’azote (RLN) tels que 1’anion superoxyde (02~
), le radical hydroxyle (OH’) monoxyde d’azote (NO’) et non radicalaire comme peroxyde
d’hydrogene (H,0O,). Dans certaines conditions pathologiques, ces especes réactivessont
produits de fagcon excessive provoquant le stress oxydant qui, directement ou indirectement,
entraine des dommages oxydatifs des molécules biologiques (les protéines, les lipides, les
glucides et I’ADN) induisant, par conséquent I'émergence de différentes pathologies telles que
les maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, le cancer, le diabéte, le vieillissement
(Favier, 2003 ; Afonso et al., 2007).

Afin de minimiser ces dommages oxydatifs et neutraliser les radicaux libres, plusieurs
stratégies antioxydants ont été mises en évidence, pour renforcer lesystéme antioxydant. C’est
pour cela plusieurs chercheurs se sont intéressés a 1’étudedes molécules bioactives des plantes
considérées comme des substances antioxydantes naturelles tels que les composés
phénoliques, alcaloides, les huiles essentielle. Ces derniers se sont avérés de puissants
antioxydants par leur effet de piégeage des radicaux libres, chélation des métaux et inhibition
des enzymes génératrices des radicaux libres.

Ces avantages offerts par ces composés, ne cessent d’attirer I’intérét de plusieurs
projets de recherche pour découvrir encore d’autres principes, trés peux étudiées (Goussard,
1999 ; Sylvie et al., 2014).

En Algérie, il existe une diversité d’espéces de plantes aromatiques et médicinales,
trés utilisées en médecine traditionnelle depuis I’antiquité pour traiter plusieurs pathologies.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés dans notre travail a étudier I’activité
antioxydante des extraits bruts des deux plantes locale hautement utilisées dans le traitement
des maladies qui sont Pistacia lentiscus (amadagh) et Clematis flammula (azenzu). En
¢valuant leurs teneurs en composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides, anthocyanes et
tannins...etc) par des dosages colorimétriques puis la mesure de leur pouvoir réducteur
(FRAP), I’effet scavenger contre les radicaux libres (DPPH et H,O;) et activité chélatrice du
fer, pour terminer par d’une caractérisation qualitative des composés bioactives présents dans

cesextraits a I’aide de la chromatographie sur couche mince (CCM).
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I.1 STRESS OXYDANT

Le stress oxydant est un déséquilibre entre le systéme pro-oxydant et le systéme
antioxydant, en faveur des pro-oxydants (Gardes-Albert et al., 2003). Ce déséquilibre est dQ
soit a une surproduction des espéces réactives, soit a une diminution de la capacité de défense
antioxydante (Favier, 2003).

Le stress oxydant induit plusieurs dommages tissulaires : des lésions directes de
différentes molécules (oxydation d’ADN, de protéines, de lipides et glucides). C’est un
facteur déclenchant ou associé¢ a des complications de 1'évolution de plusieurs maladies : le
vieillissement, le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes, les cancers et les maladies

cardiovasculaires (Favier, 2003 ; Favier, 2006).
1.2 LES RADICAUX LIBRES

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atome, molécule) qui présentent un ou
plusieurs électrons non appariés sur leur couche externe (Geiser, 2010). Ce sont des
molécules trés réactives, synthétisés dans les conditions physiologiques normales d’une
maniére continue et en faible quantité (Favier, 2003).

Les radicaux libres regroupent : les especes réactives de 1’oxygene (radical super
oxyde O,"), les especes réactives de 1’azote (monoxyde d’azote NO’) qui sont devisés en

especes radicalaires et espéces non radicalaires (Tableau I) (Halliwal et al., 2004).
Tableau I : Les différentes especes réactives (Halliwal et al., 2004).

Espéces radicalaires

Radical superoxyde (027)
Radical hydroxyl (OH)
Monoxyde d’azote (NO)

Espéces non radicalaires

Peroxyde d’hydrogéne (H20,)
Peroxynitrite (OONO)
Oxygene singulier ('0y)
Acide hypochlorique (HOC))
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o Radical superoxyde (0,7): Il est moins stable et plus réactif que I’oxygéne. Il est

produit principalement par la chaine de transfert d’électron mitochondrial, Lors de la

phagocytose grace a la NADPH oxydase (Figure 01) (Gutowski et Kowalczyk, 2013).

NADPH + 20, NP OWGSNADP +2 0,"+ H'
Mais aussi lors de I’oxydation de la xanthine en acide urique :

Xanthine + 2 O,+H,0 "™ ™5 Acide urique +2 0, + 2 H'

e Peroxyde d’hydrogéne (H,0,) : Ilest de nature non ionique ce qui lui permet de
traverser la membrane cellulaire. Il est formé lors de la réaction de dismutation de
super-oxyde par le superoxyde dismutase (SOD)(Figure 01) (Gutowskiet
Kowalczyk, 2013).

20,7 +2 H' &’02 +H,0,
e Radical hydroxyle (OH') : Radical hautement réactive (plus dangereux), formé dans

des systemes biologiques appropriés par différentes réactions (Figure 01) (Gutowskiet

Kowalczyk, 2013).

1)- réaction de Fenton : Fe’" + H,0, — »Fe*' + OH + OH’
2)- réaction d’Haber et Weiss :  O,” + H,0," ">, 0, +OH" + OH’

e Monoxyde d’azote (NO) : Il est généré dans les systémes biologiques par 1’oxyde

nitrique synthase (NOS) qui transforme L-Arginine en citruline (Figure 01) (Valko et
al., 2007)

0, + L-Arg + NADPH &9, NO' + Citruline + H,O + NADP"

e Peroxynitrite (OONO’): Pendant [D'inflammation, les cellules de systeme
immunitaire produit le superoxyde et le nitrite oxyde qui peuvent réagir entre eux pour
former le peroxynitrite. Il est trés toxique, provoque des 1ésions tissulaires trés graves

en plus de I’oxydation des lipides (Figure 01) (Valko et al., 2007).

NO' + O;"——00NO"
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e Oxygene singulier ('O,) : Il peut étre produit par plusieurs réactions biochimique

d’oxydation : peroxydase, lipooxygénase et par la réaction entre divers radicaux libres

(Figure 01).
O, +M™ 0o, +M™
H,0,+ OONO™ 5 0,+NO*+ H,0
H,0,+ CIO”T —3'0,+ CI' +H,0 (Sorg, 2004).
Lumidre LTV nxydases
Orrvpéne singulef ygéne Bipareids Peroxyvde d'bvdrogénes
Arginine.

e
MNADPH ox
miitochondrie

Meonoxyde d'azore Arfon superoxyvde

Cycles redox l dismutases miyéloperoxidase

o805 |- [o

PETOXVIRrile Rodical vdroxcyle
MNitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidigue I"ADN

de Kinases
Figure01: Origine des différents radicaux libres (Favier, 2003).
1.3 LES ANTIOXYDANTS

L’oxydation est une réaction qui transfeére des électrons d’une substance vers un agent
oxydant qui peut produire des radicaux libres (Pincemail et al., 2002). Divers phénomenes
contribuent a minimiser 1’impact de ces radicaux libres sur la cellule par I’intermédiaire des

antioxydants (Goussard, 1999).
1.3.1 DEFINITION

Les antioxydants sont des substances capables de réduire les dommages causés par les
radicaux libres dans 1’organisme. Ils sont définit « comme toute substance qui en faible
concentration par rapport au substance susceptible d’étre oxydé prévient ou ralentit

I’oxydation de ce substrat » (Pastre et Priymenko, 2007).




CHAPIIRE I ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.3.2 CLASSIFICATION
1.3.2.1 LES ANTIOXYDANTS ENZYMATIQUES

L’organisme vivant posseéde des systémes antiradicalaires naturels. Les principaux
mécanismes de défenses sont constitués par des enzymes (les superoxydes dismutases, les
glutathion-peroxydases et les catalases) (Tableau II) qui ont chacune leur lieu et leur mode
d’action. Ces enzymes assurent la réparation des éventuels dommages oxydatifs au niveau des
protéines ou de I’ADN. S’y ajoutent quelques oligo — éléments (sélénium, cuivre et zinc) qui
sont les cofacteurs de divers enzymes a activité antioxydante, elles sont considérées comme
étant la premicre ligne de défense (Favier, 2003 ; Defraigne et Pincemail, 2007).

Tableau II : Les antioxydants enzymatiques.

Enzyme Réaction Commentaire Référence
Superoxyde | 20, +2H ﬂ_,Hzoz + 0, Chez  I’hommeil existe 3 | (Haleng et al.,
dismutase isoformes de la SOD : 2007).

(SOD) -SOD cytosolique (Cu, Zn)

-SOD mitochondriale (Mg)
-SOD extracellulaire (Cu, Zn)

Catalase 2H202CM20+02 Elle est composée de quatre (4) | (Nicholls,
sous-unités dont chacune porte | 2012).

une molécule d’héme et une
molécule de NADPH qui
augmente l’efficacité de catalase
et la protége contre I’inactivation.

Glutathion | H,O, + H,0, 2 H,0+ 0, Un tétramére dont chaque unité | Goudable et
péroxydase | H,O, + 2GSH —» 2 H,O + | contient un atome de sélénium | Favier, 1997).
GSSG incorporé dans une molécule de
séléno-cystéine elle se trouve dans
le cytoplasme et dans les
mitochondries.

1.3.2.2 LES ANTIOXYDANTS NON ENZYMATIQUES

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes et consomment beaucoup
d'énergie pour controler la concentration d'especes réactives de I'oxygéne comme dans le cas
des antioxydants non enzymatiques qui peuvent &tre synthétisés a partir des extraits des
plantes ou d’animaux utilisées tels quelles ou aprés modification chimique (vitamine E,
vitamine C, B caroténes, les oligoéléments, les phénols et les médicaments) ou étre synthétisés
par I'organisme comme des réducteurs endogenes (glutathion) agissent en piégeant les
radicaux et en captant 1’¢lectron célibataire, les transformant en molécules ou ions

stables(Goudable et Favier,1997 ; Favier, 2003).
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1. LES COMPOSES PHENOLIQUES
% DEFINITION

Les composés phénoliques ou polyphénoles sont des métabolites secondaires présents
dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits,
graines et bois), caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements
hydroxyles libres ou engagés avec un glucide (Boizot et Charpentier, 2006).

Cette structure leur permet d’étre des donneurs d’hydrogénes ainsi se sont des
antioxydants puissants. D’autre part, ce sont des chélateurs de métaux qui empéchent la
formation de radical OH par la réaction de fenton. Ces composés suscitent beaucoup 1’intérét
des chercheurs car étant des antioxydants, ils protégent les constituants cellulaires contre les
dommages oxydatifs et limiter le risque de diverses maladies liées au stress oxydant (Scalbert
et al., 2002).

s CLASSIFICATION
1.1 LES ACIDES PHENOLIQUES

Un acide phénolique ou acide-phénol est un composé organique possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton, 1999).

La pratique courante en phytochimie consiste a réserver ce terme aux dérivés de I’acide
benzoique et de I’acide cinnamique. Ils dérivent par hydroxylation de I’acide benzoique, ces
hydroxyles phénoliques OH peuvent ensuite &étre méthylés (ex : acide gallique, acide
salicylique). Les dérivés de I’acide cinnamique appartiennent a la famille des phényl-
propanoides. Les hydroxyles (OH) de ces dérivés peuvent aussi étre méthylés tels que
(coumarine, acide caféique, acide chlorogénique, acide férulique) (Budic-Leto et Lovric,

2002).

1.2 LES FLAVONOIDES
Les flavonoides sont définis comme étant des pigments végétaux quasiment présents
dans la plupart des végétaux, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des

feuilles (Ghedira, 2005).

Leur structure de base est le noyau flavane qui est composé de 15 atomes de carbone
arrangés dans trois noyaux, a savoir A, B, et C (Pietta, 2000) (Figure 02). Les flavonoides se

devisent en six sous-catégories (Tableau III)
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Tableau III : Les classes des flavonoides (Charles et Benbrook, 2005).

Classe Exemples

* les flavonols Quercétine, kaempférol, myricétine.

* les flavones Lutéoline, apigénine.

* les isoflavones Irigénine, rétusine.

* les flavanols Catéchine,gallocatéchine, épicatéchine, épigallocatéchine,
épicatéchine 3-gallate, épigallocatéchine 3-tallate, théaflavine.

* les flavanones hespérétine, naringénine.

* les anthocyanidines cyanidine, delphinidine, malvidine.

Figure 02 : Structure de base des flavonoides avec la numérotation classique (Pietta, 2000).

1.3 LES TANNINS

Les tannins sont des composés phénoliques ayant des poids moléculaires compris
entre 500 et 3000 Da (Hassanpour ef al., 2011). Deux groupes de tannins se différent aussi
bien par leur structure que par leur origine biosynthétique : tannins hydrolysables et tannins
condensés (Ribéreau- Gayon, 1968).

La structure chimique des tannins présente de nombreux groupements hydroxyles et
phénoliques qui leur conférent la propriété de former des complexes avec de nombreuses
macromolécules telles que des protéines et des hydrates de carbones, ou encore avec des ions
métallique (Laura Bravo, 1998).

1. 3.1 LES TANNINS HYDROLYSABLES : Les tannins hydrolysables ou appelés
tannins pyrogalliques (Figure 03), sont des polyesters de glucides et d’acide-phénols. Ils sont
facilement scindés par les acides ou les enzymes en ose et en un acide-phénol. Selon la nature
de ces tannins, on distingue : les tannins galliques dans le cas de ’acide gallique et les tannins

ellagiques dans le cas de 1’acide ellagique) (Hassanpour et al., 2011).
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2

HO / OH

H.CO _O
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Figure 03 : Structure chimique d’un tannin hydrolysable (Laura Bravo, 1998).
1.3.2 LES TANNINS CODENSES : Les tannins condensés (ou proanthocyanidines)

HO OH
OH

(Figure 04) sont le type le plus commun de tannins présents dans les légumineuses
fourrageres, les arbres et les tiges. Ils ont une variété de structures chimiques affectant leurs
propriétés physiques et biologiques. Ils sont constitués d'unités de flavanoides (3-flavanes-ol)
reliés entre eux par des liaisons carbone-carbone. Il existe de nombreuses hydroxylations

possibles en différents endroits de chaque monomere (Hassanpour et al., 2011).

OH

MonomBre terminal

Figure04: Structure chimique d’un tannin condensé (Li, 2004).
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I. 4 RELATION STRUCTURE CHIMIQUE ET ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES
COMPOSES PHENOLIQUES

L’activité antioxydante des composés phénoliques et leurs métabolites dépond de la
disposition des groupes fonctionnelles sur la structure nucléaire, plusieurs recherches ont
générés le role de la structure spécifique de ces composants comme requis pour piéger les

radicaux, chélate les ions et augmente 1’activité antioxydante (Heim et al., 2002).

1. LES GROUPES HYDROXYLES (OH)
La configuration et le nombre total de groupes hydroxyles influencent sensiblement
sur plusieurs mécanismes d'activité antioxydante. La capacité de piégeage des radicaux libres
est principalement attribuée aux réactivités élevées des substituants hydroxyles qui participent

a la réaction suivante (Heim et al., 2002) :
F-OH+R —» 3F-O'+RH

La configuration des groupes hydroxyles de noyau B est le déterminant le plus
significative de ’activité scavenging des ROS et RNS, ces groupes donnent I’hydrogene et un
¢lectron a des radicaux hydroxyles, peroxyles et les radicaux péroxynitrites, les stabiliser et
donnant lieu a un radical flavonoide relativement stable. L’activité scavenging de peroxyle et
I’hydroxyle augmente linéairement et de maniere curvilinaire, respectivement, selon le

nombre totale de groupement OH (Van Acker et al., 1996; Heim et al., 2002).

