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Introduction

Le métabolisme cellulaire normal de I’ oxygéne produit quotidiennement des radicaux
libres, composés tres réactifs comportant au moins un électron célibataire et nécessaires a des
meécanismes vitaux. La superproduction de ces especes chimiques peut avoir des effets
délétéres sur plusieurs molécules cellulaires (lipides, ADN, protéines et glucides), entrainant
ainsi le stress oxydant (Favier, 2003). Ce phénomene oxydatif peut étre défini comme étant la
rupture d'équilibre entre la production d’ éléments oxydants et mécanismes de défenses
antioxydants. Ce déséquilibre est a I’origine de plusieurs maladies telles que les maladies

cardiovasculaires, les cancers et les maladies neurodegénératives (Guinebert et al., 2005).

L’ organisme se protége en permanence contre la formation et |’agression de ces
oxydants grace a un systeme de défense cellulaire, complété par les apports alimentaires en
substances antioxydants tels que les vitamines, les caroténoides et les composés phénoliques.
Ces derniers sont des métabolites secondaires tres rependus chez les plantes (Pincemail et al.,
2007) .

La reconnaissance des composés phénoliqgues comme des antioxydants naturels est
maintenant bien acquise et est pour une part al'origine du regain d'intérét que |'on porte a ces
composes dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie. En effet, un tres grand
nombre de données expérimentales plaide aujourd hui en faveur de leur implication dans la
prévention de diverses pathologies associées au stress oxydant telles que les cancers, les

maladies cardio-vasculaires et les maladies inflammatoires (Macheix et al., 2005).

Ces pathologies, traitées avec les plantes médicinales, aors il est fort probable d'y
dégager des molécules de nature phénoliqgue qui agissent spécifiguement contre ces

pathologies vialeurs propriétés antioxydantes.

A cet effet, la présente étude s éalera sur |’ évaluation de I activité antioxydante in vitro,
des extraits d’ écorce et de feuilles de Fraxinus angustifolia de lafamille des Oléacées utilisée
localement comme reméde contre de nombreuses pathologies, notamment le pouvoir
réducteur (FRAP) et | activité scavenging du radical (ABTS™), anion super oxyde et nitrique
oxyde, par lasuite, I’isolement des fractions douées de cette activité par chromatographie sur
colonne et leur caractérisation par chromatographie sur couche mince afin d'identifier les

composes responsabl es de cette activité.
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I. Lesradicaux libres
[.1. Définition

Les radicaux libres sont des espéces chimiques, atomiques ou moléculaires,
contenant un ou plusieurs éectron(s) libre(s) non apparié(s) sur leurs couches externes
(Lehucher-Michel et al., 2001). Cet éat leur confére une instabilité énergétique et
cinétique. Ils apparaissent soit au cours de la rupture symétrique d’une liaison covaente
(fission homolytique) pendant laguelle chaque atome conserve son éectron soit au cours
d’une réaction redox avec perte ou gain d'un électron a partir d'un composé non radical
(Koecchilin-Ramonatxo, 2006). Du fait de leur caractére trés éectrophile, les espéces
radicalaires vont tenter de rapparier leurs éectrons célibataires en agressant toute molécule
susceptible de se faire arracher un électron (Lehucher-Michel et al., 2001).
|.2. Especes oxygénéesréactives (EOR)

L’ appellation especes oxygenées réactives (EOR) inclut les radicaux libres de
I”oxygene (radical superoxyde, radical hydroxyle, monoxyde d’ azote, etc....) mais aussi
certaines dérivés réactives non radicalaires dont la toxicité est plus importante tels que le
peroxyde d hydrogéne et le peroxynitrite (Fantaine et al., 2002; Bartosz, 2003 ; Halliwell
et Whiteman 2004) (Tableau I).

Tableau |. Les principales especes oxygénées réactives générées dans les systémes biologiques
(D’ apres Bartosz, 2003).

Especesradicalaires

Anion superoxyde 0
Radical hydroxyl OH’
Monoxyde d’ azote NO

Especes non radicalaires

Peroxyde d’ hydrogene H,0;
Acide hypochlorique OHCL
Oxygene singulier 'o,

Peroxynitrite ONOO
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L’instabilité des EOR rend difficile leur mise en évidence au niveau des différents
milieux biologiques. Leurs constantes de vitesse réactionnelle varient selon leurs natures,
elles sont trés élevées et peuvent aller de 105 41010 mol-1l S1- . Ladurée de vie des EOR
est extrémement trés courte de lanano alamilli seconde (L ehucher-Michel et al., 2001).

En effet, latoxicité des EOR n’est pas nécessairement corrélée avec leur réactivité,
dans plusieurs cas des espéces peu réactives peuvent étre a |’ origine d’ une grande toxicité
en raison de leur demie vie longue qui leur permet de se diffuser et gagner des locations
sensitives ou elles peuvent interagir et causer des dommages a longue distance de leurs
sites de production (Kohen et nyska., 2002).

[.3. Nature et sources cellulairesdes EOR

Les EOR se forment de fagon parasitaire dans toutes les réactions biochimiques
comportant le transfert d’'électrons ou la participation de I'oxygéne. Divers types
cellulaires et tissus donnent naissance aux EOR par des réactions enzymatiques ou par
auto-oxydation au cours de leur métabolisme normale et parfois en réponse a un stimulus

spécifique. Dans ce contexte, plusieurs exemples peuvent étre cités. (Figure 1).

NAD(P)H

Oxidases

02-. — HzOz

Xanthine
Oxidase

Heme 02-‘ > H202

Oxygenase
Lipoxygenases 'i\p

=
Q
A =y, S e

3 1
T MPO)) o H:0, Cyto P450 L;IZ/E

monoxygenase
o Coupled Uncoupled -
0, eNOS eNOS 0, ~— H,0, o=
P S e -
gL Z= <5 @5 cyck- -

Figure 1 : Principales sources des radicaux libres (Griendling et Fitzgerald, 2003).
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[.3.1. Leradical anion superoxyde

Par sa configuration éectronique |’ oxygene moléculaire est un radical, il possede
en effet deux électrons non appariés, heureusement un blocage cinétique limite sa
réactivité ; les spins de ses deux éectrons son paralées lui attribuant une stabilité
relativement grande. Cependant, dans I’ organisme, une partie de cet oxygene moléculaire
peut capter d'une maniére univalente un éectron conduisant a la formation du radical
superoxyde (O,*") (Koecchilin-Ramonatxo, 2006).

O,+e’ » O,

La source principae de ce radicad est la chaine de transport d' électrons

mitochondrial (Bartosz, 2003) au niveau du complexe | (NADH /ubiquinone
oxydoréductase) et du complexe I11 (ubiquinol /cytochrome ¢ oxydoréduction) (Chiarugi et
Fiaschi, 2007). Environ 0 a5 % de I'oxygéne moléculaire utilisé par les mitochondries est
partiellement réduit par des électrons qui séchappent des transporteurs d’ électrons de la
chaine respiratoire (Bartosz, 2003).

D’ autres chaines de transport d' é ectrons (péroxysomes et microsomes) contribuent
pareillement a la production du O,* dans les cellules en aérobiose. Les cytochromes P450
et b5 de la chaine de transport d éectrons des microsomes peuvent produire des EOR
quand ils interrompent le cycle redox normal et détournent le flux d’électrons vers I'O;
(Sevanian et al.,1990).

Le stresse respiratoire (respiratory burst) des polynucléaires neutrophiles constitue
une source cellulaire importante de |’anion superoxyde qui est produit au niveau de la
NADPH oxydase, un complexe enzymatique formeé de plusieurs sous unités. Cette enzyme
normalement inactive est activée lorsque la cellule phagocytaire est stimulée pour produire
le O,*" Cette production est a I’ origine de la synthése de molécules comme le peroxyde
d’ hydrogéne (H,O,) ou I’ hypochlorite (CIO*) indispensables a la digestion du matériel
phagocyté (Babior et al,.2002).

NADPH oxydase
ADPH + 20, » NADP" +H +20,"
L e systéme enzymatique xanthine/xanthine oxydase intervient aussi dans la production du

superoxyde au cours de |I’oxydation de la xanthine en acide urique selon la réaction

suivante :
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Xanthine oxydase
Xanthine + 20, + H,0 » Acideurique+ 205" + 2H"

De nombreuses molécules peuvent étre substrats de réactions d’ auto-oxydations
(non enzymatique), comme le glucose, les monoamines (dopamine, noradrénaline,
adrénaline) I’hémoglobine, conduisant également a la formation du superoxyde (Bartosz,
2003).

Ce radical est peu réactif mais représente le précurseur d’ especes plus oxydantes.
Avec |"apport d'un autre éectron il devient un ion peroxyde O,** qui & son tour avec

I’ ajout de deux ions hydrogéne (2 H") produit |e peroxyde d’ hydrogéne (H20,).

[.3.2. Le peroxyde d’hydrogéene
Le peroxyde d hydrogene (H.O,) se forme par la dismutation spontanée ou
enzymatique du radical superoxyde (Pal Yu, 1994), La dismutation enzymatique est
catal yseée principalement par la superoxyde dismutase (SOD).
(SOD)
20, + 2H" > O2 + Hz0,

A coté dela SOD, il existe d’ autres enzymes produisant H,O,, comme |es oxydases
présentes particulierement dans |es peroxysomes (kohen et nyska et al., 2002). Cependant,
certaines de ces oxydases comme la glycoxylate oxydase, la D-aminoacide oxydase
peuvent catalyser directement la réduction divalente de I’ oxygéne moléculaire produisant
ainsi le peroxyde d’ hydrogéne sans formation du radical superoxyde (Del Rio et al., 1996),
le foie est I’organe central de cette production. Les microsomes sont responsables dans
80% de la concentration d’'H,O, généré in vivo dans les sites hyperoxiques (Vako et al.,
2006) .

L’ absence de charge a sa surface rend cette EOR tres lipophile et peu réactif en
milieu aqueux, le peroxyde d’hydrogéne peu néanmoins étre considéré comme un dérive
réactif de I’ oxygene potentiellement toxique car sa faible réactivité associée a sa capacité
de traverser les membranes biologiques fait qu’il peu se retrouver a une grande distance de
son lieu desynthese, il peut alors participer a la biosynthése du radical hydroxyle (Pal Yu,
1994 ; Cash et al., 2007).
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1.3.3. Leradical hydroxyle
Leradical hydroxyle (OH®) est formé principalement par |a dégradation du H,O, en
présence de métaux de transition sous leur forme réduite, ains H,O, associé a du fer

ferreux conduit alaréaction de Fenton :

Fe" +H.0 , >  Fe”+OH +OH*

H202 peut également réagir avec le radical superoxyde, aboutissant a la production

du OHe, ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et Weiss (Sorg,2004).

Fe (I1)/Cu (1)
02" + H,0, > O+ OH +OH*

D'autres voies de formation du OH® sont : la décomposition de I’acide
peroxonitrique et la réaction de |’ acide hypochloreux avec O2° (Bartosz, 2003). Avec une
demi vie de I’ ordre de la nanoseconde, le radical hydroxyle est le plus réactif de toutes les
especes dérivées de |I'oxygene, il réagit avec de nombreuses espéces moléculaires se
trouvant dans son voisinage (protéine, lipide, ADN) entrainant ainsi de multiples
dommages, il apparait comme |’ espéce réactive ayant une responsabilité majeur dans la
cytotoxicité des radicaux libres (Guetteridge, 1993).