Le blocage du groupe 3-hydroxyle dans le noyau C de la quercetine autant que
glucoside (tout en conservant I’extrémité 3°, 4’ structure dihydroxy dans le noyau B) comme
de la rutine ou quercitine-rutinoside, ou 1’¢limination du groupe 3-OH dans le noyau C

comme la lutéoline diminue ’activité antioxydant (Van Acke et al., 1996).

La structure des flavonoides leurs permettent de piéger les radicaux libres par la

fixation de deux atomes d’hydrogene fournit par deux fonction thiols (Lahouel ez al., 2004).

La structure 3’-4’ catéchol dans le noyau B augmente fortement l'inhibition de la

peroxydation lipidique (Heim et al., 2002).

Il est a noter que I’absence de groupement hydroxyle en position C5 n’a pas
d’influence sur ’activité antioxydante, aussi l'insaturation dans le noyau C et le groupe

hydroxyle libre en C-7 augmente significativement cette activit¢ (Montoro et al., 2005).
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2. L’O-METHYLATION

Les différences dans l'activit¢ antioxydante entre les poly-hydroxyles et les
flavonoides poly-méthoxylés sont les plus susceptibles en raison des différences dans les deux
hydrophobies et la planéité moléculaire. La quercétine est un piégeur de radical peroxyle
puissant, suivie par des dérivés O-méthylé et O-glycosylées. La suppression de l'activité
antioxydante par O-méthylation peut refléter des effets stériques qui perturbent la planéité.
Bien que le rapport des groupes méthoxy aux substituants hydroxy ne fait pas nécessairement
de prédire la capacité de balayage d'un flavonoide, le noyau B est particuliérement sensible a

la position d’un groupe méthoxyl (Heim et al., 2002).
3. LA DOUBLE LIAISON ENTRE C2 ET C3 ET LA FONCTION 4-0XO

L’une des différences de structure entre les flavonoides est la présence ou 1’absence de

la double liaison entre C2 et C3 et la fonction 4-oxo (Heim et al., 2002).
Plusieurs études ont cherchées a déterminer 1'importance de 2-3 doubles liaisons et le groupe
4- carbonyl. Parmi ces études, des expériences de catéchines et anthocyanidines suggerent que
ceux-ci peuvent étre dispensables pour autant que d'autres critéres structurels (Heim et al.,
2002).

Dans une étude systématique de 33 flavonoides, les chercheurs ont identifié que les
flavonoides avec une double liaison 2-3 en conjugaison avec un groupe 4-carbonyl présentent
des valeurs inférieures d’1Cso (Heim et al., 2002).

La majorité des recherches soutient que les flavonoides manquant un ou les deux
caractéristiques sont des antioxydants moins puissants que ceux avec les deux éléments. Il est
rapporté qu’une partie du catéchol dont il existe une combinaison entre la double liaison C2-
C3 et la fonction 4-oxo semble une structure essentielle pour une grande activité antioxydante
(Heim et al., 2002).

4. LA GLYCOSYLATION

Les flavonoides aglycones ont un grand potentiel antioxydant comparé a leurs
correspondants glycosylés (Van Acker et al.,, 1996), en effet, la comparaison entre la
quercétine et les composés de quercétine glycosylés comme dans le cas de quercétine 3-
méthoxy-7-0O-B-D-glucoside montre que la glycosylation au niveau du groupe hydroxyle en

position C7 réduit ’activité antioxydante (Montoro et al., 2005).
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5. LE DEGRE DE POLYMERISATION

Le degré de polymérisation augmente l'efficacité de procyanidines contre une variété
d'especes radicalaires. Les tétrameres présentent la plus grande activité contre les

peroxynitrites et les superoxides, tandis que les pentameéres et les hexameres présentent de
plus grandes propriétés de piégeage superoxyde que les trimeres et les tétrameres (Heim et

al., 2002).

Rs R3

Ry
Quercétine OH OH OH OH
H
OH

Galangine H OH OH
Kempférol H OH OH
Fisétine OH OH H OH
FLAVONOLS Rutine OH OH OH  O-sucre
Troxérutine : R'3 = R'y= Ry = O-(CHj)>-OH
Ry= O-sucre

Figure 05 : Structure chimique des flavonoles (Turnaire et al., 1994).

L’utilisation des plantes médicinales pour promouvoir la guérison est une pratique
ancienne revient a ’antiquité et jusqu’a ce jour, elle constitue un moyen important pour le
maintien de la santé malgré 1’énorme évolution en médecine et en pharmacologie (Conway,

2010 ; Saeed et al., 2012).

Les chercheures ont un intérét accru aux plantes médicinales et aux choses plus
naturelles de fait de la limite thérapeutique, les effets indésirables des médicaments
conventionnels, ainsi la phytothérapie offre 1’avantage de sécurité relative, I’absence d’effet

indésirable et le colit qui est généralement plus faible que les médicaments conventionnels.

Le fait que les plantes sont utiles contre plusieurs maladies est le résultat de leur
richesse en composés actifs, les recherches ont pour but de mieux identifier ces composés et
une meilleure utilisation de ces plantes (Capasso et al., 2012). Comme exemple de plante

médicinale on a : Pistacia lentiscus et Clematis flammula.
I.5 PISTACIA LENTISCUS
I.5.1 DESCRIPTION BOTANIQUE

Pistacia lentiscus (Pistachier lentisque) appartient a la famille des Anacardiaceas qui
sont des plantes grimpantes a canaux résiniféres et a feuilles alternés dont les fleurs sont
actinomorphes, heterochlamydées, hétérosexuée et /ou unisexuée, généralement hypogynes,

displostémone ou haplostémone. Cette famille se caractérise aussi par un fruit qu’est
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généralement une drupe souvent a mésocarpe résineux et des graines exalbuminée ou presque,

a embryon courbe (Min Tialu et al., 1980).

Le genre Pistacia regroupe nefs espéces appartenant a I’ordre des Sapindales d’origine

asiatique ou méditerranéenne, ce sont des arbustes dioiques (fleure male et femelle poussant

sur des arbustes différentes), a feuilles caduques, alternés ou persistantes. Trois especes qui

sont trés connues : Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia lentiscus (Al-Saghir, 2012).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressées a 1’étude du Pistacia lentiscus qui

présente les caractéristiques suivantes :

v
v

Ecorce : rougeatre sur les jeunes branches et vire ou gris avec le temps
Branches : tortueuses, composées, forment une masse serrée

Feuilles : possédant un nombre pair de folioles (4 a 10) d’un vert sombre,
elliptique, obtuses, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont le pétiole est
bordé d’une aile verte (More et White, 2005)

Fleurs : unisexuées d’environ 3 mm de large se présentent sous forme de grappe
et trés aromatiques, les fleurs femelles ont un ovaire trilatéral et uniloculaire et
les fleurs males ont 8-10 étamines (Verdu et Garcia-Fayos, 1998)

Fruits : est une baie globuleuse de 2 a 3 mm, monosperme, remplie par nucléole
de la méme forme, leurs couleur est fortement liée a la viabilité des graines : le
fruit de couleur noir contient couramment des graines viables, alors que le blanc
ou le rouge contient des graines non viables (Verdu et Garcia-Fayos, 1998)
Mastic : I’incision du son tronc fait €écouler un suc résineux nommeé « mastic »
qui estglobulaire, piriforme ou larmes allongées, de couleur jaune pale, clair et
vitreux a I'état frais, il a une odeur aromatique et golt agréable (Ansari ef al.,

2012).

P.lentiscus ou Pistachier lentisque est appelé D’ru« s_»=» en arabe (Abdeldjelil ez al.,

2014) et « amadagh » en kabyle (1). Comme cité précédemment, elle appartient a la famille

d’Anacardiaceae et a I’ordre des sapandales, sa systématique détaillé est citée dans ce tableau

selon Ansari et al., (2012).

2
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Tableau IV : classification de Pistacia lentiscus

Régne Plante

Ordre SAPINDALES
Famille ANACARDIACEAE
Genre Pistacia

Espéce Pistacia lentiscus
Nom binomial Pistacia lentiscus L.

Figure 06 : Photographie de I’arbuste et des feuilles de Pistacia lentiscus (1)

1.5.2 REPARTITION GEOGRAPHIQUE

Pistacia lentiscus se trouve couramment en sites arides Asie et région
méditerranéenne de I’Europe et d'Afrique, le Maroc et la péninsule ibérique a 1'ouest par le
sud de la France, la Turquie, I'Irak, I'Iran et I'Inde aussi dans les iles Canaries. Il pousse a I'état
sauvage dans la garrigue et sur les sols en friche (Ansari et al., 2012).

En Algérie il est généralement dispersés sur toute la zone littorale, sur tout type de sol des
zones subhumide et semi-aride, plus précisément dans le bassin du Soummam (Boukeloua et
al., 2012).

I.5.3 UTILISATION TRADITIONNELLE ET ETUDES REALISEES SUR
PISTACIALENTISCUS

Les utilisations médicinales de P. Lentiscus sont diverses ou la décoctions de ses
parties aériennes et / ou de résine sont utilisés dans le traitement de la toux, I’eczéma, la
jaunisse, les infections de gorge, 1’asthme, douleurs d’estomac et les calculs rénales
(Ljubuncic ef al., 2005). Cette plante a montré plusieurs activités biologiques a savoir : anti-

athérogénique, antimicrobienne, antioxydant, anti-inflammatoire et anticancéreuse (Ansari et

al., 2012).
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L’extrait obtenu a partir de son mastic est utilis€ principalement comme anti-
inflammatoire, antiseptique (Barra et al, 2007). L’huile essentiel extraite a partir de
ce mastic a un effet antimicrobien et antifongique. Il a été également démontré que
I’extrait éthanolique du mastic a exhibé une inhibition significative de la prolifération
des cellules du cancer de colon humain (HCTM16), de plus de nombreux produits
cosmétiques dont le mastic est le principal constituant sont également commercialisés
(crémes hydratantes, shampooing, savon) (Ansari et al., 2012 ; Abdeldjelil ez al.,
2014)..

La partie aérienne de P. lentiscus est utilisée dans le traitement de I’hypertension grace
a ses propriétés diurétiques, des maux de gorge, eczéma, calculs rénaux et la jaunisse

(Benhammou et al., 2008).

Plusieurs travaux de recherches ont démontré que les extraits brutes obtenus a partir
des feuilles de P.lentiscus sont doués d’une activité antimicrobienne, antifungique, des
propriétés emmeénagogues, astringentes, diurétiques, analgésiques et antipyrétiques
(Lahsissene et al., 2009; Ansari et al., 2012). Quelques herboristes qui
commercialisent les feuilles de P. lentiscus recommandent leur utilisation comme une
infusion de secours, de maux de la gorge, douleurs a l'estomac, les feuilles sont
¢galement considérés comme ayant des propriétés hypoglycémiques et hypotenseurs
(Abdeldjelil et al., 2014).

Les pharmaciens reconnait deux utilisations thérapeutiques majeurs de I’huile fixe de
P. lentiscus : le premier est son utilisation comme une application topique pour traiter
les affections cutanées telles que des briilures, des blessures et de I'eczéma; l'autre est
principalement utilisée comme un médicament administré par voie orale pour soigner
les problémes respiratoires tels que: maux de la gorge, la bronchite, I'asthme et des
allergies respiratoires. D'autres indications moins étendues de cette huile comprennent
son utilisation dans le traitement de l'arthralgie, les hémorroides, la jaunisse et les
troubles gastro-intestinaux (Abdeldjelil ez al., 2014).

Récemment, sa propriété antioxydante a été démontrée dans plusieurs études
(Ljubuncic et al., 2005 ; Barra et al., 2007 ; Ansari et al., 2012 ; Abdeldjelil et al.,
2014).

Les feuilles et I’écorce, sont employées, en décoction ou en poudre, dans le traitement

des maux des intestins, de la diarrhée (Lahsissene et al., 2009 ).
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e [’extrait aqueux de ces feuilles a exhibé un grand potentiel antioxydant en piégeant le
radical H,Oet en inhibant la peroxydation lipidique (Atmani et al., 2009; Remila et
al., 2015), il a également présenté un effet hépatoprotecteur remarquable (Ansari et
al., 2012) et une activité antimicrobienne contre candida albicans, staphylococus
aureus, salmonella typhi (Benhammou et al., 2008).

e [’extrait de fruits a montré de puissants effets, cytoprotecteur a fortes concentrations,
inhibiteur de la prolifération des cellules du cancer de la peau BI16F10, anti-
inflammatoire en diminuant le taux des interleukines (IL) pro-inflammatoires telles
que IL-1B (Remila ez al., 2015).

e [’huile essentielle de P. lentiscus est indiquée dans le traitement d’un certain nombre
de maladies telles que les infections bactériennes et fongiques, les douleurs dorsales et
les brulures. De plus, elle a présenté de puissants effets anti-radicalaires grace a sa
richesse en monoterpéne hydrocarboné (Barra et al., 2007 ; Gardeli et al., 2008 ;
Djenane et al., 2010 ; Ansari et al., 2012 ; Bammou et al., 2015).

e [’acide gallique obtenu a partir des fruits de P. lentiscus a manifesté une activité
inhibitrice contre la xanthine oxydase, un effet anti-radicalaire (99%) et une protection

contre la peroxydation lipidique (68%) (Ansari et al., 2012).
1.5.4 PHYTOCHEMIE DE PISTACIA LENTISCUS

a) LES HUILES ESSENTIELLES
Le fruit de P. lentiscus contient 0,2% d’huile essentielle de son poids sec et 38.8%
d’huile fixe alors que les protéines représentent 0,5% (Hasan ef al., 2011).Les études menées
sur le mastic ont montré la présence huiles essentielles, triterpenoide. Les études sur ces
feuilles et ces petits rameaux ont révélés la présence des stérols et triterpenes, des
saponosides et des composés réducteurs (oses, holosides et mucilage) (Bammou et al., 2015)
L’huile essentielle de P. lentiscus contient: 15,18% de B-myrcéne, 15,02% de 1,8-
cinéol, 6,41% de terpinen-4-ol, 5,54% de a-pinene, 5,10% de B-pinene (Djenane et al., 2010)
et caractérisé par un grand pourcentage de monoterpéne hydrocarboné, des monoterpenes

oxygenés et des sesquiterpene hydrocarboné (tableau V) (Gardeli ez al., 2008).
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b) COMPOSES PHENOLIQUES
1. TANNINS

Le screening phytochimique des feuilles a mis en évidence la présence des tannins

catéchiques et galliques (Bammou et al., 2015 ; Remila et al., 2015).
2. PHENOLS TOTAUX

Cette plante renferme des acides phénoliques (acide gallique, acide digallique), 5,4
mg /ml d’anthocyanine, des flavonoides dans le mastic (Longo et al., 2007), des flavonoides

(anthocyanes, flavones et leucoanthocyanes) dans les feuilles (Bammou et al., 2015)

L’extrait éthanolique de feuilles et de fruits renferme des teneurs notables en phénols
totaux et en flavonoides (Atmani ef al., 2009 ; Remila et al., 2015). Le tableau résumé la
composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes P. lentiscus au stade de

pleine floraison.

Tableau V : Composition chimique de I’huile essentielle des parties aériennes

P.lentiscus au stade de pleine floraison (Barra et al., 2007).

identfication harvesting area

cmpd Kie LRIp methods® TD&¢ ORR? VLP? ORS¢ ALG?
tricyclene® 921 920 M8, RI 0.90 048 020 041 0.36
(-{ujene 924 924 MS, RI, std 0.15 045 021 0.64 045
(-pinene 931 932 MS, RI, std 2040 19.15 1481 21.58 22.59
camphene 97 948 MS, RI, std 360 24 1105 1.85 1.59
sabinene 970 968 MS, RI, std 251 117 367 388 8.13
[-pinene 976 979 MS, RI, std 346 550 262 43 362
fi-myrcene 968 991 MS, RI, std 1829 19.36 1044 140 099
(t-phellandrene 1002 1003 MS, RI, std 0.20 0.62 491 1084 0.06
a-leminene 1015 017 MS, RI, std f 0.30 5.12 559 t
p-cymene 104 1025 M3, RI, std 1479 992 159 217 16.22
limonene 1027 1029 MS, RI, std 303 376 093 1.83 223
f-phellandrene® 1029 1030 MS,RI 288 380 309 53 235
y-lerpinene 1056 1060 M3, RI, std 0487 1.1 6.56 515 0.29
o-leminolene 1083 1080 MS, RI, std 0.13 040 204 240 |
Z2-nonanane® 1091 1090 MS,RI 0.66 1.4 04 051 0.37
linalool 100 1097 MS, RI, std 0.19 { { 019 0.17
o-fencocanphone? 103 108 MS,RI 0.20 0.3 { 012 t
isoamyl isovalerate® 1 1103 M3, Rl t 0.23 { t t
menth-2-en-1-ol-cis-para® 123 122 MS, RI { f 019 018 045
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menth-2-en-1-ol-frans-para®
bomeol

terpinen-4-ol

a-lerpineol

ascaridole®

carvone oxide cis®
ascaridole glicol trans®
bornyl acelate
2-undecanone®
4-hydroxy-crypton®
o-elemene?

o-copaene®

[j-elemene®

methyl eugenol
f-caryophyllene
2-methylbutyl benzoate®
o-humulene
aromdendrene-allo
muurola-4-{14), 5-diene cis®
cadina-1(6) 4-diene frans®
germacrene D°
y-amorfene?

d-cadinena®

calamenene trans®
cubenol

valerianol®

total identified

1141
170
179
1193
1242
1252
1273
1285
1292
1319
1348
1374
1367
1398
1415
1437
1453
1462
1470
1473
1478
1485
1524
1532
1647
1658

1141
1169
nm
1189
1237
1263
1269
1289
1292
1316
1338
1317
1391
1404
1419
1441
1450
1461
1467
1417
1480
1496
1523
1529
1647
1658

MS,RI
MS, R, std
MS, RI, std
MS, R, std
MS,RI
MS,RI
MS,RI
MS, R, std
MS, RI
MS,RI
MS,RI
MS, RI
MS, RI
MS, RI, std
MS, RI, std
MS, RI
MS, R, std
MS, RI, std
MS,RI
MS,RI
MS, RI
MS,RI
MS,RI
MS,RI
MS, RI, std
MS,RI

t
0.06
1447
183
0.21
1.08
0.1
2.24
098
0.28
0.64
t

t

t
130
0.21
046
t

t
0.51
t
0.51
113
0.23

97.88

t
0.14
15.07
324

0.38

0.74
158

0.19
0.19
2.29
0.57
0.39
1.7

041
1.08

98.28

0.11
0.07
19.74
264
t

t

t
0.67
0.78
t
041
041
0.24

174
0.21

029
027
0.63
5.06

27
1.01

174
91.5

t

t
19.84
1.80
t
0.08
t
0.51
1.01
t
0.36
t
0.15
t
1.23
0.12
045
t
0.17
0.29
211

154

96.08

0.29
t
28.29
267
t
1.72
0.21
0.72
043
0.13
t

t

t
0.18
0.89
023
0.46
t

t
0.60
t
0.50
0.81

0.36

98.36

1.6 CLEMATIS FLAMMULA

1.6.1 DESCRIPTION BOTANIQUE

Clematis flammula (clématite flammette) fait partie de la famille des Ranunculaceaes
qui comporte 59 genres incluant 1900 espéces qui sont des herbes vivaces ou annuelles

(Wang et al., 2001).

Figure 07 : Photographie originale de Clematis flammula.
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Cette plante entre dans le genre Clematis qui comporte plus de 250 especes, tous
sont ligneuses grimpeuses dont la grande majorité d’entre eux sont treés robustes et la forme
de leur fleurs varie d'un signe de téte, en forme de cruche, en forme de cloche, ou en forme
d'étoile qui ont généralement une couleur blanche, certaines espéces peuvent avoir des fleurs
rouges ou violettes. Leurs fruits sont des akenes, ces dernieres ont des pointes sous forme de
longue queue couvrée avec des poils blancs (Rindels, 2013).

Clematis flammula est caractérisé par :

e Une tige sarmenteuse, grimpante qui peut atteindre trois a cinq meétre de
longueur gréle, pleine, presque glabre (Isnard, 2003)

e Feuilles bipennées, a 3-7 folioles assez petites, ovales ou lancéolées, enti¢res ou
rarement trilobées, a saveur brilante

e Fleurs blanches, en panicule lache a sépales pubescents en dehors, glabres en
dedans et pas de pétales

e Antheres grandes, égalant le filet

e Réceptacle glabre

e Carpelles trés comprimés

e A aréte brumeuse assez courte (More et White, 2005).

C.flammula ou clématite flammette est appelé en arabe « Sebenqélisw ; Narbeurds
5 » (Chorfi et al., 2005). Et son nom berbére est « Azenzu » (2) Sa systématique est résumée
dans le (tableau VI) (3)

Tableau VI : Classification de Clematis flammula.

MAGNOLIOPHYTA
ANGIOSPERMAE
MAGNOLIOPSIDA
MAGNOLIIDAE
RANUNCULALE
RANUNCULACEAE
Clematis

Clematis flammula
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Figure 08 : Photographie de fleurs et feuilles de Clematis flammula(3)

I. 6. 2 REPARTITION GEOGRAPHIQUE

Le genre Clematis est distribué partout dans les régions froides et tempérés, mais plus
spécialement au-dela des régions tropiques dans I’hémisphere nord (Sheidai, 2009) allant de
la région tropical vers les zones glaciale et de niveau de la mer a la haute altitude (Ae-Ra et
al., 2013)

C. flammula est présente dans le sud de I’Europe et I’Afrique du nord (Kumar et al.,

2008) et elle est largement distribuée dans 1’air méditerranéen (Isnard et al., 2003).

I. 6.3 UTILISATION TRADITIONNELLE ET ETUDES REALISEES SUR CLEMATIS
FLAMMULA
Plusieurs propriétés médicinales ont été décrites, traditionnellement, les différents
especes de Clematis sont utilisées anciennement comme remede dans le traitement des
maladies vénériennes (syphilis) et les maladies chroniques de la peau, également employées
pour soigner la goutte, soulager les douleurs rhumatismales, diminuer I’cedéme et la pression
artérielle (Zeng et al., 2006). Propriétés antalgiques, antibactériennes, anticancéreuses,
antipaludique, anti-inflammatoire, diurétique, antidote dans le cas d’une morsure de serpent,
anti-dysentérique (Zeng et al., 2006 ; Chawla et al., 2012).
Les études réalisées par (Chawla et al., 2012) ont indiqué que :
% Les feuilles de différentes espéces de genre Clematis sont utilisées pour traiter
les maux de téte, toux, trouble intestinale.
« La décoction des feuilles, tige, racines sont utilisés séparément pour soulager le
paludisme, les infections de sinus froid et I’asthme.
% L’infusion des feuilles et 1’écorce de la tige est utilisée dans le traitement de la

schisomiase.
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¢ Les racines de Clematis terniflora et Clematis chinensis sont utilisées comme
analgésique, anti-tumorale et dans le traitement de I’arthrite rhumatoide et
d’autre inflammation comme laryngite (Xu et al., 1996).

« L’activité anti-microbienne de genre Clematis est trés importante dont :
Clematis recta a manifesté un effet fongicide, les feuilles de Clematis hirsuta et
I’extrait brute de Clematis vitalba ont montré une bonne activité antibactérienne.
L’extrait total de Clematis heracleifolia a présenté un effet significatif contre la
protéase recombinée de HIV-1 a une concentration de 100ul /ml (Khan et al.,
2001 ; Buzzini et Pieroni, 2003).

¢ En Algérie, les infusions de feuilles de Clematis flammula sont largement
employées dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide, des bruleurs et des
plaies superficielles, de plus cette espéce agit sur le cancer en inhibant la
prolifération cellulaire (Kumar et al., 2008 ; Atmani et al., 2011).

% Une activité antioxydantetrés prononcée a été rapportée pour les différents

extraits de feuilles de C .flammula (Atmani et al., 2009).

1.6.4 PHYTOCHIMIE DE CLEMATIS FLAMMULA

Les especes du Clematis sont caractérisées par une large gamme de constituants tel que :
triterpénes, flavonoides, lignanes, coumarines, alcaloides, huiles volatiles, stéroides,
triterponoides (Chawla et al., 2012)

Les feuilles de cette plante sont riches en composés phénoliques, flavonoides et tannins
(Atmani et al., 2009 ; Atmani et al., 2011) (Annexel7).

Tableau VII : Les composés majoritaires de genre Clematis (Chawla et al., 2012)

Composés -Ibotanolide B -Calceolarioside B -Clemomandshuricoside A, B et C

phénoliques -D-ribono-y-lactone  -Tricosamol -Acide heptacosanoique

Coumarines -4,7-Dimethoxy-5-methyl coumarine -4,6,7-Trimethoxy-5-methyl coumarine
-7-Hydroxy-4,6-dimethoxy-5-methyl -coumarine -siderine  -scopoletine

Flavonoides -Linarine -Apigenine -Kaempférol -Isokaempferide -kaempférol -
Vitaboside -Kaempférol-3-o-glucoside -Resokaempférol -Hespérétine -
Naringenine -Luteoline -Quercétine  -Isoquercétine -Rutine -Hirsutine -
Hyperine -Quercétine-3-o0-p-D-glucopyranosyl -Quercétine-3,7-o-diglucoside

Alcaloides -Corytuberine -B-Magnoflorine -a-Magnoflorine  -Clemaine -Choline

20
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II. MATERIELS ET METHODES
I1.1 MATERIEL VEGETAL

Notre étude a été réalisée sur des extraits ethanoliques de deux plantes connues pour
leurs effets thérapeutiques dans la médecine traditionnelle, il s’agit de feuilles et de fruits de

Pistacia lentiscus et les feuilles de Clematis flammula.

(A) (B)
Figure 09 : (A) feuilles et fruits de P. lentiscus (Bammou et al., 2015)

(B) photographie originale des feuilles de C. flammula.

IL 1.1 PREPARATION DES EXTRAITS
IL 1. 1. 1 RECOLTE DES DEUX PLANTES

La récolte des deux plantes Clematis flammula et Pistacia lentiscus a été effectuée
dans la région de Sidi Ayad, de la commune de Sidi Aich, wilaya de Bejaia (Figure 10),
durant la fin mai et début Juillet respectivement, pour les feuilles. Fin novembre, début
décembre pour les fruits de P. lentiscus qui est la période de maturation de fruits et elle

s’effectue a lobe.
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7 ( Wilaya de Béjaia ) N\
Mer Meditérranée

Wilaya de Bouira

1/500 000
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Figure 10 : Carte de wilaya de Bejaia
II. 1. 1.2 SECHAGE, BROYAGE ET TAMISAGE

Les différentes parties des plantes Clematis flammula et Pistacia lentiscus, ont été
séchées a ’aire libre et a 1’abri de la lumiére, elles ont été¢ ensuite broyées a 1’aide d’un
broyeur ¢électrique et tamisées jusqu’a 1’obtention d’une poudre fine de diamétre < 63um pour

les feuilles et une pate pour les fruits de Pistacia lentiscus et les deux ont été conservé a -4°C.

II. 1. 1. 3 EXTRACTION

Les broyats obtenus des feuilles des deux plantes étudiées (Clématite, lentisque), ainsi
que celui des fruits de P. lentiscus ont été macérées dans 1’éthanol (96%) sous agitation.
Apres décantation, les surnageant ont été versés dans des cristallisoirs sous la hotte afin de
subir un séchage. Apres I’évaporation totale, la pesée de I’extrait a été prise apres stabilisation
du poids sec. Le pourcentage d’extraction de chaque étape est calculé selon la formule

suivante
Taux d’extraction (%)= [(P1)-(PO)/E]*100

P1 : Poids d’extrait apres évaporation (g).
PO : Poids vide du cristallisoir ou boite de pétri (g).

E : Poids de la poudre ou de I’extrait sec de la phase précédente (g).
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II. 2 REACTIFS ET PRODUITS CHIMIQUES

Les différents produits utilisés sont
Solvants organiques : méthanol, acide acétique (CH3;COOH), acétate d’éthyle (C4H3O»),

Acide/base :acide chlorhydrique (HCL), hydroxyde de sodium (NaOH), acide formique
(CH,0,), acide sulfurique (H,SO,), EDTA : Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (CioH;sN,Os),
Hydrogénophosphate de potassium (K,HPO,4), Monopotassium phosphate (KH,PO,), acide
ascorbique (C¢HgOg), acide férulique (CioH004), acide coumarique (CyHgOs), acide caféique

(CyHg04),Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique)
Composés phénoliques : acide tannique, rutine, quercétine, catéchine, acide gallique

Réactifs : réactif de Folin-Ciocaleu, vanilline, ferrozine, TPTZ (2, 4, 6- Tripyridyl-s-
Triazine)(C18H12N6), H202.

Sels : carbonate de sodium (Na,COs), chlorure de fer (FeCl;) et (FeCl,), trichlorure
d’aluminium (AICls), acétate de sodium (C,H3NaQ,), chlorure de sodium (NaCl).

Autre produits :

Eau distillée, BSA (Bovine SerumAlbumin), SDS (Sodium Dodécyl Sulfate),
TEA(tri¢thanolamine), pyrocatéchol (C¢Hs0O»), silice, DPPH (2, 2- diphenyl 1-picrylhyorazyl)
(C1sH12N50¢).

IL. 3 MATERIELS UTILISES

‘ Nom d’appareil Marque
Spectrophotométre a UV Shimadzu
Vortex VELP Scientifica
Balance Sartorius, RADWAG
Etuve Ecocell (MMM group)
pH métre HANNA instruments
Agitateur VELP Scientifica
Ultra soniccleaner (sonicateur) Raypa
Bain marré Memmert
Centrifugeuse Sigma
Lampe UV VILBER LOURMAT
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I1. 4 METHODES DE DOSAGE
I1. 4. 1 DOSAGES DES FLAVONOIDES

L’¢évaluation des teneurs en flavonoides présent dans les différents extraits a réalisé
selon la méthode de chlorure d’aluminium(AICls) en suivant le protocole de Mimica-Dukic.

(1992).

Ces composés forment des complexes chromogenes avec le chlorure d’aluminium, qui
donnent a la solution une coloration jaunatre dont I’absorbance est fixée a une longueur

d’onde de 430nm.
v' MODE OPERATOIRE

Pour le mode opératoire, 2ml de la solution d’extrait ont été additionné a un 1ml de
solution de chlorure d’aluminium et aprés agitation, le mélange a ét¢ incubé pendant 10min a

température ambiante puis I’absorbance a ét¢ mesurée a 430nm.