1.3.4. Le monoxyde d’ azote
Le monoxyde d’azote (NOe) est produit chez les organismes supérieurs par
I”oxydation de I’un des atomes N terminaux de la L-arginine, cette réaction est catalysée

par la nitrigue oxyde synthase (NOS) (Sorg, 2004) selon la réaction suivante :

Nitrigue oxyde synthase

O, + Arginine + NADPH »NO® + Citrulline + H,0O + NADP*
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Cette production est physiologique et joue un rble maeur dans la
neurotransmission, régulation de la pression sanguine, mécanisme de défense, relaxation
des muscles lisses, et régulation immune (Vako et al., 2007). Mais a forte concentration,
le NO devient délétere pour les cellules notamment en réagissant avec le O2e- pour former
un puissant oxydant le peroxynitrite (ONOOe) qui peut secondairement se décomposer en

d’ autres oxydants comme le NO2 et le OHe (Densiov et Afanas ev, 2005).

[.3.5. L’ oxygene singulier

Il peut ére produit par plusieurs réactions biochimiques d’ oxydation incluant la
peroxydase et la lipooxygénase, par la réaction entre divers EOR ou en présence de la
lumiere, d’oxygeéne et de photosensibilisateur comme la porphyrine, tel est le cas de la
porphyrie erythropoétique- congénitale (Sorg, 2004).

Lumiére + photo sensibilisateur

%0, » 10,

Ozo- +M (n+1)+ > 102 +M n+
H,0,+ ONOO » '0,+NO;,-+H,0
H,0, + ClO » 10,+ClI'+H,0

Les EOR apparaissent donc comme des mol écul es produites par divers mécanismes
physiologiques. A certaines doses, elles sont utiles a I’ organisme, mais leurs productions
peuvent devenir excessives ou résulter de mécanismes toxiques exogenes a I’ organisme tel
que les radiations ionisantes, les radiations UV, les xénobiotiques pro-oxydants et les

cytotoxines pro-inflammatoires (Fukagawa, 1999;Beaudeux et al, 2006).

|.4. Stress oxydant et cibles moléculaires
[.4.1. Leslipides

Les premiéres cibles des ROS sont les lipides, notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés
(AGPI) sont trés sensibles a I'oxydation en raison de leur degré élevé dinstauration
(Flourie et al., 2006 ; Koechlin-Ramonatoxo, 2006).
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L'oxydation des lipides génére des peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes tres
réactifs. La peroxydation de lipides induit une modification de la fluidité, et de la
perméabilité des membranes (Hong et al, 2004). Elle fournit également une grande variété
de produits qui peuvent réagir avec les protéines et I'ADN (Fukagawa, 1999; Marnett,
2000 ; Beaudeux et al, 2006). Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique,
I'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonena (4-HNE) sont étudiés
comme marqueurs de la peroxydation lipidique (Canakci et al., 2005). La peroxydation

lipidique, se déroule en trois étapes suivantes (figure 2) :

« I'initiation: I'attaque par un radical OHe du groupement méthyléne présent entre
deux doubles liaisons d'acide gras polyinsaturés produit un radical carboné Re
(OHe enléve un atome d’ hydrogene du CH2 puis les doubles liaisons subissent un
réarrangement moléculaire conduisant a la formation de dienes conjugués), en
présence d'Oxygene le radical carboné est transformeé en radical peroxyle ROe;
(Martinez-Cayuela, 1995).

< la propagation: le radica ROe 2 enleve un hydrogene a un acide gras insaturé
(AGPI) voisin qui a son tour produira un radical Re puis un radical RO 2, une
réaction en chaine sinstale. En présence de métaux de transitions, les
hydroperoxydes formés peuvent subir un clivage au niveau des liaisons C-C pour
donner naissance a divers produits de décompositions ; le malondia dehyde (MDA)
et le 4-hydroxynonéal représentant les produits les plus toxiques de |a peroxydation
lipidique (Martinez-Cayuela, 1995 ; Lehucher-Michel, 2001).

% la terminaison : cette phase consiste a former des composés stables issus de la
rencontre entre deux especes radicalaires ou le plus souvent par la réaction d’'un
radical avec une molécule antioxydante (Khohen et Nyska., 2002).
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Figure 2. Etapes de la peroxydation lipidique (Sachdev et Davies, 2008)

[.4.2. Lesprotéines

De fagon comparable al'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles

d'étre oxydées par |es especes oxygenés réactives. Cette oxydation provogue I'introduction

d'un groupe carbonyle ou hydroxyle dans la protéine (Dean et al., 1997; Ré et al, 2005).

Ces réactions d'oxydation, fréquemment influencées par les cations métalliques comme le

Cu2+ et le Fe2+ et Peuvent étre classées en deux catégories :

¢+ Cassure des liaisons peptidiques et modification de la chaine protéque.

% Modifications des peptides par addition de produits issus de la peroxydation

lipidique.

Ces changements sont tels guils conduisent a une modification structurae des

protéines dont les conséquences sont majeures (perte de la fonction catalytique, fonction

antigénicité, augmentation de la sensibilité aux protéases...) (Martinez-Cayuela, 1995 ;
Lehucher-Michel et al., 2001 ; Vako et al,. 2007).
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1.4.3. Lesacides nucléiques (ADN)

L'ADN qu'il soit nucléaire ou mitochondrial, est une cible majeure des ERO. Les
radicaux O, et OH peuvent interagir avec les désoxyriboses, les bases puriques ou
pyrimidiques de I'ADN, il en résulte : des bases oxydés, des sites abasiques, des adduits
intra-caténaires, des cassures de brins et des pontages ADN-protéines (Favier, 2003).
L’une des mutations les plus fréquentes est |’oxydation de la guanine en 8-hydroxy-
guanosine. Ces altérations structurales lorsgu'elles ne sont pas réparées entrainent a long
terme des dtérations géniques: cassures chromosomiques, mutations, délétions,
amplifications, a l'origine d'un dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéque
(Hartmann et Niess, 2000).

1.5. Conségquences biologique du stresse oxydant

En raison de leur réactivité élevée, les EOR interagissent avec toute une série de
substrats biologiques conduisant a I’ altération de I’homéostasie cellulaire de I’ organisme.
L e dysfonctionnement des systemes de régulation de I’ oxygene et de ses métabolites est a
I”origine du stress oxydant dont I'importance dans de nombreuses pathologies comme
facteur déclenchant ou associé a des complications lors de leur évolution est maintenant
largement démontré (Favier, 2003).

De nombreuses études, épidémiologiques et cliniques, indiquent que le stress
oxydant est potentiellement impliqué dans le développement d’ une centaine de pathol ogies
humaines différentes (Pincemail et al, 2002) allant de |’ athérosclérose (Harrison et al,
2003) au cancer (Valko et al., 2007) tout en passant par les maladies inflammatoires
(Densiov et Afanas’ ev, 2005), cardiovasculaires et vieillissement cellulaire (Favier, 2003),
neurodegénératives (Sorg, 2004) et le diabéte (Pal Yu, 1994). La plupart des ces maladies
apparaissent avec I'age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et
augmente la production mitochondria e de radicaux avec une diminution de |’ efficacité des

systemes de réparations et de dégradations des constituants oxydés (Sohal et al.,2002).

10
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« L’athérosclérose

Cest une étape de la maadie cardiague impliquant des dépbts de graisses a
I"intérieur des parois artérielles (Ceriello, 2004). L’ implication du stress oxydant dans cette
pathologie a été initialement révélée par I’ oxydation des LDL, ce mécanisme se double en
fait de I’augmentation de la production d’ espéces réactives de |’ oxygene par les cellules de
laparoi artérielle, qui concourt fortement a I’ atération des fonctions vasculaires, effecteur
majeur du processus d athérogénese et de fragilisation des lésions athéroscléroses
(Beaudeux et al ., 2006 (a)).

s Lapolyarthriterhumatoide

La polyarthrite rhumatoide est une maladie inflammatoire chronique qui concerne
le tissu cartilagineux de certaines articulations (Borg et Reeber, 2004). Une grande partie
de la connaissance sur le role de I’ O2” en pathologie articulaire a été acquise indirectement
par la présence de résidus nitrothyrosine dans le cartilage de patients atteints de
polyarthrite rhumatoide, ou par I’ action d ONOO' in vitro, démontrant que |’ association de
I’O2 avec le NO' est délétere pour le cartilage (Afonso et al.,2007).

% Levieillissement

La théorie radicalaire du vieillissement accorde un réle central au stress oxydant
(Harman, 1956). Cette théorie postule qu’initialement au cours du vieillissement un stress
oxydant s'installe et provoque le dysfonctionnement des cellules. L’ effet du vieillissement
sur la régulation de I’ équilibre pro/antioxydant est trés étudié sur de nombreux tissus tels
gue le ceeur, le muscle squelettique, le cerveau et le foie (Servais 2004).

s LesMaladies neurodegénératives

Le stress oxydant est impliqué dans de diverse maladie neurodégénératives telles
que la maladie de Parkinson et d'Alzheimer (Koechlin-Ramonatxo, 2006; Lim et
Murtijaya, 2006). Dans cette derniére les radicaux libres sont responsables de la mort
neurale qui pourrait étre liee a un phénomene d apoptose. La maladie de parkinson
saccompagne d'un stress oxydant en relation a la fois avec un dysfonctionnement
mitochondrial et un défaut de I’éimination des protéines oxydées par les protéasomes
(Gardes-Albert et al., 2003).

11
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|.6. Systemes de défenses antioxydants
Le maintien d'un niveau non cytotoxique des EOR est assuré par des systémes
d antioxydants. Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a
concentration relativement faible, dentrer en compétition avec dautres substrats
oxydables et ains retarder ou empécher I’ oxydation de ces substrats (Berger, 2006). Cette
définition fonctionnelle s applique a un grand nombre de substances, comprenant des
enzymes aux propriétés catal ytiques spécifiques, mais aussi de petites molécules hydro ou
liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence d’ anti-oxydants
dans tous les compartiments de I’ organisme, qu’ils soient intracellulaires, membranaires ou
extracellulaires (Buettner et al., 1996).
Dans notre organisme les antioxydants peuvent se diviser en systémes

enzymatiques et non enzymatiques (Goudable et Favier, 1997).
[.6.1. Systemes enzymatiques

Il s'agit principalement de trois enzymes ; la superoxyde dismutase (SOD), lacatalase
(CAT) et laglutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes ont une action complémentaire sur
la cascade radicalaire au niveau du O2 * et du H,O,, conduisant finalement a la formation
del’ eau et de |’ oygene moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001).

« Lasuperoxyde dismutase

Comme l'indique son nom, la superoxyde dismutase (SOD) accélére la dismutation de
I'anion superoxyde en peroxyde d hydrogéne (Afonso et al., 2007) selon la réaction
suivante :

O™+ Oy +2H" » H,0,+ 0O,
Il existe plusieurs isoenzymes de SOD ; SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-

SOD) et SOD a manganese (Mn-SOD) qui different selon la localisation chromosomique
du gene, leur contenu métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire
(Zelko et al., 2002).

% Lacatalase

Présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. Elle agit en
synergie avec la SOD puisque son role est daccélérer la dismutation du peroxyde

d'’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire (Sorg, 2004).

12
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“ Lesglutathions peroxydases et réductases
Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries.

La glutathion peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un rble trés
important dans la détoxification du peroxyde d’ hydrogene, et d hydro peroxydeés résultants
de I’oxydation du cholestérol ou d' acides gras en couplant la réduction de ces dérives
réactifs avec I’ oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH). La glutathion
réductase (GR), quant a elle, a pour role de régénérer le GSH a partir du GSSG tout en
utilisant le NADPH comme un cofacteur (Martinez-Cayuela, 1995 ; Sorg, 2004). Le

meécanisme réactionnel de cette détoxification enzymatique peut étre résume comme suit :

. N0)) CAT
€ .
0,——» 0 ———» H,0,———» H,0 +140,

GSH ¢y NADP® -
\ f,»f (\E\ | / \'x
GPy J GR| | G6PD)

fll' \ /
no £ \H;w: /\,\',\mru e

Figure 3 : Systeme de régénération du GSH.

[.6.2. Systemes non enzymatiques

Ce groupe renferme de nombreuses substances endogéenes parmi Les quelles on
peut citer le glutathion, I’ acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mélatonine et I’ acide
lipoique. De tous ces composés endogenes synthétisés par les cellules, le plus important est
le glutathion réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire) (Favier, 2003). La bilirubine est
capable de piéger les radicaux peroxyles et I’ oxygene singulier, protégeant ainsi I’ abumine
et lesacides grasliés al’ abumine des attaques radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993).

Les protéines chéatrices de métaux de transitions comme la ferriting, I’ abumine et
la céruloplasmine agissent en diminuant la disponibilité d’ agents pro-oxydants, comme les
ions Fe2+ /Fe3+ ou Cu2+/Cu+ permettant de prévenir la production des radicaux libres par

laréaction de Fenton (Martinez-Cayuela, 1995).

13
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Les oligodéments, tels que le sélénium; nécessaire a I’activité de nombreuses
enzymes, a savoir les glutathion peroxydases (Gpx) (Favier, 2003), le zinc, un
oligoélément essentiel dans la prévention des effets toxiques dus aux radicaux libres, il
joue un réle dans I’ activité et le maintien de la SOD qui est un piégeur capital des ions
superoxydes (Favier, 2003).

Le cuivre, un oligoéément dont le role est controverse: d’'une part, il intervient
comme coenzyme de la superoxyde-dismutase d autre part, il favorise la formation des
ERO (Goussard, 1999).

D’ autres substances exogenes apportées par |’ alimentation, telles que les vitamines
E (tocophéral), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en
piégeant les radicaux et en neutralisant |’ éectron non appari€, les transformant ainsi en
molécules stables (Pincemail et al., 2002 ; koechlin—ramonatxo, 2006). La vitamine
piégeuse devient a son tour un radical qui sera détruit ou régénéré par un autre systeme. A
titre d’exemple, lavitamine E est régénérée par la vitamine C, elle-méme régénérée par les
ascorbates réductases (Pincemail et al., 2002).

Les dérivés végétaux sont nombreux a étre utilises comme suppléments, qu'il
S agisse des principes extraits de légumes, d’ épices, de fruits ou de plants médicinaux. Ils
appartiennent a de nombreuses familles chimiques; acaoides, glucosides, dérivés
indoliques, mais celles de composés phénoliques, particulierement des acides phénoliques,
des flavonoides et des tannins ont donné le plus de molécules (Favier, 2003).

La reconnaissance des composés phénoliques comme antioxydants naturels est
maintenant bien acquise et est pour une part a l'origine du regain d'intérét qu'on leur porte
dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie. En effet, un tres grand nombre de
données expérimentales plaide aujourd hui en faveur de ces composés phénoliques dans la
prévention de diverses pathologies associées au stress oxydant telles que les cancers, les
mal adies cardio-vasculaires, les maladies ulcéreuses, le diabéte ou maladies inflammatoires
(Guedira, 2005 ;Macheix et al., 2005 ; Gardeli et al., 2008).
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I1. Les composés phénoliques
[1.1. Définition

L’ appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste
ensemble de plus de 8 000 molécules d'une extréme diversité (Edeas, 2007), allant de
mol écules phénoliques simples de bas poids moléculaire, tels les acides phénoliques, a des
composees hautement polymérisés comme les tannins (Lugasi et al., 2003 ; Cheynier,
2005) ; ces molécules présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure
d au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’ un nombre variable de
fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004 ; Lotito et Frei, 2006).

I1.2. Biosynthése des composés phénoliques
IIs sont synthétisés a partir de deux voies bio-synthétiques :
[1.2.1. Lavoiede shikimate

C’est une voie réactionnelle essentielle. Celle de I’ acide shikimique, qui conduit aprés
transamination et désamination, aux acides cinnamiques et a leurs dérivés, tels que les
acides benzoiques ou les phénols simples (Luttge et al., 2000).

1.2.2. Lavoiedel acétate

Cette voie issue de I'acétate, conduit a des poly [3-coesters (polyacétates) de
longueurs variables menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les
dihydroxy-1,8 anthraquinones ou les naphtoquinones. De plus, la diversité structurale des
composés polyphénoliques, due a cette double origine bio-synthétique est encore accrue
par la possibilité d'une participation simultanée des deux voies dans I’ élaboration de
composes d’ origine mixte, les flavonoides (Luttge et al., 2000).

I1.3. Classification des composés phénoliques

Les polyphénols naturels regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique, un ou plusieurs groupes hydroxyles et d’ autres
constituants. Ce sont communément subdivisés en phénols simples, acides phénoliques
(dérivés de I'acide benzoique ou cinnamique), coumarines, flavonoides, et en formes

polymeérisées : lignanes, lignines, tannins condensés (Bamforth, 1999).
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[1.3.1. Lesacides phénoliques

Le terme d’ acide- phénol peut s appliquer a tous les composés organiques possédant
au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton, 1999). Les
deux groupes essentiels des acides phénoliques sont les acides hydroxybenzoiques et les
acides hydroxycinnamiques. Ces derniers sont des dérivés de molécules non phénoliques
qui sont I’ acide benzoique et I’ acide cinnamique (Budic-Leto et al., 2002).
11.3.1.1. Lesacideshydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques présentent une structure de base de type C6-C1

(Figure 4), composée d'un noyau benzénique sur lequel vient s attacher une chaine
aliphatique a un carbone, Ces groupements hydroxyles phénoliques (OH) peuvent ensuite
étre methylés (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Figure 4: Structure générale des acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado
et Cheynier, 2006).

Tableau I1: Acides phénoliques dérivés de I’ acide benzoique (Guignard, 2004).

Nom R1 R2 R3

Acide benzoique H H H

Acide hydroxy-4- benzoique H OH H

Acide méthoxy-4- benzoique H OCH3 H

Acide protocatéchique OH OH H
Acide gallique OH OH OH
Acide vanillique OCH3| OH H
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11.3.1.2. Lesacides hydroxycinnamiques

C’est une classe tres importante, dont la structure de base est de C6-C3 (Figure 5),
dérivée de celle de I'acide cinnamique (Macheix et al., 2006). Ces molécules ont une
réactivité chimique grace aux modifications du cycle benzénique, dont la molécule de base
est appel ée phényle propanoide (I’ acide caféique, p-coumarique, férulique et sinapique) qui
sont produits par des séries d’ hydroxylation et de méthylation (Cheynier, 2005 ; Chira et
al., 2008).

Figure5: Laformule générale des acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et
[1Cheynier, 2006).

Tableau |11 : Acides phénoliques dérivés de I’ acide cinnamique (Guignard, 2004)
Nom R1 R2 R3
Acide cinnamique H H COCH
Acide coumarique H OH COCH
Acide caféique OH OH COCOH
Acideférulique OCHg3 OH COCH
Acide isoférulique OH OCHg3 COCOH

Dans les plantes, ces acides phénols sont souvent sous forme d'esters d'acools
aliphatiques ou d'esters de I'acide quininique, de I'acide rosmarinique ou de glycosides
(Sarni-Manchado et[1Cheynier, 2006 et Bruneton, 2009).
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11.3.3. Lesflavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques généralement produit par cyclisation
d un intermédiaire dérivé de I’acide cinnamique et de trois molécules de malonyl-COA
(Judd et al., 1999), ils possedent un squel ette de base a quinze atomes de carbone constitué
de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 (Heller et Forkmann, 1993).
Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes, ils sont beaucoup utilisés en
leur systématique probablement parce que leur extraction et leur identification sont assez
faciles. lls sont parfois utiles pour estimer les relations phylogénétiques au niveau
supérieur (Judd et al., 1999). Les flavonoides sont connus principalement pour leur activité
antioxydante. 1ls sont présentés dans des organismes trés divers. IIs ont tous une origine
biosynthétique commune, ce qui explique qu'ils partagent la méme structure de base
(Bruneton, 2008).

Figure 6: Structure de base des flavonoides (Richter, 1993).
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Tableau |V: Structure chimique de certains flavonoides représentatifs de chaque classe

(Heim et al., 2002).

Les composés phénoliques

Classe Structure Flavonoides Substituants
typiques
Flavanol (+)-catechine 3,5,7,3,4-OH
. @ | (-)-epicaletchine | 3,5,7,3,4'-OH
(00
N, Epigallocatechine | 3,5,7,3 4,5 -OH,3-gdlate
galate
Flavone Chrysine 5,7-OH
@_O Apigenine 5,7,4-OH
Rutine 5,7,3 ,4’'-OH,3-rutinose
Luteoline 57,3 ,4-OH
Luteoline 5,7,3 -OH,4’ -glucose
glucosides
5,4'-OH, 4',7-glucose
Flavonol Kaempférole 3,5,7,4-OH
Quercetine 3,5,7,3 ,4-OH
oH Myricetine 3,5,7,3.,4,5-0OH
Tamarixetine 3,5,7,3-0OH,4 -OMe
Isoflavone Genistine 5,4'-OH,7-glucose
Genisteine 5,7,4'-OH
% Daidzine 4'-OH,7-glucose
Daidzeine 7,4 -OH
Anthocyan Apigenidine 5,7,4'-OH
eidin @—O .
Cyanidine 3,5,7,4-0OH,3,5-OMe
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I11.3.4. Lescoumarines:

La famille des coumarines est formée des composés phénoliques dérivés de la
coumarine simple, la 2H-1-benzopyrane-2-one (Bruneton, 2009). Ce sont des substances
naturelles organiques aromatiques. Ces composés possedent des hydroxyles phénoliques
qui peuvent étre méthylés ou étre engagés dans des liaisons hétérosides. Elles sont trés
largement distribuées dans le régne végétal (Richter, 1993). Toutes les coumarines sont

substituées en C-7 par un hydroxyle phénolique (Bruneton, 2009).

o) 4

Figure 7: Formule générale des coumarines (Richter, 1993)

[1.3.4. Lestannins

Les tannins sont des polyphénols polaires d origine végétale (Berthrod et al., 1999)
qui existent dans presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles, et racines, leurs
poids moléculaires s’ éendent de 500 a 300 (Cowan, 1999). Il est difficile de les séparer
dans un extrait végétal, parce que de nombreux isomeres avec une base moléculaire tres
semblable coexistent (Berthrod et al., 1999).
Les tannins naturels sont subdivisés selon leur structure chimique en deux groupes: les
tannins hydrolysables et les tannins condenses (Muetzel et becker, 2006).
[1.3.4.1. Lestannins condenses ou catéchines

Les tanins condensés ou pro-anthocyanidines sont principaement des polymeres et
oligomeéres non hydrolysables de “ Flavan -3- ols” (Figure 8), Les tanins condensés ne
sont pas hydrolysables mais peuvent ére oxydées par des acides forts libérant des
anthocyanidines (Guignard, 2000; Macheix et al., 2006; Bruneton, 2008).
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Figure 8: structure générale des tanins condenses (Cai et al., 2005).