Pour déterminer la teneur des différents extraits en flavonoides, une courbe
d’étalonnage a été réalisée en utilisant la quercetine comme référence (Annexe 01), les
concentrations ont été exprimées en milligramme équivalent quercetine par gramme d’extrait

sec.
II. 4. 2 DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX

Le protocole appliqué pour déterminer la quantité des phénols totaux contenus dans les

extraits des deux plantes est celui de (Djerridane et al., 2006)

La réaction est basée sur la réduction de I’acide phosphomolybdéne-phosphotungsténe
du réactif de Folin-Cieucalteu de couleur jaune par les phénols vers un complexe de couleur
bleue dont I’intensité refléte la teneur en phénols totaux dans chaque extrait (Djerridane et

al., 2006).
v" MODE OPERATOIRE

Un volume de 1ml de réactif de Folin-Ciocalteu a été mélangé avec 200ul de solution
d’extrait. Aprés une incubation pendant 1 min a température ambiante, 0.8 ml de carbonate de
sodium (20%) ont été¢ ajoutés et le mélange réactionnel a été¢ incubé a nouveau a une

température ambiante et a I’obscurité pendant 2 heures. L’absorbance a ét¢ mesurée a 760nm.
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La concentration en phénols totaux est exprimée en mg équivalent catéchine par g

d’extrait sec, calculée en utilisant I’équation de la droite d’étalonnage (Annexe 02).

II. 4. 3 DOSAGE DES TANNINS

Le dosage des tannins a été réalisé selon le protocole de Hagerman et Bulter (1978)
avec quelques modifications, en se basant sur leur précipitation par une protéine standard la
BSA, par la suite le complexe tanins-BSA formé est mesuré a une longueur d’onde de 510nm

apres hydrolyse alcaline et réaction avec le FeCls.
v MODE OPERATOIRE

Afin d’effectuer le dosage, un volume de 2ml de la BSA a été additionné a 1ml de la
solution d’extrait et le mélange a été incubé a 4°C pour une durée de 24H. Une centrifugation
a 3000g pendant 15 min a été réalisé€e, le culot a été récupéré puis un volume de 4ml de
mélange SDS/TEA et 1ml de FeCls ont été rajoutés. Le mélange réactionnel a été incubé

pendant 15 min a température ambiante ensuite 1’absorbance a été mesurée a 510nm.

Pour déterminer la teneur des différents en tannins, une courbe d’étalonnage a été
réalisée en utilisant ’acide tannique comme standard (Annexe 03), la concentration a été

exprimée en milligramme équivalent acide tannique par gramme d’extrait sec.
I1. 4. 4 DOSAGE DES PROANTHOCYANIDINES

La quantité¢ en pro-anthocyanidines présente dans les extraits des deux plantes aété
déterminée selon la méthode de la vanilline-HCL décrite par Melo et al. (2006) avec quelques

modifications.

Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités de pro-
anthocyanidines en présence d’acide pour produire un complexe coloré qui est mesuré a 500

nm (Ba et al., 2010).
v" MODE OPERATOIRE

Un volume de 0.5ml de la solution d’extrait a ét¢ mélangé avec 3ml de solution
vanilline/méthanol (4%), Apres I’ajout de 1,5ml d’HCL, le mélange réactionnel a ét¢ incubé

pendant 20min a température ambiante et I’absorbance a ét¢ mesurée a 500nm.
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Pour déterminer la teneur de ces extraits en pro-anthocyanidines, une courbe
d’étalonnage a ¢été réalisée en utilisant la catéchine comme référence (Annexe 04), la

concentration a été exprimée en milligramme équivalent catéchine par gramme d’extrait sec.
I1. 3. 5 DOSAGE DES ANTHOCYANINES ET FLAVONOLS GLYCOSIDES

Les teneurs en anthocyanines et en flavonols glycosides sont déterminées selon le

protocole décrit par Ganjewala et al., (2008).
v" MODE OPERATOIRE

Pour réaliser ce dosage, 10 mg d’extrait ont été ajoutés a un Iml de solution méthanol-
HCL (0,IN) apreés 20 pl de la solution d’extrait sont mélangé avec 980 ul de solution
méthanol-HCL (0,IN) puis on a fait la lecture a 530 nm pour déterminer le taux des
anthocyanines et une lecture a 360 nm pour déterminer le taux des flavonols (Ganjewala et

al., 2008).

Les résultats sont déterminés en équivalent mg de quercitine 3-glucoside/100g Matiere
Seche en utilisant le coefficient d’extinction de 38000L/mol/cm pour les anthocyanines et

20000L/mol/cm pour les flavonols glycosides selon la formule suivante

C (mg/l) = (AbsxFDxMMx1000) / £XL J

Avec : Abs : absorbance de test ; MM : poids moléculaire=449,2g/mole de cyanidine-3-
glucoside ; FD : facteur de dilution ; €=20000 L.cm™ .mol pour flavonol glycoside et
38000L.cm™.mol™" pour anthocyane

II. 5 DETERMINATION DES ACTIVITES ANTIOXYDANTES

L’activité antioxydante des extraits de Pistacia lentiscus et Clematis flammulaa été

déterminée en utilisant plusieurs tests :
IL. 5.1 POUVOIR REDUCTEUR DE FER FERRIQUE (TEST FRAP)
% PRINCIPE DU TEST FRAP

La présence des réducteurs dans les extraits de plantes provoque la réduction en milieu
acide du complexe incolore 2, 4, 3-tripyridyltriazine-ferrique (Fe(III)-TPTZ) a la forme
ferreux (tripyridyltriazine- ferreux (Fe(II)-TPTZ)) de couleur bleue intense, qui absorbe a 593
nm (Prior et al., 2005 ; Govindan et Muthukrishnan, 2013 ; Senthilkumar, 2013 ;
Sowndhararajan et Kang, 2013 )
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Figure 11 : Principe de la méthode FRAP (Prior et al., 2005 ).
v' MODE OPERATOIRE

Le pouvoir réducteur des extraits de P. lentiscus et C. flammula a été évalué selon la
méthode développée par Maksimovi¢ et al. (2005). Une solution de tampon acétate (300mM)
de pH 3.6 a été préparé avec TPTZ (10mM) et FeCl3-6H20 (20mM) avec un rapport de 10 :1
:1(Figure 12).

100 4l desoluton d'extrit | w43 ml e solution FRAP

Y

|
 Leeture d'sbsorbance 4 395nm |

Figure 12: Protocole de détermination du pouvoir réducteur du fer ferrique (test FRAP)
(Maksimovic et al., 2005).

Le méme test a été effectué avec une molécule de référence, I’acide ascorbique, afin de
réaliser une courbe d’étalonnage qui permettras de calculer 1’équivalence en milligramme de

I’acide ascorbique par gramme d’extrait (mg Eq Ac. asc /g d’extrait).
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II. 5. 2 ACTIVITE ANTI- RADICALAIRE DES EXTRAITS DE PISTACIA
LENTISCUS ET CLEMATIS FLAMMULA.

I1. 5. 2. 1 EFFET SCAVENGER DU RADICAL DPPH

% PRINCIPE

L'essai de piégeage des radicaux libres DPPH a été réalisé pour 1’évaluation de l'activité
anti-radicalaire. Le DPPH (2, 2- diphenyl 1-picrylhyorazyl) est un radical libre stable, de
couleur  violet  intense. I posséde un  électron non  apparié sur

un atome du pont d’azote (Popovici et al., 2009 ; Balakrishnan et al., 2011).

Lorsque le DPPH entre en contact avec les antioxydants, il se réduit en di-phenyl
hydrazine, de couleur jaune et ce changement de coloration (de violet au jaune) est mesuré a
A=517 nm. Cette réduction est due soit a un don d’hydrogene ou d’électron par 1’antioxydant
(Popovici et al., 2009 ; Tirzitis et Bartosz, 2010 ; Balakrishnan et al., 2011;
Padmanabhan et Jangle, 2012 ; Djacbou et al., 2014).

'Y

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figure 13 : Réaction de transformation du radical libre DPPH (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-
Hydrazyle) en présence d’un antioxydant (Molyneux, 2004).
v" MODE OPERATOIRE
L’effet scavenger du radical DPPH des extraits de P. lentiscuset C. flammula et la
molécule strandard Trolox ((acide 6-hydroxy-2, 5, 7, 8-tétraméthyl chroman-2-carboxylique)

a été déterminé selon le protocole de Maisuthisakul ez al. (2007) (Figure 14).
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Incubation Lecture a

2,45 ml d’extrait ~ |===| +50u] de solution DPPH 30min == 7.

Figure 14 : Protocole d’évaluation de I’effet scavenger du radical DPPH (Maisuthisakul
et al., 2007).

Chaque test est réalisé en trois répliques. Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH

est calculé comme suite :
% scavenging de DPPH= ((Ay-A1)/Ag) % 100
Ay : absorbance de control
A, : absorbance de ’extrait
II.5. 2. 2 EFFET SCAVENGER DU RADICAL H,0;

s PRINCIPE

Le principe de ce test est basé sur la neutralisation du H202 par un antioxydant qui va

faciliter sa décomposition en molécule d’eau (Ozyiirek et al., 2010).
v' MODE OPERATOIRE

La capacité¢ des extraits de P.lentiscus et C.flammula a piéger le radical H,O, a été

déterminée en suivant la méthode développée par (Ruch ez al., 1989)(Figure 15).

2ml de solution +1,2ml de solution Incubation . bLec‘]tgure \
d’extrait d’H,0, (40mM) 10min R d050rbancea
230nm

Figure 15: Protocole d’évaluation de ’activité de piégeage d’H,O, (Rajeshwar et al., 2005).

Une molécule de référence (acide ascorbique) a été testée dans les mémes conditions
avec les différents extraits. Chaque test est répété trois fois et le pourcentage de piégeage de

I’H,O, a été calculé selon la formule suivante :

0/0 de Diégeage de H202= ((A (‘nnt'Afeqf)/A (‘nnt) X 100

A cont ¢ absorbance de control A test © absorbance de ’extrait
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IL 5. 3 EVALUATION DE L’ACTIVITE CHELATRICE DU FER
s PRINCIPE

L’activité chélatrice du fer des extraits de P.lentiscus et C.flammula a été établie en
suivant la méthode de Sharma et al. (2012). La ferrozine forme avec les ions ferreux des
complexe rouges violacés, trés soluble dans 1’eau et qui absorbent a 562 nm. Cependant, en
présence d’agents chélateurs, la formation de complexe est perturbé ce qui entraine une
diminution de la couleur. La mesure de la diminution de la couleur permet donc d’estimer
I’activité de la chélation du fer (Sharma et al., 2012 ; Adjimani et Asare, 2015 ; Moulaoui
et al., 2015). L’EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-Acétique) a été étudiée comme molécule de

référence chélatrice du fer.

v" MODE OPERATOIRE

0.5ml solution d’extrait wmmp + 1.6ml d’eau distillee =) (0.05mlde FeCl, (2mM)

— _/
Y

Apres 30s ajout de 0,1 ml de
ferrozine (SmM)

§

Incubation 10min a température
ambiante

!

Lecture d’absorbance a 562 nm

Figure 16 : Procédure expérimentale pour évaluer I’activité chélatrice des ions de fer
(Sharma et al., 2012).

Chaque test est répété trois fois et le pourcentage de chélation de fer a été calculé selon
la formule suivante

% de chélation = ((Ag — A1)/Ao) x 100

Ay : absorbance de control

A, : absorbance de ’extrait
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II. 6 CARACTERISATION QUALITATIVE DES COMPOSES PRESENTS DANS
LES EXTRAITS DES DEUX PLANTES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE
MINCE

La chromatographie sur couche mince CCM, ou sur plaque, est effectuée surtout en vue

d’une analyse de composition d’un mélange. Elle est composée de deux phases :

> La phase stationnaire (solide) est fixée sur une plaque, généralement c’est la silice

> la phase mobile liquide, nommée éluant, est un solvant ou un mélange de solvants
(Mendham et al., 2006).
La CCM a ¢été réalisée en trois phases principales: préparation des plaques,

développement des plaques et enfin la révélation.

a) PREPARATION DES PLAQUES

C’est une étape ou la plaque chromatographique (en verre) sera recouvrée par une
couche mince (0,5 mm d’épaisseur) d’un mélange de la silice/ eau (60g/100ml d’eau

distillée) al’aide d’un étaleur manuel.

Pour faciliter le processus de migration et ¢liminer les particules d’eau de la silice, la

plaque est réactivée a 100°C pendant 30 min apres séchage.

L’extrait éthanolique des différents partie des plantes étudiées et nefs molécules de
référence (acide ferulique, acide coumarique, acide tannique, acide gallique, acide caféique,
catéchine, quercetine, rutine, pyrocatéchol) ont été¢ déposés sous forme de spots (V=20ul) a 2

cm du bord inférieur de la plaque.

b) DEVELOPEMENT DES PLAQUES

Le systeme ¢éluant appliqué pour la migration est constitué d’un mélange de :

L’acétate d’¢éthyle, I’acide formique, I’acide acétique et 1’eau distillée. Avec des rapports de
100 : 11 :11 :26. (Shikov et al., 2010)

Ce mélange a été mis dans une chambre de chromatographie pour la saturation, par la
suite la plaque a été¢ déposée soigneusement et immergée d’environ 0,5 cm dans la phase
mobile. Les différentes molécules seront entrainées par une progression capillaire de la phase
mobile vers le haut de la plaque. Leurs rapports frontaux (Rf) dépendront de leurs interactions
entre la phase mobile et la phase stationnaire (adsorption et solubilité) ainsi leurs poids

moléculaires.
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¢) LA REVELATION
Dé¢s que la phase mobile atteint la limite de migration, les plaques sont immédiatement
retirées et séchées puis des observations a la lumiére de jour et sous lampe UV a 365 nm ont
¢té réalisées. Ensuite, une pulvérisation avec la vanilline sulfurique a été¢ effectués afin de

visualiser et caractériser les sous fractions non visibles sous UV et a la lumiére du jour.

La derniére étape consiste aux calculs des rapports frontaux ainsi a la comparaison a
ceux des molécules de références, permettant ainsi la caractérisation des constituants des

différents extraits (Figure 17).

R¢= distance parcourue par le composé / distance parcourue par le front du solvant

e Front de 1"é&luant ———™ A
N— ——'——“"""
| i o o §
Wi | L
= —— il .)j
~ e o -'#- \:
o —— =
P e I " - &
£ Sptrivmel e igne de dépit———#
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Figure 17 : Chambre chromatographique et une plaque CCM montrant le calcul de rapport
frontal.

I1.6 ANALYSE STATISTIQYE

L’analyse statistique des différents résultats a été effectuée en utilisant le logiciel
Graph Pad Prism et les différences sont considérées significatives pour p < 0,05 (*), p < 0,01
(**) et p <0,001(**%*).

Chaque valeur représente la moyenne =+ écart type (n=3).
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III. 1 DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUES
IIL. 1.1 DOSAGE DES FLAVONOIDES

Les teneurs en flavonoides des extraits éthanoliques des deux parties (feuilles ou fruits)
de Pistacia lentiscus et de feuilles de Clematis flammula sont exprimées en mg équivalent

Quercétine/ g d’extrait, illustrées dans la figure 18

)5 EE EPLF
EE EPLFr
E ECLF
20
154 |

—
=
1

w0
1

Teneurs en Flavonoides (mg eq Q/'g B)

Extraits (ug/ml)

Figure 18 : Les teneurs en flavonoides des extraits éthanoliques de feuille de Pistacia
lentiscus (EPLF), fruit de Pistacia lentiscus (EPLFr) et feuille de Clematis flammula(ECLF)
exprimées en mg équivalent de Quercétine/ g d’extraits.
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.

L’étude statistique révele I’existence d’une différence hautement significative (p < 0,01)
entre les teneurs en flavonoides des extraits de feuilles de P. lentiscus et celles des extraits de
feuilles de C. flammula. La différence est significative (p < 0,05) entre les extraits de feuilles
de P. lentiscus et ceux des fruits de la méme plante. Cependant aucune différence significative

n’a été enregistrée entre les extraits de fruits de P. lentiscus et les feuilles de C. flammula.