[1.3.4.2. Lestannins hydrolysables

2 o' \
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Les composés phénoliques

Se sont des oligo- ou des polyesters d' un sucre qui est généralement le glucose et

d un nombre variable de molécules d’ acide- phénol qui est soit I’ acide gallique dans le cas

des gallotannins, soit I’ acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés d’ oxydation

exemple( acide chébuligue=DHHDP) dans le cas des tanins classiques mais improprement

dénommeés tanins élagiques( ellagitanins) (Figure 9) (Khanbabaee et Van Tee, 2001 ;

Derbel et Ghedira, 2005).
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Figure 9: Structure des gallotanins (pentagalloyglucose) (Macheix et al., 2006).
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[1.3. Les propriétés physicochimiques des polyphénols

Les phénols sont en principe :

e Solubles dans les solvants organiques polaires.

e llssont auss solubles dans les solutions d’ hydroxyde de sodium et de carbonate
de sodium.

e Lesacides phénoliques sont solubilisés par les hydrogénocarbonates.

e |lssont extractibles par |es solvants organiques en milieu |égerement acide.

e Les formes hétérosidiques de ces composés phénoliques sont, classiquement,
solubles dans I’ eau.

e Tous les phénols sont facilement oxydables, surtout en milieu acalin
(Bruneton, 1999).

[1.4. Activités biologiques des composes phénoliques
[1.4.1.Activité anti-cancéreuse

L’ activité anti-tumorale est attribuée a la capacité de la catéchine d'inactiver le T-
PA (tissue-type plasminogen activator) en greffant a celui-ci la laminine, une molécule de
lamatrice extracellulaire qui joue un réle important durant la mort cellulaire. La quercétine
inhibe la croissance cellulaire en empéchant certaines phases du cycle cellulaire et en
bloquant les sites récepteurs des hormones. La croissance cellulaire peut ére inhibée
également par d’ autres mécanismes, a savoir : la stabilisation du collagéne, I’ atération de
I’ expression des genes, et la réduction des radicaux libres. En effet, la catéchine augmente
larésistance du collageéne et inhibe I’ activité de la collagénase (Marfak, 2003).
[1.4.2.Activité antibactérienne

Les flavonoides montrent une activité antimicrobienne exemple des travaux de
Harikrishna et al., 2004), ont démontré le pouvoir antimicrobien dun flavonoide
glycoside « prunine-6 »O-P-coumarate » contre deux souches de bactéries gram+
(Bacillus subtilis et Staphylococus albus) et deux bactéries gram- (Escherichia coli et
Proteus vulgaris) (Harikrishnaet al ., 2004).
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[1.4.3. Activité anti-inflammatoire

Sous l'action de la cyclo-oxygénase, I’acide arachidonique se métabolise
respectivement en prostaglandines et leucotrienes induisant ains des phénoménes
inflammatoires. Landolfi et son groupe ont montré que certains flavonoides tels la
quercétine et la myricéting, I'apigénine et la chrysine sont capables de modifier le
métabolisme de I’acide arachidonique dans les plaguettes en inhibant ces enzymes
(Marfak, 2003).

[1.4.4. Activité anti-ulcéreuse

Dans des expériences réalisees sur des rats, il a été démontré que laquercétine et la
naringénine jouent un réle important dans la guerison de I'ulcéere et la protection des
cellules gastriques. |l a été suggéré que la quercétine exerce son activité via un mécanisme
complexe impliquant la production du mucus, le piégeage des radicaux libres, et également
I"inhibition de la production de leucotrienes. D’autres études ont permis d’ établir une
relation étroite entre les propriétés antiulcéreuses de la quercétine, naringénine, rutine et
kaempférol, et la production de PAF (Platelet Activating Factor) qui est un agent
ulcérogene potentiel. En effet, il sSest avéré que la réduction des dommages gastro-
intestinaux est due probablement al’inhibition du PAF par ces flavonoides (Marfak, 2003).

[1.4.6. Activité antioxydant des composes phénoliques

L’ activité antioxydant des polyphénols est due a leur capacité a piéger les radicaux
libres, a chélater les ions métalliques et a inhiber les enzymes responsables de la
production des ROS (Balasundram et al., 2006).

11.4.6. 1. Effet scavenger

L'effet scavenger des composés phénoligues consiste a piéger et a neutraliser les
formes toxiques de |'oxygene en les réduisant par transfert direct d'un éectron sur leur

derniere couche électronique (Ghedira, 2005).

La capacité scavenger des radicaux libres est attribuée en premier lieu ala réactivité

élevée des groupements substitués OH des flavonoides selon lafigure suivante :
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Figure 10: Mécanisme de |'activité scavenger des flavonoides via la fonction catéchol
(Pietta, 2000).

L’ antioxydant est transformé en un radical qui doit étre suffisamment stable pour
inhiber la formation d'un autre radical et arréter ains la propagation de la chaine
radicalaire (Favier, 2003). De nombreuses éudes ont établi des relations entre les
structures chimiques des flavonoides et leur capacité a piéger les radicaux libres
(Balasundram et al., 2006).

[1.4.6.1. Relation structure-activité

L’ activité antioxydant est étroitement liée aux propriétés structurales des composés
phénoliques (Heim et al., 2002).

e Ledegréd hydroxylation, laposition et I’ arrangement spatial du groupement OH.
e La présence de la double liaison entre C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-
OXO.

e Laprésence du groupement 3-4catéchol dans le noyau B.

e Ledegré de polymérisation et la présence d autres fonctions (Heim et al., 2002).

24



Syntheése bibliographique Les composés phénoliques

Figurell: Groupes fonctionnels de I'activité anti-radicalaire des flavonoides (Soobrattee et
al., 2005).

s Lesgroupements hydroxyles

L’arrangement spatial des groupements substitués hydroxyles peut étre un grand
déterminant de I’ activité antioxydant ainsi que I’inhibition de I’ activité enzymatique. La
capacité scavenger des radicaux libres est attribuée en premier lieu a la réactivité élevée

des groupements OH des flavonoides (Heim et al., 2002).

Le kaempférol (flavonol) avec un seul groupement hydroxyle est moins actif que la

quercétine (flavonol) avec deux groupements hydroxyles en ortho (Heim et al., 2002).

La structure conjuguée 3'- 4’ catéchol forme le groupe pyrogalol qui a été considéré
comme accélérateur de |’ activité antioxydant (Balasundram et al., 2006) ; I’ absence du 3-
OH chez les flavones expliquerait leur faible activité antioxydante (Pietta, 2000).

En effet, I'activité antioxydant des acides phénoliques dépend du nombre et des
positions des groupements hydroxyles liés a des groupements fonctionnels carboxyliques.
La substitution des groupements hydroxyles en positions 3 et 5 avec un groupement

methoxyl comme I’ acide syringique réduit I’ activité antioxydant (Balsundram et al., 2006).

¢ Doubleliaison entre C2 et C3 et la fonction 4-oxo

Il a été démontré que les flavonoides ayant une insaturation entre le carbone 2 et 3
présentent de plus faibles 1Cs et donc une meilleure activité antioxydante, nous pouvons
citer un exemple, la quercetine et la (+) catéchine qui comportent les méme groupes sauf
gue la (+) catéchine est dépourvue de I'insaturation et du groupement 4-OXO, cette
derniére exhibe une capacité antioxydant inférieur de moitié a celle de la quercetine. (Heim
et al., 2002).
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% L’O-methylation

La différence dans I'activité antioxydant des flavonoides polyhydroxylés et les
polymethoxylés est |e plus souvent due a des différences dans I’ hydrophobicité et dans leur
planarité moléculaire, la quercetine a un potentiel piégeur du radical peroxyle élevé suivi
des dérivés O-Méthylé et O-glycoylés. La suppression de I’ activité antioxydant par O-
meéthylation peut refléter des effets stériques qui perturberaient la planarité de la structure
(Heim et al., 2002 ; Pietta, 2000).

La substitution des groupements hydroxyles du noyau B par des groupements méthyles

atére le potentiel redox qui affecte la capacité antioxydant (Balasundram et al., 2006).

¢ Lesgroupements carbohydrates

Les flavonoides aglycones ont un plus grand potentiel antioxydant que leurs
correspondants glycosylés Plusieurs éudes ont rapporté que la substitution du 3-OH par un
groupement méthyle ou glycosyle diminue |’ activité de la quercetine et du kaempherol,
comme la O- methylation, la glycosylation interfere la structure planaire et la
délocalisation des électrons (Heim et al., 2002; Pietta, 2000).

% Ledegrédepolymérisation
L'effet des procyanidines trimeres est plus efficace que les flavonoides
monomeériques sur [|’anion superoxyde (Heim et al., 2002),en effet les tannins
hydrolysables et les procyanidines présentent des propriétés antioxydantes significatives,
ils agissent comme donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits lors de la
peroxydation (Soobrattee et al., 2005).

L'effet scavenger de I'epigalocatéchine galate (EGCG), une molécule
oligomérique des tannins est due la présence de la forme galloyl en position C3 avec trois

groupements hydroxyls (Okuda, 2005).
[1.4.6. 2. Chéation desions métalliques

Les flavonoides chéates efficacement les ions métalliques tels que le fer et le
cuivre, qui sont responsables de la production du radical hydroxyle par la réduction du

peroxyde d’ hydrogéene selon la réaction suivante:

H,O,+Fe?(Cu® — , OH+OH +Fe"™(Cu*® (Pietta, 2000)
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De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des
flavonoides et leur capacité de chélater lesions métalligues, les éléments essentiels sont :

e Lenoyau catéchol sur le cycle B.
Les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C.

Les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C (Pietta, 2000;
Marfak, 2003).

Le complexe chéateur des cations divalents peut se former entre le 5-OH et le
groupement 4-oxo ou entrele 3 et le4'-OH (Heim et al., 2002).
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Figure 12: Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques
(Men+) (Pietta, 2000).

[1.4.6. 3. Inhibition des enzymesresponsables dela production desERO

[1.4.6. 3.1. La xanthine oxydase

La XO joue un réle physiologique important dans I'absorption du fer dans
I"intestin et sa mobilisation dans le foie; elle possede aussi une activité antimicrobienne

par le biais des radicaux libres (Frederik et Bosh, 1996). En plus de ce role, la X O participe
dans différentes pathol ogies telle que la xanthinurie et 1a goutte.
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Nagao et ses collaborateurs ont déterminé larelation entre la structure chimique des
flavonoides et leur activité inhibitrice sur la XO (Nagao et a.,1999). Le pouvoir Inhibiteur
des flavonoides sur la XO est en rapport avec leurs propriétés structurales. Les
groupements hydroxyles en C5 et C7 et la double liaison entre C2 et C3 sont essentiels
pour une forte activité inhibitrice (Cos et a., 1998). Aussi, le groupe carbonyle en C4
contribue ades liaisons hydrogénes favorables et a des interactions él ectrostatiques entre
lesinhibiteurs et le site actif delaXO (Lin et a., 2002).

La chrysine et la lutéoline appartenant a la classe des flavones inhibent fortement
I’ activité de la XO; les ICg respectives sont 5,02 umol et 0,96 pumol, mais le flavone lui
méme ne I'inhibe pas. La quercétine, un dérivé 3- hydroxy de la lutéoline, est I'inhibiteur

le plus puissant de la X O avec une 1Csp=0,44 pumol.

Le rhamnetine, avec un groupe 7 methoxy, est un dérive de la quercétine et possede
un effet inhibiteur beaucoup plus faible dont I’ |Cse>50 pumol. I’ isorhamnetine, un dérivé 3 -
methoxy de la quercétine, possede le méme effet inhibiteur que ce dernier avec une
1C50=0,40 pmol (Nagao et al., 1999). La genisteine et la daidzeine sont des isoflavones qui
ont un effet inhibiteur faible méme s'ils possedent un groupe hydroxyle en C7. De plus
I"hespéridine et la taxifoline sont des dérivés 2,3 dihydroxy de la quercétine et de
I'i'sorhamnetine, respectivement, ont un effet inhibiteur faible sur la XO. L’ epicatechine
gallate et I’ epigall ocatechine gallate sont des flavanols qui possedent un groupe galloyl sur
le C3 et ont un faible effet inhibiteur sur la XO.

L es anthocyanidines inhibent modérément la XO, méme si elles ont un groupement
7-hydroxyle et une structure planaire; le cation flavylium pourrait étre responsable de la
diminution de I’ activité inhibitrice (Nagao et al., 1999).

D’apres des études menées par Chang et ses collaborateurs (1993), la (+)
catéchine n’a aucun effet inhibiteur sur la XO, un résultat confirmé par Nagao et ses
collaborateurs (1999); d’'un autre coté, un effet inhibiteur de la catéchine (K1=304umol) a
été démontré apres un temps de préincubation de I'inhibiteur et I'enzyme, aussi le
baicaleine, un 5, 6,7 trihydroxyflavone a éé jugé inhibiteur de la XO comme la
quercétine.
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[1.4.6. 3.2. Leslipooxygénases (LOX) et les cyclooxygénases (COX)

Les LOX et les COX sont des enzymes qui participe a I’oxydation de I’ acide
arachidonique, substrat naturel chez les mammiferes; cette oxydation donne lieu a la
synthese des prostaglandines, des thromboxanes, des prostacyclines et de leucotriénes, ces
métabolites causent I’ inflammation (Chan 1973).

Les flavonoides possedent une variété d'activités biologiques telles que anti-
inflammatoire et anticancéreuse (Havsteen, 1983 ; Middleton et Kandaswami, 1992 ; Kim
et a., 1996). Ces derniersinhibent les COX et les LOX, le mécanisme d’inhibition n’est
toujours pas clair, maisil aété démontré qu’ une double liaison C 2-C3 dans noyau C- des
flavonoides pourrait étre importante pour I'inhibition de ces enzymes.

Au cour de I’inhibition, la LOX et la COX s attachent au noyau benzopyrone du
flavonoide (Melzig, 1996 ; Huang et a., 1999; Kavutru et al., 1999), ains qu aux
groupements hydroxyles libres en C5 et C7 du flavonoide (Beller et al., 1951).

Les flavones, flavonols et certains autres flavonoides empéchent |’ accumulation des
eicosanoides produits par les COX et les LOX (Baumann et al., 1980 ; Kimura et a.,
1986 ; Welton et a., 1988 ; Reddy et a.,1991), parmi ; les flavonols, la quercétine a
montré une activité inhibitrice faible sur la COX des plaquettes sanguines (Ferrandiz et al.,
1990), d'autres dérivés flavonols comprenant le fisetine, kaempférol et la quercétine se
sont avérés des inhibiteurs de 5-LOX (Laughton et al., 1991). Cirsiliol est un inhibiteur
relativement spécifigue de la5-LOX (Yamamoto et al., 1984).

Certaines flavones telles que la chrysine, le 3-hydroxyflavone et le galangine sont
des inhibiteurs de la COX (Laughton et a., 1991), l'artonine E, une autre flavone, a
montré une activité inhibitrice efficace sur a5, 1a 12 et la 15-LOXs (Kimura et a., 1986 ;
Reddy et al., 1991). La Baicaleine, est un inhibiteur sélectif de la 12-LOX (Sekiya
Okuda, 1982). I'apigenine inhibe sélectivement I’ activité de la 15-LOX avec une valeur
ICs0: 4,0 £ 1uM (Sadik et a., 2003). Kim et ses collaborateurs (1998), ont trouvé que
I”amentoflavone, est un biflavonoide et un inhibiteur sélectif de la COX, comparable a

I'indométhacine (mol écul e de synthése).
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Notre étude porte sur I'extraction, le dosage ou quantification des composés
phénoliques (phénal totaux, flavonoides et tannins) d’ écorce et de feuilles d une plante
medicinale de la famille des oléacées; Fraxinus angustifolia utilisée localement dans le
traitement des pathologies a caractére inflammatoire (la goute et les rhumatismes) ains
gu'a I'évaluation de I'activité biologique principaement antioxydant des différents
extraits par plusieurs méthodes ; pouvoir réducteur (FRAP), effet scavenger du radical
ABTS+, de I'anion  super oxyde et du nitrique oxyde et, par la suite, I’isolement des
fractions douées de ces activités par chromatographie sur colonne et |a caractérisation de

ces derniéres par chromatographie sur couche mince.
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[1.1M ateriel végétal

Nous avons retenu dans le cadre de cette étude I’ écorce et les feuilles d’une plante
médicinale de la famille des oléacées. Il sagit de Fraxinus angustifolia appelée

communément fréne et localement Aslen ou Dardar (figurel3).

Figure 13: Photographie des parties utilisés de Fraxinus angustifolia (A : écorce, B:

feuilles).
[1.1.1. Description du matériel végétal

Fraxinus angustifolia est un arbre vigoureux et caduc qui peut atteindre 20 metres de
longueur, a écorce d’ un beau gris (Bernard, 1997). Originaire d’ Europe, commune des régions
humides de toute I’ Algérie septentrionale (Rameau et al., 1989). Caractérisé par des petites
fleurs vert tendre, discrétes, sans calice ni corolle, réunies en grappes. Les fleurs
S épanouissent au début du printemps et donnent des fruits secs appelé samares, de forme

allongée et a aile échancrée au sommet (Thomassine et Lacroix, 2005).

Les feuilles de Fraxinus angustifolia sont opposées, composees, finement dentées, de
formes oblongues, pointues a leurs extrémités et se divisent en nombre impaire (13 al5)
folioles (Bailly, 2004).
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I.1.2.Classification Selon Gaussen et al. (1982).
Regne: végétal.

Groupe: Angiospermes.

Classe : Dicotylédones.

Sous-classe : Asteridaes.

Ordre: Olédes.

Famille: Oléacées.

Genre: Fraxinus.

Espéce: Fraxinus Angustifolia

I.1.3. Usages thérapeutiques

Les feuilles contiennent des flavonoides, des tannins, du mucilage et des triterpénes.
Elles ont un effet anti inflammatoires, diurétiques et antirhumatismales. Les feuilles et les
fruits du fréne sont astringents, laxatifs et fébrifuges. L’écorce est anti-hémorroidaire,
fébrifuge et astringente (Baba Aissa, 2000 ; Mazoyer, 2002).

I.1. 4. Récolte

Les feuilles ont été récoltées au mois de juin et les écorces au mois de
septembre 2009, dans la forét d’Azru n Bechar dans la région d’ Amizour, wilaya de
Bejaia; un endroit naturel loin de toute perturbation et impact de pollution

susceptible de modifier la composition chimique de I’ espéce.
I1.1.5. Séchage, broyage et tamisage

Les feuilles et les écorces récoltés ont été séchées al’air libre et a température

ambiante dans un endroit aéré et ombragé.

Apres séchage, a |’aide d’ un broyeur électrique les feuilles et |’ écorces ont été
broyés jusgu'a I’obtention des poudres fines. Ces derniéres ont étaient tamisées, a
laide d’un tamis de granulométrie de 63um, pour récupérer des poudres trés fines, afin

d’ optimiser I’ extraction.
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I1.1.6. Extraction des composés phénoliques

Le protocole adopté pour |’extraction des composés phénoliques a partir des
poudres des feuilles et d’ écorce est celui de chiang et ses collaborateurs (1994), qui
consiste a macérer une quantité de la poudre fine dans I’ éthanol a raison de 1g pour
4ml de solvant, le mélange est soumis a une agitation pendant 24H, a température
ambiante et al’abri de lalumiere. Le mélange est décanté, par la suite le surnagent est
centrifugé (3000g/10min). Apres évaporation totale de ce dernier, |’ extrait éthanolique
est récupéré. Ce dernier est fractionné dans différents mélanges de solvants : acétate
d’ éthyle/eau et chloroforme/eau a raison de (3:1) (v /v). Les différentes phases sont
séparées et évaporées pour obtenir en fin de |'extraction cing extraits (éthanolique,
acétate d’éthyle, agueux acétate d’éthyle, chloroforme et aqueux de chloroforme)
(figure 14). Le taux d’ extraction de chaque éape est calculé par laformule suivante :

Taux d’extraction (%) = [(P1-Po)/E] 100

P, : Poids de I’ extrait aprés évaporation.
P, : Poidsinitial du cristallisoir ou de la boite de Pétri.

E : Poidsdel’ échantillon initial (Poudre ou extrait sec de la phase précédente « g»)

I1.2. Dosage des composés phénoliques
[1.2.1. Dosage des phénolstotaux

L’estimation de la teneur en phénols totaux des extraits de feuilles et d’ écorce de
Fraxinus angustifolia est réalisée selon laméthode de Djeridane et ses collaborateurs(2006).

la réaction est basée sur la réduction de I’ acide phosphomol ybdene-phosphotungsténe
du réactif de Folin-Cieucalteu vers un complexe de couleur bleue dont I’intensité dépend du

nombre de groupements hydroxyles ainsi que de leur position dans les molécules .