Les résultats de ’analyse quantitative des extraits de feuille et fruit de P. lentiscus et les
extraits de feuille de C. flammula par spectrophotométrie montrent que la teneur la plus élevée
en flavonoides est enregistrée par 1’extrait de feuilles de P. lentiscus (20,14£1,04mg Eq Q/g
d’extrait), suivie par les extraits de fruits de la méme plante et ceux des feuilles de C.

flammula (16,38+0,46 et 14,71+£1,91 mg Eq Q/g d’extrait) respectivement (Figure 18).

Les travaux de Benhammou et ces collabarateurs, (2008) sur la famille des
Anacardiaceae ont mis en évidence 1’abondance des flavonoides glycosidiques dans les

parties aériennes des especes de Pistacia.

@
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D’autre part I’étude menée par (Remila er al., 2015), et en appliquant les mémes
procédures de dosage et sur les mémes parties de la plante étudiée a montré que les teneurs en
flavonoides des extraits éthanoliques de P. lentiscus (feuilles ou fruits) étaient 139.38 + 3.11
et 6.28 + 1.04 mg Eq rutine/g d’extrait respectivement.

Des teneurs faibles en flavonoides des extraits éthanoliques des feuilles de P. lentiscus
et des feuilles de C. flammula (12.93£1.69 et 05.15+0.10mg Eq Quercetine/g d’extrait) ont
été rapportées par I’équipe de recherche de Atmani et al., (2009).

IIL 1. 2 DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX

Les teneurs en phénols totaux des extraits de feuilles de Clematis flammula et les

extraits de fruits et de feuilles de Pistacia lentiscus sont présentées dans la figure 19.
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Figure 19: Les teneurs en phénols totaux des extraits éthanoliques de feuilles de Pistacia
lentiscus (EPLF), fruits de Pistacia lentiscus (EPLFr) et feuilles de Clematis flammula
(ECLF) exprimées en mg équivalent Catéchine/ g d’extraits.
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.
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D’apres la (figurel9), on remarque I’existence d’une différence trés hautement
significative (p < 0,001) entre les teneurs en phénols totaux des extraits de feuilles de P
dentiscus et les extraits de fruits de la méme plante et les feuilles de C. flammula. D’aprés les
résultats de 1’analyse quantitative de ces extraits par spectrophotométrie, on constate que la
teneur la plus ¢élevée est marquée par 1’extrait de feuilles de P. lentiscus (292,67+7,29 mg Eq
Cat/ g d’extrait), suivie par I’extraits de fruits de la méme plante (133,63+6,55 mg Eq Cat/ g
d’extrait), et la teneur la plus faible a été enregistrée par I’extrait de feuilles de C. flammula

avec 23,45+0,62 mg Eq Cat/ g d’extrait.

L’équipe de Barboucha et collaborateurs, (2010) ont réalisé une étude sur 1’extrait
¢thanolique des feuilles de P. lentiscus ou une faible teneur en phénols totaux (136,25+18,97
mg Eq Cat/g d’extrait) a été enregistrée. D’autre part, (Remila et al., 2015) et (Mehenni e?
al., 2016) ont rapporté des taux ¢élevés en phénols totaux des extraits éthanolique des deux
parties de Pistacia lentiscus.

Comparativement aux résultats obtenus dans cette présente étude, cette différence entre
les résultats peut étre attribuée probablement a la différence de 1’année de la récolte.

Une autre étude réalisée dans le méme laboratoire par (Atmani ef al., 2009) a montré la
richesse de I’extrait éthanolique de feuilles de P. lentiscus et C. flammula en phénols totaux
avec des valeurs de (136.25 + 18.9 et 19.65 = 3.61 mg Eq Cat/g d’extrait) respectivement. De
cette présente analyse, on constate que nos résultats sont plus importants par rapport a ceux
obtenus auparavant par (Atmani ef al., 2009), ce qui réaffirme la richesse de ces deux plantes
en phénols totaux.

De méme, (Benhammou et al., 2008) ont rapporté que les teneurs en composés
phénoliques totaux des extraits éthanoliques de P. lentiscus et P. atlantica variaient entre 0,90

a 1,96 mg équivalent pyrocatéchol par gramme d’extrait.
I11I.1 .3 DOSAGE DES TANNINS

Les teneurs en tannins des extraits des feuilles de C. flammula, les extraits de feuilles et

fruits de P. lentiscus sont représentées dans la figure 20.

@
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Figure 20 : Les teneurs en tannins des extraits éthanoliques de feuille de Pistacia lentiscus
(EPLF), fruit de Pistacia lentiscus (EPLFr) et feuille de Clematis flammula (ECLF) sont
exprimées en mg équivalent acide tannique/g d’extrait.
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.

D’apres 1’analyse statistique, on remarque qu’il existe une différence trés hautement
significatives (p < 0,001) entre des teneurs en tannins des extraits de feuilles et de fruits de P.
lentiscus et celles des extraits de feuilles de C. flammula, cependant aucune différence
significative n’a été notée entre les extraits de fruits de P. lentiscus et les feuilles de C.

flammula .

Les résultats de dosage quantitative des tannins contenus dans les extraits éthanoliques
de P. lentiscus (feuilles ou fruits) et les feuilles de C. flammula par spectrophotométrie ont
signal¢ des valeurs de I'ordre de 99,33+7,89; 39,73+8,16 et 40,26£8,73mg Eq Ac T/g

d’extrait respectivement.

Ces résultats rejoignent ceux trouvés par Atmani et al., (2009) qui ont enregistré des
teneurs de (909,4+42,61; 86,33+10,82 mg Eq Ac T/g d’extrait) pour les extraits éthanoliques

de feuille de P. lentiscus et les feuilles de C. flammula respectivement.

D’autre part, une autre ¢tude menée par Remila ez al., (2015) a montré que les extraits
éthanoliques des feuilles et des fruits de P. lentiscus ont manifesté des taux de (142,56+2,60

et 216,74+5,31 mg Eq Ac T/g d’extrait) respectivement.

@
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On peut conclure que les extraits de feuille de P. lentiscus sont riches en tannins par
rapport a ceux des fruits de la méme plante et ceux de C. flammula. Cependant ces taux
restent toujours inférieurs aux résultats des travaux réalisés par Atmani et al., (2009) et

Remila et al., (2015).

I1I. 1. 4 DOSAGE DES PROANTHOCYANIDINES

Les teneurs en protoanthocyanidines des extraits éthanoliques de Pistacia lentiscus
(feuilles ou fruits) et les feuilles de Clematis flammula ont été déterminées par la méthode
Vanilline-HCL, les résultats ont ét¢ exprimés en mg équivalent cat/g d’extrait sont

représentées dans la figure 21.
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Figure 21 : Les teneurs en protoanthocyanidines des extraits éthanoliques de feuilles de
Pistacia lentiscus (EPLF), fruits de Pistacia lentiscus (EPLFr) et feuilles de Clematis
flammula (ECLF) exprimeées en mg  équivalent  catéchine/g  d’extrait.
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.

Selon I’étude statistique, il existe une différence trés hautement significative (p < 0,001)
entre les teneurs en protoanthocyanidines des extraits de feuille et de fruit de P. lentiscus et
ceux des feuilles de C. flammula, cependant la différence est significative (p < 0,05) entre les
teneurs des extraits de fruit de P. lentiscus et les extraits de feuille de C. flammula avec
I’enregistrement de la teneur la plus ¢élevée par I’extrait de feuilles de P. lentiscus 73,70+4,10
mg Eq Cat/g d’extrait, suivie par les extraits de fruit de P. lentiscus et feuilles de C. flammula
avec les teneurs: 30,75+2,5 mg Eq Cat/g d’extrait et 23,66+0,32 mg Eq Cat/g d’extrait

respectivement.
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Une ¢étude réalisée par (Lebreton et al., 1997) sur 37 plantes médicinales révele
I’existence des proanthocyanidines dans les extraits de P. lentiscus et P. terebinthus avec une
teneur de 10,2mg/g et 11,9 mg/g respectivement.

Ces différences de teneurs entre les extraits peuvent étre dues a la vanilline qui est un
aldéhyde aromatique, qui interagit spécifiquement avec les flavan3-ol et avec les unités

terminales des proanthocyanidines (Hagermen, 2002).

I1I. 1. S DOSAGE DES ANTHOCYANES

La figure suivante illustre les résultats de dosage des anthocyanes des extraits
¢thanoliques de feuilles et de fruits de P. lentiscus ainsi que les feuilles de C. flammula

exprimés en mg C3G/100g d’extrait.

40- E=E EPLF
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Figure 22: Teneur en anthocyanines des extraits de feuilles de P. lentiscus (EPLF), fruit de
P. lentiscus (EPLFr) et feuille de C. flammula (ECLF)
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.

Aucune différence significative n’est enregistrée entre les teneurs en anthocyanines
obtenues pour les extraits de feuille et de fruit de P. lentiscus, avec des taux de 22,56+1,18 et

20,61+2,46 mg Eq C3G/100g d’extrait respectivement.

Par contre, on constate une différence significative (P<0.05) entre les deux extraits de P.
lentiscus et I’extrait de feuille de C. flammula, du fait que cette dernicre a présenté la grande

teneur (27,13+2,24 mg Eq C3G/100g d’extrait).
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Plusieurs travaux de recherches ont montré que les deux espéses de Lentisque, Pistacia
lentiscus et Pistacia vera sont riches en cyanidine-3-O-glucoside (Bellom et Fallico, 2007 ;
Longo et al., 2007 , Benhammou et al., 2008 ). Par ailleurs, 1’étude menée par I’équipe de
Bammou et al., (2015) a révélé la présence des anthocyanes dans 1’extrait des feuilles de P.

lentiscus, ce qui confirme les résultats des études précédentes.
I11. 1. 6 DOSAGE DES FLAVONOLS GLYCOSYLES

Les résultats de dosage des flavonols glycosylés des différents extraits sont illustrés

dans la figure 23.

1000- E= EPLFr
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Figure 23 : Teneurs en flavonols glycosylés des extraits de feuilles de P.lentiscus (EPLF),
de fruits de P. lentiscus (EPLFr) et de feuille de C. flammula (ECLF).
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.

D’apres la (Figure 23), la teneur la plus élevée en flavonols glycosylés a été représentée
par I’extrait éthanolique de feuilles de P. lentiscus avec 823,563+ 3,28 mg Eq cyanidine-3-
glucoside/ 100g d’extrait, suivie par I’extrait de feuilles de C. flammula et les fruits de P.
lentiscus avec des valeurs de 734,62 +£79,63 et 731,43+ 113,29 mg équivalent la cyanidine-3-

glucoside/ 100g d’extrait respectivement ou aucune différence significative n’a été notée.
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L’abondance des flavonoides glycosides dans les parties aériennes de P. lentiscus, P.
atlantica, P. vera, P. chinensi et P. khinjuk a été étudiée par 1’équipe de recherche de
kawashty et al., (2000). La présence de flavonol glycosides (myricetine et quercetine
glycolsidé) dans I’extrait éthanolique des feuilles de P. lentiscus a été également confirmée

par les résultats obtenus par Benhammou et al., (2008).

III. 2 EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTES DES EXTRAITS
ETHANOLIQUES DE DEUX PLANTES

II. 2. 1 MESURE DU POUVOIR ANTIOXYDANT PAR LA REDUCTION DU FER
FERRIQUE (TEST FRAP)

Le pouvoir antioxydant par la réduction du fer ferrique des extraits des deux plantes a

été évalué et les résultats sont exprimés en équivalent acide ascorbique/g d’extrait.
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Figure 24 : Evaluation de Dactivité antioxydante par la méthode FRAP des extraits
¢thanoliques de feuille (EPLF) et fruit (EPLFr) de Pistacialentiscuset ’extrait de feuille de
Clematisflammula (ECLF) en équivalent de 1’acide ascorbique/ g d’extrait.

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + I'écartype.

-Les valeurs indiquent que (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).

D’apres les résultats illustrés dans la (figure 24), on remarque qu’il existe une différence
trés hautement significative (P<0,001) entre les valeurs du pouvoir réducteur exhibé par les
différentes parties des deux plantes, (491,72+15,48 mg Eq Ac asc/g d’extrait) pour I’extrait de
feuilles de P. lentiscus. Suivi par les extraits de fruits de la méme plante et les feuilles de C.

flammula avec des valeurs qui sont respectivement de (69,49+2,06 mg Eq Ac asc/g d’extrait)

et (15,97+0,66 mg Eq Ac asc/g d’extrait).
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Une ¢étude réalisée par Gardeli ef al., (2008) sur I’extrait méthanolique de P. lentiscus a
différentes périodes de récolte (Février, May, Aout) a donnée des valeurs de 1’ordre de
:84,6+3,5; 131,4+10,1 ; 105+12,2 (mmol Fe, /1) respectivement, les résultats obtenus ont
¢galement indiqué que la capacité réductrice augmente quand deux groupements hydroxyles
sont orientés en positions ortho ou Para.

Le pouvoir réducteur de I’extrait éthanolique de Thalictrum minus L., une plante
appartenant a la méme famille de Pistacia lentiscus (Ranunculaceae) est de 14.3 + 0.01

(mmole FeSOy/1) (Molan et al., 2012)

Une autre étude menée par Venkatachalam et Muthukrishnan, (2012) a montré que
I’extrait ethanolique de feuilles de Desmodium gongeticum (Fabaceae) a manifesté une
activité réductrice de 1’ordre de 0,073 (mg Eq Ac Asc/g d’extrait) a une concentration de 200

pg/ml.

Les résultats de la capacité réductrice de l'extrait éthanolique de Boerhavia erecta
(Nyctaginaceae) étaient dans une gamme de 0,06 - 0,16%, en les comparants avec 1'acide

ascorbique (0,08-0,19%) (Govindan et Muthukrishnan, 2013).

Tableau VIII : Corrélation entre la teneur en composés phénoliques et le pouvoir réducteur
FRAP.

Composés phénoliques Coefficient de corrélation (r)
P. lentiscus feuilles = P. lentiscus fruits C. flammula feuilles

Flavonoides r=0,34 0,52 0,94
Phénols totaux r= 0,45 -0 ,64 -0,15
Tannins r= 0,96 -0,83 0,06
Proanthocyanidines =-0,95 0,51 0,92
Anthocyanes =-0,99 -0,96 0,36
Flavonols glycosylés r=-0,98 -0,06 -0,74
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On constate qu’il ya une trés bonne corrélation entre la teneur en tannins des extraits de
feuilles de P. lentiscus et le pouvoir réducteur FRAP, avec un coefficient de corrélation de (r=
0,96), cependant la corrélation est positive entre la teneur en flavonoides (r=0,34), phénols

totaux (r=0,45) de la méme partie et I’activité réductrice.

Par contre aucune corrélation n’a été enregistrée concernant les proanthocyanidines,
anthocyanes et flavonols glycosylés. D’autre part concernant les fruits de P. lentiscus la
corrélation est positive entre la teneur en flavonoides (r=0,52), proanthocyanidines (=0,51) et

le pouvoir réducteur FRAP.

Une trés bonne corrélation a été noté entre la teneur en flavonoides (r=0,94),
proanthocyanidines (r=0,92) de D’extrait de feuille de C. flammula et 1’activité réductrice
FRAP, cependant, aucune corrélation n’a été enregistrée avec les autres composés de cette

plante.