Dans des tubes a essai's, sont mélangés 100ul de la solution d’ extrait, 500ul du réactif
de folin-ciocalteu, 1Iml d’ eau distillée et 1,5ml d'une solution de carbonate de sodium a 20%.
Apres 2 heures dincubation a I'obscurité, I'absorbance est mesurée a 765nm. Les
concentrations en phénols totaux des extraits sont exprimées en mg d’ équivalent catéchine/g

d extrait, en ce référant a une courbe d’ étalonnage (annexel).
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Décantation (24h)
Séparation des phases
Extrait é&hanolique aporation
Macération (24 h)
Décantation (24h .
> Extrait aqueux

Acétate d’ éhyle

-

Acétate d’ éthyle/eau
(3/1: viv)

Séparation des phases

vaporation

Extrait d’ acétate
d éthyle

Macération (24 h)
Décantation (24h)

Séparation des phases

Evaporation

Chloroforme/eau
(3/1: viv)

Extrait de
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Figure 14 : Procédé d 'extraction des composés phénoliques (Chiang et al., 1994).
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[1.2.2. Dosage desflavonoides

La teneur en flavonoides des différents extraits est déterminée suivant la méthode de
Mimika-Dukié (1992) in (Maksimovi¢ et al., 2004). Ces composés forment des complexes
chromogénes avec le chlorure d’aluminium (AICls3), qui donnent ala solution une coloration

jaunétre dont |’ absorption est mesurée a 430nm.

Un volume de 500ul d'une solution de chlorure d’aluminium est gjouté a 1 ml de la
solution d’extrait, le mélange est incubé pendant 10min a |’ obscurité et |’absorbance est
mesurée a 430nm. Les concentrations en flavonoides sont déterminées a partir d' une courbe
d éalonnage réalisée avec la rutine comme standard et les résultats sont exprimés en mg

d équivalent rutine/g d’ extrait (annexel).
[1.2.3. Dosage destannins

La méthode décrite par Hagermn et Butler (1978) est utilisée pour déterminer lateneur
en tannins des différents extraits. Cette derniere mesure la quantité de tannins hydrolysables

ou condenseés capables de precipiter la proténe standard BSA (bovin sérum albumin).

Un volume de 2ml de la solution BSA est mélangé a 1 ml de la solution d’ extrait,
incubé a4C° pendant 24heurs et centrifugé a 3000g pendant 15 minutes. Le culot récupéré est
dissout dans 4 ml de solution SDS/ TEA et 1ml de chlorure de Fer (FeCL3) sont gjouté a la
solution. Apres 15 min d'incubation, I’ absorbance est mesuré a 510 nm. Les résultats sont
exprimés en mg déquivaent acide tannique/g dextrait en se référant a une droite

d étalonnage (annexel).
[1.3. Etudedel’ activité antioxydant de Fraxinus angustifolia

L’ activité antioxydant des extraits végétaux traduit leur aptitude a réduire et piéger les
radicaux libres de I’organisme. L’ activité réductrice ains que anti radicalaire contre le
radical ABTS +, I’anion super oxyde et le monoxyde d’azote des différents extraits de

feuilles et d' écorce de Fraxinus angustifolia sont éval uées.
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[1.3.1. Etudedel’activitéréductrice ( FRAP)

Le pouvoir antioxydant d’une solution comme les extraits végétaux est déterminé par
le teste FRAP ou Feric reducing antioxidant power. A faible pH et a 37°C, le complexe
tripyridyletriazine ferrique (TPTZ-Fe*) est gjouté & la solution d’extrait. Les antioxydants
présent réduisent le complexe en sa forme ferreux (TPTZ-Fe”") et son absorbance est mesuré
a593 nm (Benzie et al., 1996).

Un volume de 100pul de la solution d’ extrait de Fraxinus angustifolia sont mélangés
avec 3ml de la solution FRAP [25ml du tampon acétate de sodium (300mM); 2.5ml TPTZ
(10 mM) dissout dans du HCI (40mM) ; 2.5 ml de la solution chlorure de Fer (FeCls, 6 H,0O)
(20 mM)], le mélange réactionnel est incubé a 37°C pendant 5min et |’absorbance est
mesurée a 593nm (Maksimovi¢ et al., 2004). La concentration des composés réducteurs
présents dans |’ extrait est exprimée en mg équivalent acide ascorbigue et acide caféique en se
référant a des courbes d’ étalonnage (annexe 2).

11.3.2. Activité scavenging du radical ABTS™

Cette méthode est basée sur la capacité des composés a réduire le radical-cation
ABTS+°, acide 2,2'-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), qui présente une bande
d absorption dans le visible avec trois maxima a 645, 734 et 815 nm. Le radical est formé par
oxydation de I’ABTS incolore avec différents composes, comme le dioxyde de manganese
(MnO2, Miller et al., 1996), la met myoglobine (Miller et al., 1993), le peroxyde d oxygéne
(H20,, Cano et al., 2002) ou le persulfate de potassium (Re et al., 1999). Le composé a tester
est gjouté au radical préformeé et I’ absorbance résiduelle du radical ABTS+° est mesurée a 734
nm (Schlesier et al., 2002).

L’ activité scavenging du radical ABTS™ des extraits de feuilles et de I’écorce de
Fraxinus angustifolia a été mesurée selon la méthode rapporté par Re et ces collaborateurs
(1999) . Le persulfate de potassium est dissout dans I’ eau distillée a une concentration de
2,45 mM, et I’ABTS est gjouté a une concentration de 7mM. Le mélange est ensuite conservé
a I’abri de la lumiére pendant 12 a 16 h avant I'utilisation, Ce laps de temps permet
I’ oxydation compléte de I’ABTS. La solution d ABTS™ est diluée avec I’ eau distillée pour
avoir une absorbance égale a 0,7 a 734 nm.
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Un volume de 10ul de chaque extrait ou de molécule standard d’ une concentration de
100 pg /ml est gjouté a1ml delasolution del’ ABTS™ et I’ absorbance est mesurée a 734 nm.

L’ activité des composés est alors exprimée par la capacité antioxydante équivalente
Trolox(TEAC) qui correspond a la concentration de Trolox (analogue hydrophile de la
vitamine E) donnant la méme capacité antioxydante qu’ une concentration de 1mM de |’ extrait
testé en se référant a une courbe d’ éaonnage (annexe 2) et en pourcentage d’inhibition

calculé selon laformule suivante :

% Scavenging du radical ABTS" =[(Ao— A1) /A¢] x 100

Aq: absorbance du control (sans extrait).

A : absorbance du teste (avec extrait ou standard).

Les extraits éthanolique, acétate d’ éthyle, aqueux acétate d'éthyle, chloroforme et
aqueux chloroforme des feuilles et d'écorce, ains que les molécules standards ont fait I’ objet
d' une étude en fonction de la concentration afin de déterminer les 1Csp a des intervalles de

concentrations de 6,25 a 100ug /ml.

11.3.3. Activité scavenger del’anion superoxyde(O-;)

L’ effet scavenger des différents extraits de Fraxinus angustifolia vis-a-vis de |’ anion
superoxyde (02°*) est évalué en utilisant un systéme purement chimique PMS-NADH-NBT
suivant le protocole décrit par Maximovie et ses collaborateurs (2004), basé sur la méthode
de Liuet al. (1997). Lagénération du O2° sefait par I’ oxydation de B-NADH en présence de
Phenazine methosulphate (PMS) et de I’ oxygene moléculaire, elle est couplée a la réduction
du nitro bleu tetrazolium (NBT) en formazan qui absorbe 4560 nm (Ani et al., 2006) .

La réaction est conduite dans un tampon HCL (100uM, pH 7.4) en présence de [B-
NADH (936uM) et de NBT (300uM). Ce mélange est initialement incubé avec ou sans
extraits pendant 2 min. La génération de I’ O2*est induite par I’ addition de PMS (120 puM).
Apres 5 minutes d'incubation a 25°C, I’ absorbance est mesurée a 560 nm.

L’ effet des extraits de Fraxinus angustifolia sur le superoxyde produit par le systeme
PMS-NADH est traduit en pourcentage d’inhibition de la formation de formazan par rapport
au contréle négatif (contenant tous les réactifs al’ exception de I’ extrait). L’ acide caféique est
utilisé comme standard.
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% Scavenging del’anion superoxyde = [(Ao—A1) /Ag] x 100

Aq: absorbance du control (sans extrait).
A, : absorbance du teste (avec extrait ou standard).

Les extraits éthanolique, agueux acétate d’éthyle, agueux chloroforme d’écorce et
éthanolique, acétate d’ éthyle, aqueux chloroforme des feuilles, ainsi que |’ acide caféique ont
fait I’objet d’une étude en fonction de la concentration afin de déterminer les 1Csy a des
intervalles de concentrations de 0 a400ug /mil.

[1.3.4. Activité scavenging du Radical nitrique oxyde (NO)

Le nitroprusside composée de sodium (Sodium nitroprusside) est connue pour se
décomposer dans le soluté a pH physiologique (7.2) produisant le nitrique oxyde (Marcocci
et al, 1994). L’ oxyde nitrique réagit avec |’ oxygene pour former des produits stables : nitrite
ou nitrate. Les substances exercant un effet scavenger sur I’ oxyde nitrique provoquent une
diminution de la production de nitrite. La concentration de nitrite dans une solution aqueuse
est déterminée par la réaction des nitrites avec le réactif de Greiss. La mesure
spectrophotomeétrique a 550 nm du produit formeé permet de quantifier les nitrites en solution
(Gorinstein et al., 2004). La capacité des extraits des feuilles et d’écorce de Fraxinus
angustifolia a piéger le monoxyde d’ azote a é&té déterminé suivant |la méthode dével oppée par
(Marcocci et al, 1994).

1 ml de solution du sodium nitroprusside (10mM) préparé dans un tampon phosphate
salin (pH =7,2) est gouté a 1ml dela solution d’ extrait ou de standards (acide caféique, acide
gallique et quercétine) d’une concentration de 100ug /ml. Aprés une incubation de 3 heures a
25°C, 1ml de réactif de Greiss [1% de sulfanilamide, 0,1% naphtyle éthyléne diamine
dichloride et 5% acide phosphorique (H3PO,4)] est ajouté. L’absorbance du chromophore
formé est mesurée a 550nm. Le pourcentage du monoxyde d azote piége est calculé comme

Suit ;

% Scavenging du monoxyde d’azote = [(Ao— A1) /Ag] x 100

Ao : absorbance du control (sans extrait).

A : absorbance du teste (avec extrait ou standard).
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Les extraits éthanolique, acétate d’ éthyle, agueux acétate d éhyle, chloroforme
et aqueux chloroforme des feuilles et d écorce, ainsi que les molécules standards ont fait
I’objet d’une éude en fonction de la concentration afin de déterminer les 1Cso a des
intervalles de concentrations de 6,25 a 100ug /ml.

[1.4. Chromatographie sur colonne de gel desilice

La silice de chromatographie sur colonne (0,063mm-0,2mm) est préparée dans le
chloroforme, I’ échantillon a fractionner (20mg /ml de méthanol) est déposé soigneusement en
haut de la phase stationnaire et la progression de la phase mobile (sous pression
atmosphérique) entraine avec elle les différentes fractions. Les fractions sont récupérées
progressivement avec une éution de polarité croissante, chloroforme/acétate d éthyle
(90 :10/v : v), acétate d’ éhyle /méthanol (50 :50/ v : v), acétate d' é&hyle/méthanol (20 :80/

v : V), méthanol/eau (10 :90/ v : v) et eau/acide acétique (99,75 : 0,25/ v : v), 5 fractions sont
ainsi récupérées, séchées et évaluées pour leurs activités antioxydantes.

[1.5.Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une technique de séparation des constituants
d un mélange complexe par entrainement al’ aide d’ une phase mobile (solvant) le long d’une
phase stationnaire (gel de silice), en se basant sur les phénomeénes d’ adsorption et de partage.
Les plagues de la chromatographie sont préparées en étalant une fine couche de gel de silice
(Silica gel 60 F254 avec indicateur fluorescent) sur des plagues en verre a une épaisseur de
0 ,5cm. Apreés réactivation de la plaque a 110°C pendant 30mn, deux lignes (ligne de dépot et
ligne du front d’ éluant) sont tracées, limitant une distance de migration de la phase mobile de
14 cm. Un volume de 10 pl d’extrait et/ou de fraction (10mg/ml) et molécules de
référence (5 mg/ml) sont déposes sur la plague de silice au niveau de la ligne de dépbt a
environ 2cm du bord inferieur de la plague. La plaque est ensuite introduite dans la chambre
de migration préalablement saturée par les vapeurs de la phase mobile. Deux systémes de
migration sont utilisés (éthyle acétate, acide acétique, acide formique, eau
«100:11:11:26 »; viviviv) et (hexane, éthyle acétate et acide formique «50:45:5 »;
viviv). Le déplacement des molécules du mélange dépendra des interactions entre la phase

mobile (mélange de solvant) et |a phase stationnaire (silice).
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Apres développement, les plagues sont séchées sous hotte, examinées a la lumiére du
jour et révélées avec la vanilline sulfurique préparé selon la méthode décrite par Eloff et ses
collaborateurs (2005) et chauffées a 110°C pendant 10 minutes. Chaque constituant d’un

mélange est mis en évidence par une tache et caractérisé par un rapport frontal (Ry).

Les rapports frontaux des spots issus de la séparation sont calculés et comparés a ceux
des molécules de références permettant ains |'identification des constituants de différents
extraits.

[1.6. Etude statistique

Chague test est réalisé en trois essais et |es résultats représentent la moyenne des trois
mesures. Une étude statistique a été réalisée pour la comparaison des résultats et la mise en
évidence des différances significatives entre les extraits, et ce pour chague méthode en
appliquent une analyse de la variance (ANOVA) al’aide d'un logiciel STATISTICA 55. Le
degré de signification des résultats est pris ala probabilité p<0,05.
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[11.1. Extraction des composés phénoliques

La méthode utilisée pour I’ extraction des composés phénoliques a été choisie pour
son caractére de sélectivité, visant ainsi |’optimisation de |’extraction des composés
susceptibles d’ avoir une activité antioxydant. Plusieurs solvants de polarités distinctes ont
successivement été utilises dans les différentes étapes, dont la polarité par ordre
décroissant est comme suit : I’eau, I’ éthanol, I acétate d’ éhyle € le chloroforme. Il est a
noter que les extractions utilisant des solvants de faibles polarités, a savoir le chloroforme
et |’acétate d’éthyle sont accompagnées de solvants polaires (eau). Le premier solvant
utilisé I’ éhanol extrait le maximum de composés phénoliques (Cowan, 1999). Les taux

d extraction obtenu sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau V : Taux d extraction des composes phénoliques des extraits de Fraxinus

angustifolia.
Extraits Taux d’extraction (%)
Ecorce Feuilles

Ethanol 5,6 11,42
Acétate d’ éhyle 23,5 43,75
Aqueux Acétate d’ éthyle 49,81 29,9
Chloroforme 61 89,63
Aqueux de Chloroforme 26 10

D’aprés nos résultats, nous constatons qu’ un faible taux d’ extraction a été obtenu
a partir de la premiere éape utilisant I’ éthanol comme solvant ; (11,42%) pour les feuilles
et (5,6%) pour I'écorce, ce qui confirme que I’ extraction dépend du matériel (matrice)

végétal (Contini et al., 2008) et de larichesse des feuilles en composés phénoliques.

Pour ce qui est de la deuxiéme et troisiéme étape de I’ extraction, on note que les taux les
plus élevés pour les feuilles ont été obtenus a partir des phases apolaires (organiques) a
savoir le chloroforme (89,63%) et I acétate d’ éthyle (43,75%) ; letaux le plus faible

d extraction est obtenu par I’ extrait aqueux de chloroforme (10%).
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Concernant |’ écorce, la majeure partie des composés de |’ extrait éhanolique ont
tendance a se retrouver dans I’ extrait de chloroforme (61%) et aqueux d’acétate d’ éthyle
(49,18%), des taux faibles ont été obtenus avec |’ extrait aqueux de chloroforme (26%) et
acétate d éthyle (23,5%). De ces résultats nous pouvons dire que le choix de I’ éhanol
comme premier solvant & permis I’ extraction de composés polaires et apolaires, qui suite
aux autres extractions, se sont repartis selon leurs degrés de  polarités, la nature du solvant
utilisé, la structure chimique du composé extrait et de son degré de polymeérisation dans
les différentes phases (Naczk et al., 2006). Ces taux dextraction sont également
influencés par la méthode utilisée, la granulométrie (taille des particules), le temps de
macération, latempérature et le pH du milieu d extraction, les conditions de stockage et
la présence de substances interférentes (Cowan, 1999; Falleh et al., 2008; Levizou et al .,
2004 ; Naczek et Shahidi, 2006).

[11.2. Dosages des composes phénoliques
[11.2.1. Dosages des phénolstotaux

Les teneurs en phénols totaux exprimeées en milligramme d’ équivalent catéchine

sont représentées dans la figure suivante :

‘ B Ecorces B Feuilles

Tenaurs en phénolstotaux
(mg e catéchineg d'extrait)

Figure 15 : Teneurs en phénolstotaux des extraits de Fraxinus angustifolia.

1: Extrait éthanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3 : extrait agueux acétate d éhyle, 4 : extrait de
chloroforme, 5 : extrait aqueux de chloroforme.
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Les résultats obtenus confirment une fois de plus que les différents solvants utilisés
présentent des différences dans leurs capacités a extraire les composés phénoliques de
Fraxinus angustifolia et montrent la richesse des deux parties en ces composes,
notamment les extraits d’'écorce. Les extraits aqueux de chloroforme et aqueux acétate
d éthyle des feuilles enregistrent des teneurs élevées avec des valeurs de 355,12 et 223,25
mg Eq cat / g d’extrait. En effet |’ extrait de chloroforme donne la teneur la plus faible en

phénols totaux avec 59,80 mg Equivalent catéchine /g d’ extrait).

Quant aux extraits d’écorce, |I'agueux de chloroforme renferme la teneur la plus
élevées (397,60 mg Eq cat/g), les extraits aqueux acétate d’ éhyle et chloroforme donne
des teneurs inferieures (223,25 et 222,25 mg Eq cat/g) respectivement et la teneur la plus
faible est enregistrée par |'acétate d'éthyle avec une valeure de 117,34mg Eq cat/g

d’ extrait.

Une éude menée par Li et ses collaborateurs (2007) utilisant |a méthode au folin
ciocalteu montre que I’ extrait méthanolique de Fraxinus rhynchophylalla enregistre une
valeur de 40,27+0,54 mg GAE/g qui est largement inferieure a celles enregistrées par les
extraits éthanoliques d'écorce et feuilles de Fraxinus angustifolia, qui sont de 115,24 et
113,15mg Eq cat /g respectivement. L’éude de Mi Yoo et ses collaborateurs (2008),
montre que le dosage des phénols totaux des feuilles de Jasminum, plante appartenant a la
famille des oléacées enregistre une valeur de 73,4+0,049 mg GAE/g d’ extrait obtenu par
I’extrait méthanolique (70%), cette derniére est inferieure a celle obtenue par I’ extrait

éthanolique de feuilles de Fraxinus angustifolia.

La méthode au Folin-Ciocalteu utilisée est choisie pour les raisons suivantes ;
c'est une méthode qui satisfait aux criteres de faisabilité et de reproductibilité, la
disponibilité du réactif de Folin et la méthode est bien standardisée, |a grande longueur
d'onde (765nm) d'absorption du chromophore permet de minimiser les interférences avec
la matrice d'échantillon qui est souvent colorée, c’'est un test largement pratiqué dans les
laboratoires de recherche d’ antioxydants naturels a travers le monde (Huang et al., 2005).
Si le dosage au Folin-Ciocalteu est simple a mettre en ceuvre et trés sensible, il n'est
cependant pas spécifique des polypheénols car il réagit avec |les acides aminées tyrosines et

tryptophane des protéines.
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De telles interférences peuvent étre négligées car ces acides aminés aromatiques
sont en proportions trop faibles par rapport aux composés phénoligques non protéques dans
les extraits végeétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

[11.2.2. Dosage des flavonoides

D’ apres nos résultats (figurel6), on remarque la présence de flavonoides dans les

deux parties étudiées, avec une teneure légerement élevée obtenue par les feuilles de

Fraxinus angustifolia.

H Ecorces O Feuilles

Teneurs en flavonoides
(mg &g ruting g d'extrait)

Extraits

Figure 16 : Teneurs en flavonoides des extraits de Fraxinus angustifolia.

1. Extrait éthanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3 : extrait aqueux acétate d’ éthyle, 4 : extrait de
chloroforme, 5 : extrait aqueux de chloroforme.

L’ extrait aqueux d'éthyle acétate des feuilles s'avere le plus riche en flavonoides
(45,81), suivis de I'extrait agueux de chloroforme (35,50) et éthanolique (27,92 mg Eq
rutine/g), tandis que les teneurs les plus faibles sont obtenus par les extraits récupérés des
phases peu polaire voir apolaire (acétate d' éthyle et chloroforme).

Concernant |’ écorce, les teneurs en flavonoides obtenus pour les différents extraits
sont données dans I'ordre: aqueux de chloroforme, acétate d'éthyle et chloroforme
enregistrant ainsi des teneurs qui oscillent entre 40,01, 29,49 et 19,43mgEq rutine /g
d extrait. Cependant |’extrait éthanolique et agueux acétate d’éthyle enregistrent des
teneursinferieures.
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[11.2.3. Dosage destannins

Les extraits étudiés réaffirment |a richesse des feuilles de Fraxinus angustifolia en
ces composés. En revanche, |’extrait éhanolique des feuilles montre une teneur élevée
(p<0,05) de 268,93 mg EQAT/g d' extrait qui est sept fois supérieure de celle enregistré par

I’ extrait éthanolique d’ écorce d' une teneur de 37,92 mg Equivalent acide tannique

(figure 17).

B Ecorces O Feuilles

750 -

600 -

450

300 -

150 -

Teneursen tannins
(mg eq acidetannique/g d'extrait)

ab a

Figure 17 : Teneurs en tannins des extraits de Fraxinus angustifolia.