Les ¢études menées par Dudonné et al., (2009) et Sowndhararajan et kang, (2013) ont
confirmé nos résultats concernant 1’extrait de feuilles de C. flammula, qui ont démontré qu’il
y a une bonne corrélation entre les flavonoides et le test FRAP avec (1=0,82), suggérant que

cette classe de composés est responsable de I’activité réductrice de cette plante.

De méme, un coefficient de corrélation (r=0,95) a été rapporté par I’équipe de recherche

de Venkatachalam et Muthukrishnan, (2012).

En étudiant la relation entre le pouvoir réducteur et la structure de différents composés,
Olabinri et ces collaborateurs, (2010) ont démontré que la position et le degré
d’hydroxylation des composés phénoliques, en particulier dans le noyau B jouent un role

crucial dans 1’activité chélatrice.

IIL 2. 2 ACTIVITE SCAVENGING DU RADICAL DPPH

L'activité de piégeage des extraits éthanoliques des deux plantes (Pistacia lentiscus et
Clematis flammula) et la molécule de référence Trolox du radical stable DPPH a été évaluée a

une concentration de 100 pg / ml et les résultats sont illustrés dans la figure 25.
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Figure 25 : Effet anti-radicalaire contre le radical DPPH des extraits éthanolique de feuilles
de Pistacia lentiscus (EPLF), fruits de Pistacia lentiscus (EPLFr), feuilles de Clematis
flammula (ECLF) et Trolox a une concentration de 100 pg / ml.

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + 1'écartype.
-Les valeurs indiquent que *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < (0.001).

A la lumicre des résultats présentés dans la figure 25, on constate que I’extrait de
feuilles de P. lentiscus a exhibé I’effet anti-radicalaire le plus élevé (94,64+0,18%), similaire
a celui de la molécule de référence utilisée: le Trolox avec 97,48 +£0,37% ou aucune
différence significative n’a été notée, suivi par 1’extrait de fruits (90,69+1,52%).

L’extrait de feuilles de C. flammula a noté la plus faible activité (15,59+2,61%) avec
une différence hautement significative par rapport au standard et les extraits de P. lentiscus
(P<0,001). Cette différence peut étre attribuée a la richesse de P. lentiscus en composés
phénoliques, et I'implication des groupements hydroxyles OH dans la neutralisation du
radical DPPH par transfert d’hydrogénes ou d’¢lectrons (Yi et al., 2008 ; Aksoy et al., 2013 ;
Djidel et al., 2013 ; Rajesh Kumar Rawri et al., 2013).

Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec les travaux décrits par
Abdelwahed et al., (2007) et Atmani et al., (2009), ou tous les extraits P. lentiscus ont
manifesté des activités scavenging supérieures a (90%).

De méme, I’extrait de feuilles de C. flammula a montré un effet anti-radicalaire
similaire a celui rapporté par Atmani et al., (2009), mais supérieur en comparaison aux

résultats obtenus par Molan et al. (2012).
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D’autre part, I’extrait ethanolique de Thalictrum minus L, une plante appartenant a la
méme famille de Clematis flammula a exhibé une faible activité de piégeage de DPPH (0.15 +
0.6 %) comparativement a nos résultats.

A une gamme de concentrations de 200 a 1000 mg / ml, I’extrait éthanolique de
Boerhavia erecta (Nyctaginaceae) a présenté un effet scavenger contre ce radical avec des
pourcentages de 22,42 a 59,88% (Govindan et Muthukrishnan, 2013).

D’apres les résultats obtenus a 100 pg/ml, des dilutions ont été faites comme suit : de
1,25 a 100 pg/ml pour les extraits de feuille et de fruit de P .lentiscus ainsi que le Trolox

Alors que pour I’extrait de C. flammula les concentrations testées varient entre de 10 a 500

pg/ml.
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Figure 26 : Effet scavenger du radical DPPH des extraits éthanoliques de feuilles de P.
lentiscus (EPLF), fruits de P. lentiscus (EPLFr) et Trolox ainsi que les feuilles de C. flammula
(ECLF) a différentes concentrations.

D’apres les résultats représentés dans le (Tableau VIII), I’ICsq la plus faible qui exprime
I’activité scavenging du radical DPPH la plus élevée est celle de 1’extrait des feuilles de P.
lentiscus avec une valeur de 1Cs5p=5,26ug/ml proche de celle de Trolox (ICsp=4,61ug/ml),
suivie par I’extrait de fruit de la méme plante (ICso= 38,65), tandis que C .flammula exprime

la faible activité anti-radicalaire avec 1I’ICs la plus élevée (289,40 pug/ml).
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Les valeurs des ICsy de I’extrait éthanolique des plantes sont illustrées dans le tableau
IX.
Tableau IX: Les valeurs des ICs, de I’effet scavenger du radical DPPH.

Extrait ICsp (ng/ml)

Extrait éthanolique Feuilles de P.lentiscus 5,26

Extrait éthanolique Fruits de P.lentiscus 38,65
Extrait éthanolique Feuilles C.flammula 298,40

Trolox 4,61

L’¢étude de Gardeli ef al., (2008) sur I’extrait méthanolique de P. lentiscus a différente
mois de récolte a rapporté une bonne activité anti-radicalaire dont ICsy varie entre 5,09 et
11(mg/1).

Cependant 1’étude de Atmani et al., (2009) sur I’extrait ethanolique de P. lentiscus
montre que ’activité anti-radicalaire est de (90%), cependant I’extrait ethanolique de C.
flammula montre une activité inférieure a (50%).

Une autre étude réalisée par Govindan et Muthukrishnan, (2013) montre que l'activité
scavenging du radical DPPH dépendante de la dose de B. erecta (Nyctaginaceae) avec une
valeur ICsy de 800 (ng/ml).

D’apres ces résultats, on remarque que les extraits (feuilles ou fruits) de P. lentiscus ont
une bonne activité anti-radicalaire par rapport a ’extrait de C. flammula, et nos résultats sont
similaires a ceux de Gardeli ez al., (2008).

Cette activité anti-radicalaire est due, selon Sroka et Cisowski, (2003), a la présence de
trois groupes hydroxyles liés au noyau aromatique en position ortho qui semble étre le facteur
le plus important associ¢ a une forte activité anti-radicalaire et anti-oxydante des composés
phénoliques capables de donner un hydrogeéne (Bidchol e al., 2011 ; Karpagasundari et
Kulothungan, 2014), ou probablement a la présence d’acide gallique, un composé majoritaire
des extraits de Pistacia lentiscus (Abdelwaheb et al., 2007 ; Meheni et al., 2016) qui montre
selon les études de Abdelwaheb ez al., (2007) et Popovici et al., (2009), une bonne activité

anti-radicalaire.
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Tableau X : Corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et 1’activité scavenging du
radical DPPH :

Composés phénolique Coefficient de corrélation (r)

P. lentiscus feuilles  P. lentiscus fruits = C. flammula feuilles

Flavonoides 0,99 -0,97 0,35
Phénols totaux -0,58 0,99 -0,98
Tannins 0,67 0,97 0,99
Proanthocyanidines -0,15 -0,96 0,40
Anthocyanes -0,32 0,86 0,93
Flavonolsglycosylés -0,61 0,75 0,65

D’apres les résultats de tableau et les annexes (05, 09, 13), on constate la présence d’une
bonne corrélation entre la teneur en flavonoides d’extrait de feuille de P. lentiscus et 1’effet
scavenger du radical DPPH (r= 0,99), ainsi une corrélation positive moyenne entre la teneur

en tannins et I’activité anti-radicalaire avec un coefficient de r=0,67.

Cependant, aucune corrélation n’a été observée avec les autres composés. Ces résultats
sont expliqués par la présence des groupements OH libre en position C3 du noyau aromatique
B des flavonoides, ou a la présence des trois groupes hydroxyles liés au noyau aromatique en

position ortho (Heim et al., 2002 ; Sroka et Cisowski, 2003).

D’autre part I’extrait de fruits de P. lentiscus présente une bonne corrélation entre la
teneur en phénols totaux, tannins, anthocyanes, flavonols glycosylés et I’effet scavenger du
DPPH avec des valeurs qui sont respectivement r=0,99 ; 0,97 ; 0,86 et 0,75.Une corrélation
négative a été enregistrée entre la teneur en flavonoides (r= -0 ,97), et proanthocyanidines (r=

-0,96) de I’éxtrait ethanolique des fruits de Pistacia lentiscus et la méme activité.

Pour DI’extrait de feuille de C. flammula, une trés bonne corrélation a été enregistrée
entre les teneurs en tannins ainsi que les anthocyanes et I’activité de pi¢geage de DPPH avec
des coefficients de corrélation de r=0,99 et r=0,96 respectivement. Aussi, qu’il existe une
corrélation positive moyenne entre les teneurs en flavonoides, proanthocyanidines, flavonols

glycosylés et la méme activité avec des valeurs de r=0,35; 0,40 et 0,65 respectivement.
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Par contre la teneur en phénol totaux n’a marqué aucune corrélation qui peut étre
expliquée par la qualité des composés et non par la quantité.

I1I. 2. 3 EFFET SCAVENGER DE SUPEROXYDE D’HYDROGENE (H;0,)

L’activité de piégeage des extraits brut de P. lentiscus et C. flammula, et 1’acide

ascorbique a une concentration de 100pg/ml, contre le H,O, est illustrée dans la figure 27
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Figure 27 : Effet scavenger de H,O, de I’extrait éthanolique de feuilles de Pistacia lentiscus
(EPLF), fruits de Pistacia lentiscus (EPLFr), feuilles de Clematis flammula (ECLF) et ’acide
ascorbique (Ac Asc) a une concentration de 100ug/ml.

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + 1'écartype.
-Les valeurs indiquent que *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < (0.001).

D’apres I’analyse statiqtique, aucune déférence significative n’est enregistrée entre les
extraites des deux parties de Pistacia lentiscus avec 1’acide ascorbique (89,89+1,44%). Ou
I’extrait des fruits de P. lentiscus présente I’activité de piégeage de I’H202 avec une valeur de
97,39+3,62%, et celui des feuilles est de 93,04+12,51. Cette bonne activité est probablement
due a la richesse de ces extraits en composés phénolique capables de donner des électrons a

I’H,0O; se qui le neutralise en H,O (Bhatti et al., 2015).
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Une ¢études réalisée par Keser et al., (2012) sur ’activité scavenging d’H,O, des
extraits éthanoliques des différentes parties de Crataegus monogyna, a une concentration de
100pg, a révélé une différence entre les effets exhibés par les feuilles, fruits et les fleurs

avec un pourcentage de scavenging de H,O, de 30,13%, 15,57% et 27,13% respictivement.

D’autre part, une faible activité est exhibée par I’extrait des feuilles de C. flammula avec
74,65+0,34%, marquant ainsi une différence significative avec les extrait de P. lentiscus et le

standard (P<0,05)

Les résultats obtenus par Atmani et ces collabrateurs, (2009) pour les extraits de
feuilles de Pistacia lentiscus et Clematis flammula qui sont respectivement de 51% et 19%,

sont faible par rapport a nos résultats.

Les extraits ainsi que le standard ont été testés sur une gamme de concentrations précise

allant de 0,3125, jusqu’au 200 pg/ml, dans le but d'exprimer les résultats en termes d'ICsg
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Figure 28: Effet scavenger de I’'H,O, des extraits éthanoliques des feuilles de P.
lentiscus(EPLF), fruits de P. lentiscus (EPLFr), feuilles de C. flammula (ECLF) et de
standard (Acide ascorbique) a différentes concentrations.

On remarque selon la figure ci-dessus, une activit¢ dose dépendante des extraits. En
effet, une augmentation de I’activité anti-radicalaire a été notée en augmentation des
concentrations des extraits testés et la molécule de référence pour atteindre des pourcentages
proches de 100% a la plus grande concentration appliquée (200ug/ml), cette activité est

probablement due a I’effet synergique entre les composés responsables de cet effet.
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Tableau XI : 1Cso de I’activité de scavenging de ’H,O,

Extrait ICsp (ng/ml)

Extrait éthanolique Feuilles de P.lentiscus 8,3

Extrait éthanolique Fruits de P.lentiscus 14,30
Extrait éthanolique Feuilles C.flammula 23,51

Acide ascorbique 38,85

D’apres la (Figure 28) et le (Tableau XI), I’extrait qui a donné I’ICs la plus faible c'est-
a-dire I’activité scavenging de H,O, la plus importante est celui de feuilles de P. lentiscus
avec une valeur de 8.3ug/ml, suivie par ’extrait de fruits de P. lentiscus (14,30ug/ml). La
faible activité est obtenue par I’extrait des feuilles de C. flammula avec une 1Csy-23,51 pg/ml.
L’ensemble des valeurs d’ICs, obtenues sont inférieures a celle de 1’acide ascorbique (38,85

ug/ml) signalant de ce fait une bonne activité anti-H,O, des extraits de nos plantes.

Nos résultats marquent un effet trés prononcé de ’activité anti-H,O, par rapport aux
ICso calculées par Lui et al., (2013) pour D’extrait éthanolique de Agarieus bisporus
(0,65mg/ml) et la vitamine C (0,16 mg/ml). Bhatti et al., (2015) ont rapporté que les extraits
méthanolique de Ranunculus arvensis et Gymnema sylvestre de famille (Ranunculaceae)

expriment des ICsy de 65,73pug/ml et 72,55ug/ml respectivement.

D’autre part, nos résultats sont en concordances avec ceux de Yi et al., (2008) ou ils ont
rapporté une ICsy de 11,8ug/ml de I’extrait Pericarpium Citri (Reticulatae) qui est supérieur

a I’activité de acide ascorbique (ICsp =16,4 pg/ml).
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Tableau XII : Coefficient de corrélation entre I’activité de piégeage de 1’H,O; et le teneur en

composés phénoliques.
Composés phénoliques Coefficient de corrélation (r)

P. lentiscus feuille | P. lentiscus fruit | C. flammula feuille

Flavonoides -0,02 0,92 0,90
Phénols totaux 0,75 -0,97 -0,81
Tannins 0,79 -0,99 0,75
Proanthocyanidines -0,99 0,91 0,92
Anthocyanes -0,97 -0,93 0,91
Flavonolsglycosylés -0,84 -0,63 -0,05

D’apres notre étude, une corrélation positive moyenne a €té notée entre la teneur en
phénols totaux (r=0,75), tannins (r=0,79) de I’extrait de feuille de P. lentiscus et I’activité
scavenging du radical H,O,, mais aucune corrélation n’existe avec les autres composés, cela
est probablement di a la structure chimique de ces composés qui n’est pas adéquate pour

piéger le radical H,0O,.

Concernant les extraits de fruits de P. lentiscus une trés bonne corrélation a été observée
entre la teneur en flavonoides (r=0,92), proanthocyanidines (r=0,91) et 1’effet scavenger

contre le radical H,O,, alors que d’autres composés n’ont marqué aucune corrélation.

Par ailleurs I’extrait de feuille de C. flammula a enregistré une trés bonne corrélation
entre la teneur en flavonoides, proanthocyanidines, anthocyanes et 1’activité de piégeage de
H,0,; avec des coefficients de corrélation qui sont respectivement 0,90 ; 0,92 et 0,91, et une
corrélation de (r=0,75) entre la teneur en tannins et la méme activité. Par contre aucune

corrélation n’a été obtenue avec le reste des composés dosés dans cet extrait.
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Les résultats de la corrélation entre les différentes classes des composés phénoliques des
extraits de plantes testées avec I’activité de piégeage de H,O, suggérent que ces composés
phénoliques avec leur propriété de donner des électrons est la clé de I’effet scavenger des

extrait testés (Zhang et al., 2011)

IIL. 2. 4 ACTIVITE CHELATRICE DU FER DES EXTRAITS ETHANOLIQUE DE
PISTACIA LENTISCUS ET CLEMATIS FLAMMULA

La capacité chélatrice du fer des extraits des plantes est déterminée selon la méthode de

Sharma et al., (2012).

La méthode est basée sur I'inhibition de la formation du complexe Fe(Il)-Ferozine apres
le traitement des échantillons avec les ions Fe*™ (Adjimani et Asare, 2015). De ce fait, les
antioxydants entre en compétition avec la ferozine pour capter le fer diminuant de ce fait de la
coloration de milieu réactionnel qui permet de suivre I’effet chélateur des antioxydants testés

(Saravanam et al., 2014).

L’activité chélatrice du fer des extraits de P.lentiscus et C.flammula a été évaluée a une
concentration de 100ug/ml mais aucun effet chélateur n’a été enregistré sauf pour la
molécule de référence EDTA. C’est pour cela des concentrations supérieures ont été testées
pour tous les extraits allant de [100 -6000] ng/ml et des concentrations inferieures a 100pg/ml

ont été appliquées pour EDTA (Figure 29).
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Figure 29: Effet chélateur du fer ferreux des extraits éthanoliques des feuilles de
P.lentiscus(EPLF), fruits de P.lentiscus (EPLFr), feuilles de C.flammula (ECLF) a différente
concentrations (A); et de standard EDTA a différente concentrations (B).
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Les résultats obtenus de ’activité chélatrice du fer des extraits testés en fonction de
concentrations montrent une activité dose dépendante, en effet, une activité chélatrice du fer
proche de 100% a été enregistrée a partir de 25u/ml de EDTA avec une ICsy de 12,71 pg/ml
(Tableau XIII), ce standard est rapporté par différentes études comme étant un puissant
chélateur du fer grace a sa structure de fait qu’il est un ligand hexadenté (il peut former
quatre ou six liaisons avec un ion métallique) se qui lui permet de former un complexe de
coordination (Flora et al., 2010)

Une forte activité chélatrice du fer de 100% a été exhibée par ’extrait de fruit de
Pistacia lentiscus a 6000pg/ml, alors qu’il est de 54,81% et 28,89% pour les extraits de
feuille de Pistacia lentiscus et Clematis falmmula respectivement, et qui tend a augmenter

avec I’augmentation des concentrations des extraits.

Exprimant de ce fait un classement d’ ICsy, la plus faible ICsy est enregistrée par
I’extrait de fruits de P. lentiscus avec une valeur de 1861,86 pg/ml traduisant 1’effet chélateur
du fer le plus prononcé par rapport aux autres extraits, a savoir 1’extrait feuilles de P. lentiscus
(ICs0= 5687,68 pg/ml) et I’extrait brut des feuilles de C. flammula (1Cso =7720 pg/ml)
(tableau XIII).

Une étude menée par Pervin et ces collaborateurs, (2013) sur I’extrait ethanolique des
feuilles de Vaccinium corymbosum a rapport¢é un effet chélateur de 41,46% a une
concentration de 2 mg/ml. Cet effet est inferieur a celui noté par les fruits de Pistacia
lentiscus (55,10 % a 2mg/ml) mais supérieur aux autres effets des extraits de feuilles des deux

plantes testées.

Toutefois, nos résultats sont en concordance avec une étude faite par Rubo ef al.,
(2012) sur DPextrait éthanolique des fleurs de Lavandula angustifolia. Ou une activité
chélatrice du fer de 36,81 et 97,95 % a des concentrations de 2,5 et 20 mg/ml respectivement
a été notée avec une valeur d’IC50 de 54 ,46 mg/ml, faible a celle de la molécule de référence

testée, I’acide gallique (3,36 mg/ml) (Rubo et al., 2012).

@



CHAPITRE 111 RESURTATS ET DISCUSSION

Tableau XIII: ICsy de I’activité chélatrice du fer des extraits de plantes et EDTA.

Extrait ICsp (ng/ml)

Extrait éthanolique Feuilles de P.lentiscus 5687,68

Extrait éthanolique Fruits de P.lentiscus 1861,86
Extrait éthanolique Feuilles C.flammula 7720

EDTA 12,71

Le résultat obtenu dans notre étude pourrait étre expliqué par 1’effet synergique qui
existe entre les différents composés bioactives des extraits qui sont responsables de cet effet

chélateur des ions grace a leurs structures chimiques.

Pistacia lentiscus et Clematis flammula sont connues pour leurs richesses en composées
phénoliques (flavonoides, phénols totaux, tannins...), ces derniers sont dotés de trés bonnes

activité antioxydante (Atmani ef al., 2009 ; Remila et al., 2015).

Plusieurs recherches réalisées sur la relation activité structure ont rapporté que ’activité
de chélation des ions métalliques est aussi attribuée a quelques acides phénoliques (Capecka
et al., 2005) et flavonoides (Le et al., 2007). En effet, une étude faite par Verdan et ses
collaborateurs, (2011) a révélé que les effets antioxydants des flavonoles a savoir,
quercetine, myricétine et morine sont dus en partie a leurs capacités de fixer différents métaux
(Fe*™ Fe*™ Cu”" et Zn*” a plusieurs sites. Il a été rapporté par ces auteurs que la quercetine et
myricétine forment des complexes avec le Fe** via les groupements hydroxyle des trois
cycles: les groupes hydroxyles du cycle B ainsi que les groupes 3-hydroxy-4-céto et 5-
hydroxy-4-céto des cycles A et C. Les deux groupes 3- hydroxy et 5-hydroxy rentrent en

compétition pour la fixation du métal (Verdan et al., 2011).

D’autres part, Schinella et al., (2010), ont rapporté que [’activité chélatrice des ions du
fer est dépendante du nombre de groupes hydroxyles en position ortho sur le cycle
benzénique. Ray et al., (2013) ont confirmé par leur étude que les composés ayant une
structure contenant des groupements OH, CO, S et O favorisent la transition des métaux,

augmentant ainsi 1’activité chélatrice.
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Tableau XIV: Corrélation entre I’activité chélatrice et la teneur en composés phénoliques

des extraits de Pistacia lentiscus et Clematis flammula.
Composés phénoliques Coefficient de corrélation (r)

P. lentiscus feuilles | P. lentiscus fruits | C. flammula feuilles

Flavonoides 0,19 -0,95 0,69
Phénols totaux -0,85 0,99 0,29
Tannins -0,67 0,98 -0,37
Proanthocyanidines 0,97 -0,95 0,65
Anthocyanes 0,91 0,89 -0,08
Flavonols glycosylés 0,73 0,71 -0,96

Cette ¢tude montre une trés bonne corrélation entre I’activité chélatrice et les teneurs en
phénols totaux, tannins, anthocyanines et flavonols glycosylés de I’extrait des fruits de P.
lentiscus avec des coefficients de corrélations r=0,99, 0,98, 0,89 ; 0,71, respectivement, tandis
que I’extrait des feuilles de la méme plante a présenter une bonne corrélation avec les teneurs

en proanthocyanidines (r=0,97), anthocyanes (r=0,91) et flavonols glycosylés (r=0,73).

Par ailleurs, une faible corrélation est obtenu entre la teneur des flavonoides et 1’extrait
des feuille de P. lentiscus (r=0,19) et la teneur en phénols totaux et I’extrait de feuille de C.
flammula (r=0,29). Une corrélation négatif est enregistrée entre les teneurs en phénols
totaux, tannins et les extraits de feuille de P. lentiscus et la teneur en proanthocyanidines et
flavnoides de I’extrait de ces fruits, de méme pour ’extrait de C. flammula avec ces teneur en

tannins, anthocyanes et flavonols glycosylés (Tableau XIV).

Cependant 1’extrait brut des feuilles de C. flammula a montré une corrélation positive
moyenne avec ces teneurs en flavonoides et proahthocyanidines (= 0.69) (r= 0.65)

respectivement.

E



CHAPITRE 111 RESURTATS ET DISCUSSION

Cela peut étre expliqué soit par la qualité de ces différents composés présents dans les
extraits qui n’ont pas une structure chimique appropriée pour la chélation du fer ou par la
présence d’autres composés dans la plante qui empéchent leur interaction avec le fer (la

glucosylation des groupements OH ).

Une corrélation positive (r= 0,99) similaire a celle notée dans cette étude, est exhibée
entre la teneur en composé€s phénoliques totaux et 1’activité anti-oxydante incluant la
chélation du fer de I’extrait éthanolique de Boerhavia erecta (Govindan et Muthukrishnan,

2013)

Sowndhararajan et Kang, (2013) ont trouvé une bonne corrélation entre le pouvoir
chélateur des extraits de feuilles de Bauhinia vahlii et leur teneur en phénols totaux et en

flavonoides avec des coefficients de corrélation de 0,75 et 0,87 respectivement.

III. 3 RESULTATS DE LA CARACTERISATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR
COUCHE MINCE (CCM)

La chromatographie sur couches minces (CCM) est réalisée dans le but de caractériser
les composés présents dans les extraits éthanoliques de P. lentiscus et C. flammula qui sont

peut étre responsables des différentes activités réalisées précédemment.

Dans cette optique, un systeme d’¢lution est utilisé¢ pour la séparation des composés
phénoliques des extraits éthanolique des deux plantes. Il est constitué d’acétate d’éthyle, acide

acétique, acide formique et I’eau avec des rapports de 100 : 11 :11 :26

Les différentes taches obtenu sur les chromatogrammes on été comparées selon la

couleur et/ou du rapport frontal (R¢) avec les molécules de référence utilisées (tableau XV).
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Tableau XV: Les rapports fronteaux des différents extraits et standard utilisés dans la CCM

Extrait de feuilles

Extrait de fruits de P.

Extrait de feuilles

de P. lentiscus lentiscus de C. flammula
Fractions Rf Rf Rf
F1 0,57 0,10 0,35
F2 0,67 0,31 0,67
F3 0,85 0,50 1
F4 0,59
F5 0,63
F6 0,83
F7 1
Standards
Ac. Ferulique 0,92
Ac. Coumarique 0,95
Ac. Tannique 0,88
Ac. Gallique 0,85
Ac. Caféique 0,90
Catéchine 0,89
Quercetine 0,93
Rutine 0,54
Pyrocatéchol 0,94
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III. 3. 1 CCM DE L’EXTRAIT ETHANOLIQUE DE FEUILLE DE C. FLAMMULA

(A)

1 23 4 56 7 8 9 10 11
(B) ©

1 23 4 5 6 7 8 9 10111 23 4 5 6 7 8 9 10 11

Figure 30 : chromatogramme de ’extrait éthanolique des feuilles de C. flammula (1) et (11),
acide ferulique (2), acide coumarique (3), acide tanique (4), acide gallique (5), acide caféique
(6), catéchine (7), quercetine (8), rutine (9), pyrocatechol (10) (A) : a la lumiere de jour. (B) :
observation sous une lampe UV. (C) : révélation par la vanilline sulfurique

D’apres la (Figure 30), on remarque que 1’observation a I’UV et la vanilline sulfurique

ont mis en évidence de nombreuses taches qui sont invisibles a 1’ceil nu.

Sous I’UV a 365nm, deux spots fluorescents de couleur bleue et un spot de couleur vert
sont observés qui peuvent correspondre au acides phénoliques et coumarine respectivement

(Benhammou et al., 2008 ; N’gaman Kohué et al., 2009 ).
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D’apres la figure 28, la tache verte (F3) s’intensifie en faveur de la présence des
coumarines (R¢=1) et les deux taches (F1 : R¢ = 0,35 et F2 : Ry = 0,67) sont devenues vert-

grises dont la F2 a un R¢ proche a celui de la rutine (R= 0,63).

I1I. 3. 2 CCM DE L’EXTRAIT ETHANOLIQUE DE FEUILLE DE P. LENTISCUS

(A)

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11

(B) ©

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 1 23 4 5 6 7 8 9 10 11

Figure 31: chromatogramme de 1’extrait éthanolique des feuilles de P. lentiscus (1) et (11),
acide ferulique (2), acide coumarique (3), acide tanique (4), acide gallique (5), acide caféique
(6), catéchine (7), quercetine (8), rutine (9), pyrocatechol (10) (A) : a la lumiere de jour. (B) :
observation sous une lampe UV. (C) : révélation par la vanilline sulfurique

A T’ceil nu, un sillon de coloration jaune a été€ obtenu tout au long du trajet de migration
des deux dépots des extraits qui est due probablement a la présence de flavonoides. Sous
lampe UV le sillon est devenue de couleur jaune-vert suggérant la présence de flavonols selon

N’gaman Kohué et al., (2009).
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Cependant, la révélation par la vanilline sulfurique a permis d’obtenir trois taches (F1,
F2, F3) et une quatriéme tache qui n’a pas migré, de couleur rouge semblable a celle de
catéchine, cela pourrait étre expliqué par la condensation et la concentration des composés de
haut poids moléculaires non séparés par ce systeme. Selon Glavnik et ses collaborateurs,
(2009) une coloration rouge est obtenue suite a la réaction de la vanilline avec (+)-catéchine et
(—)-epicatéchine), encore une fois cela témoignerait de la richesse de cet extrait en tannins

condensés.

La fraction F1 avec un Rf de 0,57 apparait sous une couleur marron qui est
probablement un gallotannin selon Meller-Harvey, (2001). La fraction F2 (Rf=0,67) est de
couleur grise similaire a celle exhibée par I’acide caféique suggérant la présence de ce dernier
dans I’extrait. Une derni¢re fraction F3 (Rf=0,85) a une couleur vert-gris dont le Rf est
proche a celui de I’acide gallique (Rf=0,83). Ce composé¢ a déja été détecté par Topeu et al.,
(2007) et par Remila et al.,, (2015) et Mehenni et al., (2016) au niveau des feuilles de P.

lentiscus.
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III. 3. 3 CCM DE L’EXTRAIT ETHANOLIQUE DE FRUIT DE P. LENTISCUS

A

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11

(B) ©

1 23 4 5 6 7 8 9 10111 23 4 5 6 7 8 9 1011

Figure 32: Chromatogramme de 1’extrait éthanolique des fruits de P. lentiscus (1) et (11),
acide ferulique (2), acide coumarique (3), acide tanique (4), acide gallique (5), acide caféique
(6), catéchine (7), quercetine (8), rutine (9), pyrocatechol (10) (A) : a la lumiere de jour. (B) :
observation sous une lampe UV. (C) : révélation par la vanilline sulfurique

A la lumiere de jour, une tache jaunatre est visualisée et sous lampe UV deux
fluorescences bleues sont observées qui correspondent selon Dohou ef al., (2003) aux

flavonoides.
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La révélation par la vanilline sulfurique a permis de caractériser sept fractions avec une
tache de couleur vert-gris qui n’a pas migré. Les fractions F1 (Rf=0,10) et F2 (Rf=0,31) ont
notées la méme coloration que celle du dépot (vert-gris). Les deux autres fractions (F4, F5)
apparaissent sous une couleur grise-clair avec des rapports fronteaux de 0,59 et 0,63

respectivement

Par ailleurs, la fraction F3 (Rf=0,50) a une coloration mauve qui correspondrai selon
Dohou, (2003) au anthocyane. La fraction F6 (Rf=0,83) est de couleur rose-violette suggérant
la présence de flavan-3-ol ou la nature tri-terpénique de saponoside (Dohou et al., 2003;
Mueller-Harvey, 2001). Une tache violette foncée (F7) a été visualisée (Rf= 1), ce spot est
probablement un acide ellagique d’aprés Mueller-Harvey, (2001).

Au terme de cette partie de la caractérisation par CCM des extraits éthanoliques des
deux plantes Pistacia lentiscus et Clematis flammula, on peut conclure que le systéme
d’¢lution a mis en évidence un nombre de spots qui correspondraient selon la littérature, a des
terpenes, a des flavonoides, acide gallique, a la catéchine...etc. Cela renforce les résultats de
dosages quantitatifs obtenus, en témoignant la richesse et de la diversité des composés des

extraits qui sont peut-étre a I’origine du potentiel antioxydant noté au cours de cette étude.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les plantes médicinales et aromatiques sont la source de la majorité des antioxydants
naturels, elles restent encore peu exploitées dans le domaine médical.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées a 1’étude des extraits éthanoliques de
deux plantes locales, il s’agit de feuilles et fruits de Pistacia lentiscus et les feuilles de
Clematis flammula qui ont fait 1’objet d’une étude préliminaire a savoir le dosage des
composés phénoliques, 1I’évaluation de leur activité anti-radicalaire, activité chélatrice du fer,
leur pouvoir réducteur, ainsi que la caractérisation qualitative par chromatographie sur couche

mince.

L’analyse quantitative des différents composés a prouvé la richesse de 1’extrait de
feuilles de Pistacia lentiscus en composés phénoliques, en comparaison avec 1’extrait de fruit
de la méme plante et de feuilles de Clematis flammula, avec des taux élevés en flavonols
glycosylés (823,563+ 3,28 mg équivalent la cyanidine-3- glucoside/ 100g d’extrait), phénols
totaux (292,67+7,29 mg équivalent Cat/ g d’extrait), tannins (99,33+7,89 mg équivatent AT/g
d’extrait), proanthocyanidines (73,70+4,10 mg équivalentCat/g d’extrait), les anthocyanes
(22,56+1,18 mg équivalent C3G/100g d’extrait) et les flavonoides avec 20,14+1,04mg
équivalent Q/g d’extrait. Par ailleurs, 1’extrait de feuilles de Clematis flammula a noté les

teneurs les plus élevées en anthocyanes avec 27,13+2,24 mg équivalent C3G/100g d’extrait.

A partir des résultats obtenus concernant 1’évaluation des activités antioxydantes, on a

constate que :

» L’¢étude de I’activité anti-radicalaire des deux plantes, a montré que les extraits de P.
lentiscus (feuilles et fruits) ont présenté les pourcentages les plus élevés (90,69+1,52 -
94,64+0,18) % pour ’effet scavenger contre le DPPH et (93,04+12,51 - 97,3943,6%2)
contre le H,0,.

» L’¢étude de I’activité antioxydante par le test FRAP a indiqué que les feuilles de P.
lentiscus ont exhibé les meilleures activités réductrices en comparaison aux fruits de la
méme plante et les feuilles de C. flammula avec une valeur de 491,72+15,48 mmol
équivalent Ac. Ascorbique/g d’extrait.

» L’activité chélatrice du fer révele que 1’ICsy la plus faible a été enregistrée par les
fruits de P.lentiscus qui ont exprimé 1’effet chélateur le plus important (ICso= 1861,86
pug/ml).

» Des corrélations positives ont été enregistrées entre la teneur en différents composés et

les activités antioxydantes étudiées.
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» Ces résultats quantitatifs ont été confirmés par les résultats de I’analyse qualitative par

chromatographie sur couche mince ou différents composés ont été révélé présents dans

les extraits bruts des deux plantes.

L’ensemble des résultats obtenus, au fil de cette ¢tude, n’est qu’une étape préliminaire,

Alors il est souhaitable d’accomplir et d’enrichir ce travail par :

L’évaluation des activités antioxydants des fractions chromatographiques issues des
extraits étudiés,

L’évaluation des activités biologiques des différents extraits in vivo,

L’étude d’autres parties des plantes étudiées a savoir les racines par exemple.

Dosage d’autres composés bioactives comme les caroténoides, et caractérisation des
composés responsables de 1’activité antioxydant par les différentes méthodes telles
que la HPLC, RMN, SM.. .etc.

L’étude de la toxicité de ces deux plantes afin de déterminer le seuil toxique et

I’intervalle thérapeutique.
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Annexe 01 : Droite d'étalonnage des flavonoides.
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Annexe 02 : Droite d'étalonnage des phenols totaux.
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Annexe 03 : Droite d’étalonnage des tannins.
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Annexe 04: Droite d’étalonnage des proanthocyanidines.
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Annexe 05 : Corrélation entre I’effet scavenger DPPH et les teneurs en phénols totaux (A),
flavonoides (B), Tannins (C), proanthocyanidines (D), anthocyanes (E), et flavonols glycosylés
(F) de feuilles de Pistacia lentiscus.



ANNEXES

120 - 120 -
- (A) = (B)
o =)
<100 - . <100 - IS
Q, r=0,75 Q,
T g0 - ¢ T g ¢
3 3 r=-002
5 60 S 60 -
D (@]
o c
L 40 - $ 40 -
(1] 1]
3 ]
B 20 3 20 -
LIJ O T T T 1 Lu O T T T T 1
280 285 290 295 300 85 19 195 20 205 21
Phénols totaux mg Eq Cat/ g d'extrait Flavonoides mg Eq Q/g d'extrait
120 - (C) 120 1 (D)
< S
00 - < 100 -
§* @]
o ~
80 - / T 80 -
T80 r=0,79 ©
© ‘ S 4
560 - S 60
5 S 4.0
540 - 8
3 o
820 - 2 20 1
Lu 0 O T T 1
65 70 75 80
90 % 100 105 110 Proanthocyanidines mg Eq Cat/ g
Tannins mg Eq Ac T/g d'extrait d'extrait
120 (E) 120 - (F)
S S
<100 - <100 -
o) Q
T 80 - I 80 2
g S r=-0,84 o
S 4
’% 60 - qé 60
(5]
> 40 - 5 40
] A
T 20 - g 20 1
T L
Y 0 ‘ ‘
21 22 23 24 0 >00 1000
Antocyanes mg Eq C3G/ 100 g d'extrait Flavonols glyco;Yéii:;ﬂ Eq C3G/100g

Annexe 06 : Corrélation entre I’effet scavenger H2O> et les teneurs en phénols totaux (A),
flavonoides (B), Tannins (C), proanthocyanidines (D), anthocyanes (E), et flavonols glycosylés
(F) de feuilles de Pistacia lentiscus.
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Annexe 07 : Corrélation entre le pouvoir réducteur FRAP et les teneurs en phénols totaux (A),
flavonoides (B), Tannins (C), proanthocyanidines (D), anthocyanes (E), et flavonols glycosylés
(F) de feuilles de Pistacia lentiscus.
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Annexe 08 : Corrélation entre la chélation du fer et les teneurs en phénols totaux (A),
flavonoides (B), Tannins (C), proanthocyanidines (D), anthocyanes (E), et flavonols glycosylés
(F) de feuilles de Pistacia lentiscus.
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Annexe 09 : Corrélation entre 1’effet scavenger DPPH et les teneurs en phénols totaux (A),
flavonoides (B), Tannins (C), proanthocyanidines (D), anthocyanes (E), et flavonols glycosylés
(F) de fruits de Pistacia lentiscus.
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Annexe 10 : Corrélation entre 1’effet scavenger H20> et les teneurs en phénols totaux (A),
flavonoides (B), Tannins (C), proanthocyanidines (D), anthocyanes (E), et flavonols glycosylés
(F) de fruits de Pistacia lentiscus.
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Annexe 11 : Corrélation entre le pouvoir réducteur FRAP et les teneurs en phénols totaux (A),

flavonoides (B), Tannins (C), proanthocyanidines (D), anthocyanes (E), et flavonols glycosylés
(F) de fruits de Pistacia lentiscus.
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Annexe 12: Corrélation entre la chélation du fer et les teneurs en phénols totaux (A),
flavonoides (B), Tannins (C), proanthocyanidines (D), anthocyanes (E), et flavonols glycosylés
(F) de fruits de Pistacia lentiscus.
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Annexe 13 : Corrélation entre I’effet scavenger de DPPH et les teneurs en phenols totaux (A),
flavonoides (B), tannins (C), proanthcyanidines (D), anthocyane (E) et falvonols glycosylés
(F) des extraits de feuilles de C. flammula.
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Annexe 14 : Corrélation entre 1’effet scavenger de I’H20: et les teneurs en phenols totaux
(A), flavonoides (B), tannins (C), proanthcyanidines (D), anthocyane (E) et falvonols
glycosylés (F) des extraits de feuilles de C. flammula.
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Annexe 15 : Corrélation entre le pouvoir réducteur (FRAP) et les teneurs en phenols totaux
(A), flavonoides (B), tannins (C), proanthcyanidines (D), anthocyane (E) et falvonols
glycosylés (F) des extraits de feuilles de C. flammula.
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Annexe 16 : Corrélation entre le pouvoir chelateur du fer et les teneurs en phenols totaux (A),
flavonoides (B), tannins (C), proanthcyanidines (D), anthocyane (E) et falvonols glycosylés

(F) des ext

raits de feuilles de C. flammula.
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Annexe 17 : Les différentes composes de genre Clematis (Chawla et al., 2012).

Composés -lbotanolide B -Calceolarioside B -Clemomandshuricoside A, B et C
phénoliques -D-ribono-y-lactone  -Tricosamol -Acide heptacosanoique
Anémonines -Anémonine  -Protoanémonine -Ranunculine

Huiles volatiles | -Acide hexadecanoique -Acide palmitique -Phytol  -Acide linoléique
-Acide myristique -5-hydroxymethyl-2-furaldehyde -Acide vanillique
-Acide 3-methoxy-4-hdroxy benzoique -Acide para-coumarique
-Coniferaldehyde  -Acide caféique - Acide ferulique -Acide isoferulique
-Acide 5-hydroxy-4-oxo-pentanoique  -3-Hydroxy-4-methoxy benzaldehyde

-5-Hydoxymethyl-5H-furan-2-one -Inositol  -Acidebehynique
Coumarines -4,7-Dimethoxy-5-methyl coumarine  -4,6,7-Trimethoxy-5-methyl coumarine

-7-Hydroxy-4,6-dimethoxy-5-methyl -coumarine -siderine  -scopoletine
Steroids -Stigmasterol  -5-a-Stigmastane-3-p-6-a-diol - Daucosterol - B-Sitosterol

-Stigmasterol-3-0-p-D-glucopyranoside  -B-Sitosterol--D-glucoside
-3-B-Hydroxy-stigmast-5,22-dien-7-one - B-Amyrine  -a-Amyrine

Lignanes -Armandisine  -Clemastanine B - Salvadoraside  -Clemaphenol A
-Liriodendrine  -Isolariciresinol
Flavonoides -Linarine  -Apigenine  -Apegenine-7-0-B-D-glucoside -Isovitexine

-Apeginine-6,8-di-C-B-D-glucoside -Terniflorine -Isokaempferide-Kaempférol
-4,7-Dimethoxy —kaempférol -Vitaboside -Kaempférol-3-o0-glucoside -Clematine
-Kaempférol-3,7-o0-dirhamnoside -Ternoflosidde A -Resokaempférol -Genistein

-Hespérétine -Liquiritigenine -Naringenine -Tectoridine-Pueranine -Luteoline

3-0-Methylluteoline -Quercétine -Isoquercétine -Rutine -Hirsutine -Hyperine
-Quercétine-3-0-B-D-glucopyranosyl -Quercétine-3,7-o-diglucoside
-3,3",7-Trihydroxy-4,5-dimethoxy flavone -3, 5, 7, 3"-Tetrahydroxy flavone
-5, 7, 3°,5 -Tetrahydroxy dihydroflavone

-3,3,7-Trihydroxy-4,5-dimethoxy flavone

-3',4°, 5, 7-Tetrahydroxy-6-C-glucopyranosyl flavone

Alcaloides -Corytuberine -B-Magnoflorine -a-Magnoflorine -Clemaine
-Choline - Me-7-Methoxy-3-indolecarbonate
-Me-7-0-a-L-rhamnopyranosylds 6) B-D-glucopyranosyl-3-indolearbonate

Saponines -Acide hederagenique -Clematichinenoside A et B -Prosaponine
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-Kizutasaponine

-Prosagenine CP1;1 -Clematoside S

-Orientaloside F et H
-Vitalboside B et D

-Clematibetoside A et C

-Saponine 1, 2, 3 et5

-Clematoside C, AET B

-Hederasaponine B

- a-Hederine

-Clematiganoside A
-Clemontanoside C
-Songaroside -Huzhangoside D

-Tanguticoside A et B -Saponine PK

-Prosaponine

-Hederacholichiside F
-Vitalboside F

-Clemastanoside

-Dipsacoside B

-Clematernoside C -Acide oleanolique
-Clematichinensoide C
-Clematomandshurica saponine A, B, C, D, E

-Acide ursalique -Acide arjunolique -Acide quinatique




Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la flore Algérienne, on s’est
intéressé a 1’étude des extraits ethanoliques de deux espéces locales Pistacia lentiscus (feuilles, fruits)
et Clematis flammula (feuilles) via un screening phytochimique et 1’évaluation de Dactivité
antioxydante par différents tests (piégeage des radicaux DPPH et H,0,, méthode FRAP et chélation du
fer). L’analyse quantitative a révélé la richesse de I’extrait des feuilles de Pistacia lentiscus en
composés phénoliques par rapport aux autres extraits. Par ailleurs, les résultats des tests de ’activité
antioxydante ont montré que le lentisque (feuilles et fruits) a exhibé le meilleur effet anti-radicalaire
(DPPH, H,0,) avec un pourcentage d’inhibition supérieur a 90%. En outre, le pouvoir réducteur le
plus fort est marqué par I’extrait des feuilles de P. lentiscus (491,72 + 15,48 mg équivalent Ac.
Ascorbique/g d’extrait). Par contre, I’extrait de fruits de cette derniére a présenté 1’activité chélatrice la
plus importante avec une ICsy de 1,86 mg/ml. L’analyse qualitative par CCM a mis en évidence la
présence de quelques composés phénoliques dans les extraits bruts des deux plantes étudiées.
L’ensemble des résultats obtenus confirment le pouvoir antioxydant de ces deux plantes, et encourage
la suite des recherches entamées sur les activités biologiques qui sont liées a cette activité antioxydant
en premier lieu, et cela afin de prouver scientifiquement I’utilisation de ces deux plantes.

Mots clés : Pistacia lentiscus, Clematis flammula, chélation du fer, activité anti-radica laire, CMM.

Abstract

As part of the valoorisation of medicinal plants of the Algerian flora, we were interested in the
study of ethanol extracts of two local species Pistacia lentiscus (leaves, fruits) and Clematis flammula
(leaves) via a phytochemical screening and evaluation of antioxidant activity by different tests (DPPH
radical scavenging and H,0,, FRAP method and iron chelating activity). The quantitative analysis
revealed the richness of leaves extracts of Pistacia lentiscus in phenolic compounds compared to other
extracts. Furthermore, the results of antioxidant activity tests showed that the mastic tree (leaves and
fruits) exhibits the best anti-radical effect (DPPH, H,0O,) with a percentage of inhibition greater than
90%. Furthermore, the leaves extract of P. lentiscus marked the strongest reducing power (491,72 +
15,48 mg equivalent Ascorbic Acide / g of extract). On the other hand, the fruits extract of the latter
presented the highest chelating activity with an ICso of 1,86 mg/ml. Qualitative analysis by TLC
showed the presence of some phenolic compounds in crude extracts of both plants tested. Results
obtained confirm the antioxidant power of the two plants, and push towards completing the
preliminary research related to this activity and this in order to validate scientifically the use of these
two plants.

Key words: Pistacia lentiscus, Clematis flammula, iron chelating activity, radical scavenging activity,
TLC.
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