1: Extrait éthanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3 : extrait agueux acétate d éhyle, 4 : extrait de
chloroforme, 5 : extrait aqueux de chloroforme.

D’ aprés la figure, les tannins des feuilles et d écorce de Fraxinus angustifolia ce
concentre principalement dans les phases organiques (éthyle acétate et chloroforme)
renfermant ainsi des teneurs de (673,28 et 466,44 mg EQAT/Q) respectivement pour les
feuilles et de (196,34 et 161,94 mg EQAT/Q) respectivement pour I’ écorce.

L’ extrait agueux de chloroforme est trés pauvre voire méme, dépourvu en tannins
(9,90 et 2,22 mg Eq AT/g) enregistrés par I’ écorce et les feuilles respectivement. Cette
derniere remarque peut s expliquer par I’insolubilité des tannins, en particulier les tannins
condensés a haut poids moléculaire dans les solutions aqueuses (Reed et al., 1995 ;
Cheynier, 2005).dans leur étude porté sur 28 plantes, Owen et Johns(1999), ont rapporté
gue la plus riche présente un taux de 292 mg Eq AT/g d'extrait, F. angustifolia est

remarguablement riche en tannins.
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[11.3. Evaluation de I’ activité antioxydant et anti radicalaire
[11.3.1. Activitéréductrice (FRAP)

La méthode FRAP est utilisée pour évaluer le pouvoir réducteur de différents
extraits. La réduction du fer ferrique-tripyridyltriazine (Fe**- TPTZ) en fer ferreux (Fe**-
TPTZ) est évalué en présence d antioxydant (Benzie et Strain, 1996 ; Gourine et al .,
2010). Cette méthode est fiable et fréguemment utilisée pour évaluer la capacité des
antioxydants des composés qui se trouvent dans les aiments ainsi que les extraits des
plantes médicinales (Firuzi et al., 2005).

La concentration des composés réducteurs présents dans les différents extraits de
Fraxinus angustifolia, est exprimée en équivalence acide ascorbique (molécule
antioxydante) et acide caféique (compose phénolique) voir figurel et 2 annexe 2. Les

résultats obtenus sont montrés par lafigure(18) et lafigure (19).

Pour tous les extraits étudiés, les valeurs en termes d' équivalence acide ascorbique
sont |égerement supérieures a celles données en termes d’ acide caféique. La répartition de
I’ activité réductrice entre les phases agueuses et organiques est différente pour les extraits
d’ écorce et de feuilles.

l W Eq acide ascorbique @Eq acide cafeique

350 7

300 A

250 A

200 A

150 4

100 A

50 4

Pouvoir reducteur par la methode FRAP

Extraits

Figure 18 : Activité réductrice de feuillesde Fraxinus angustifolia.

1: Extrait éthanolique, 2 : Extrait acétate d' éhyle, 3 : extrait agueux acétate d’ éthyle, 4 : extrait de
chloroforme, 5 : extrait aqueux de chloroforme.
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L’ extrait acétate d’ éthyle des feuilles se distingue par le meilleur pouvoir réducteur
avec une valeure de 337,31 mg équivaent acide ascorbique et 223,23 mg équivalent acide
caféique, cette derniere est |égerement inférieure a la valeure obtenu par Li et ces
collaborateurs (2008), dans une éude porté sur I'activité antioxydante de 45plantes
médicinales a caractére anti inflammatoire par la méhode FRAP, parmi Fraxinus
rhyncophylacé qui a enregistré une valeure de 373,35+ 3,22 équivalent trolox .L’extrait
aqueux de chloroforme a monté une activité réductrice inferieure avec une valeure de

272,46 et 219,32 mg équivalent acide ascorbique et acide caféique respectivement.

Par ailleurs la plus faible activitée est montrée par I'extrait de chloroforme

enregistrant une valeure de 37,83 mg équivalent acide ascorbique.

Une autre étude réalisée par Chryssavgi et ses collaborateur (2008), qui ont utilisés
une extraction méthanolique sur Pistacia lentiscus a démontré que cette plante a une
activité moins élevée que notre plante avec une valeure de 105 mg Eq AA /g d’ extrait.
Nous avons obtenu une réduction des ions ferriqgues en ions ferreux trés élevée
comparativement au résultat de Gourine et al. (2010), sur Pistacia Atlantica plante a

proprietées anti inflammatoire en utilisant |la méme méthode (qui est de 9,02 mg EqAA/Q).

B Equivalence en ecide cafeique B Equivalence en acide ascorbique ‘

300 - h
250
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150 -
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Pouvoir reducteur par
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Figure 19: Activitéréductrice d écorce de Fraxinus angustifolia.

1. Extrait éthanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3 : extrait aqueux acétate d’ éthyle, 4 : extrait de
chloroforme, 5 : extrait aqueux de chloroforme.
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D’ apreés cette figure, nous constatons que la meilleure activité réductrice est obtenu
par I’ extrait agueux de chloroforme enregistrant ainsi une valeure de 243,2 mg équivaent
acide ascorbique et 196,68 mg équivalent acide caféique, suivie de I’ extrait aqueux acétate
d éthyle par une valeure de 191,05 et 146,81mg équivalent acide ascorbique et acide
caféique, tandis que le plus faible pouvoir réducteur est montré par I’ extrait de chloroforme
renferment une val eure de 68,99mg équivalent acide ascorbique.

L’éude menée par Pantelidis et ces collaborateurs (2007), sur I'activité
antioxydant de Rubus fructicocus par la méthode FRAP exprimé en terme d’ équival ent
acide ascorbique a enregistré une valeure inferieure (169+2,24) qui est attribue a la
richesse de cette plante en composés phénoliques connus comme molécules riches en
groupement hydroxyle doués d’ activité antioxydant et réductrice de molécule oxydé (Cai
et a,. 2004 ; Tang et a,. 2004).

111.3.2. Activité scavenging du radical ABTS"

L’ activité des extraits est exprimée par la capacité antioxydante Equivalent Trolox
(TEAC) qui correspond a la concentration de Trolox (analogue hydrophile de la vitamine
E) donnant la méme capacité antioxydante qu’ une concentration du compose testé. Aing,

plus lavaleur TEAC est élevée, plus |’ antioxydant est efficace (figure 20).

‘l Ecorce B Feuilles‘
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Figure 20 : Capacité antioxydant équivalent Trolox (TEAC) de Fraxinus angustifolia.

1: Extrait éthanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3 : extrait agueux acétate d éhyle, 4 : extrait de
chloroforme, 5 : extrait aqueux de chloroforme.
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D’ apres les résultats obtenus, les extraits aqueux de chloroforme et agueux acétate
d éthyle d’ écorce ont exhibés de meilleures capacités antioxydant vis-a-vis du radical
ABTS", enregistrant ainsi des valeurs TEAC éevées, 228,30+ 8,5 et 176,46 +7,42 mmol
équivalent trolox respectivement, des valeurs inférieures sont montrés par |’ extrait de
chloroforme suivis de I’ éhanol, tandis que, la plus faible valeure TEAC est enregistré par
I’ extrait acétate d' éthyle (89,79+5,05)mmol équivalent trolox.

Concernant les feuilles, la meilleure capacité antioxydant est montré par |’ extrait
aqueux de chloroforme avec une valeure TEAC de 129,25+9,2 mmol équivalent trolox,
suivis de |'extrait éhanolique (121,93+1,99) et aqueux acétate d’ éthyle (103,99+5,87)
mmol équivalent trolox, cependant les extraits organiques donnent les plus faibles valeurs
TEAC avec 45,80+3,10 et 33,67+1,23 pour |'acétate d'éthyle et le chloroforme
respectivement.

De ces résultats nous pouvons dire gu’une bonne capacité antioxydant équivalent
trolox est montrée essentiellement par les extraits aqueux de Fraxinus angustifolia qui peut
étre due a leurs richesses en substance phénoliques de nature polaire ; qui comportent des
groupement polaires dans leurs structures, tels que les groupements OH qui jouent un rble
primordial dans I’ activité antioxydant comme donneurs d’ hydrogene (Wu et al., 2007 ;
Robard et al., 2009).

Nos résultats sont meilleurs par rapport a ceux rapportés par Djeridane et ses
collaborateurs (2006) dans I’ éude de I’ activité antioxydant équivalent trolox, de plusieurs
plantes algériennes, parmi Globularia alypom et Thymeleae hirsuta utilisées pour leurs
propriétés anti inflammatoires. Ces derniéres n’ont enregistrées que 20,31 et 17,62 mmol
équivalent trolox respectivement qui sont tres loin de celles de fraxinus. Une autre éude
mené par Li et al., 2007 sur |’ activité antioxydant de Fraxinus rhynchophylacée a donné
une valeur de 166,09+0,34 pumol équivalent trolox/g d’ extrait qui reste tres inferieure a

celle de Fraxinus angustifolia.

L’évauation du potentiel antioxydant d’une plante médicinale de la région du
Talwan a propriétés thérapeutique anti inflammatoires dite Chailanthes glauca,
n’enregistre qu’'une vaeur TEAC de 852+78,7umol équivalent trolox/g d' extrait (Pasten
et al., 2007). En comparant les résultats de ces études aux notres, Fraxinus angustifolia

présent un puissant potentiel antioxydant.
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En effet, I'activité scavenging est aussi exprimée en termes de pourcentage
d’'inhibition du radical ABTS™ & une concentration de 100ug/ml montré par la figure
suivante :

B Ecorces O Feuilles B Standards ‘
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Figure 21: Activité scavenging du radical ABTS"™ de Fraxinus angustifolia.

1. Extrait éthanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3 : extrait aqueux acétate d’ éthyle, 4 : extrait de
chloroforme, 5 : extrait aqueux de chloroforme ,6 : quercitine, 7 : acide gallique, 8 : BHA.

*Les valeurs portantes les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05).

*|es barres vertical es représentent les écarts types.

De cette figure, on constate qu’'a I’ exception de |’ extrait chloroforme des feuilles,
tous les extraits exhibent des pourcentages d’inhibition du radical ABTS supérieures a
80%. Ses pourcentages sont comparables a ceux montrés par la molécule de référence
BHA, et |égerement inférieures a ceux enregistrés par I'acide galique (97,14%) et

quercitine (96,5%) testés dans les méme conditions que les extraits.

Pour I’écorce, aucune différence significative (p<0,05) n’existe entre les extraits
éthanoligque, acétate d' éthyle et chloroforme enregistrant ainsi des valeurs qui oscillent de
89,13 a 89,57 %, aors que la meilleure activité inhibitrice est donnée par I’ extrait agueux
acétate d' éthyle avec un pourcentage d’inhibition de 91,92+0,04 |égerement supérieur a
celui de la BHA. Quant aux feuilles, la meilleure activité inhibitrice est montée par
I’ extrait aqueux de chloroforme (89,03+0,3) suivi del’ éhanol (87,96+0,5),
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agueux acétate d' éhyle (87,6+0,2) et acétate d’ éhyle (86,25+0,6), aors que la plus
faible activité est enregistrée par |le chloroforme avec 64,35+0,4.

Nos résultats concordent avec ceux de Mathew et ses collaborateurs dont |’ extrait
méthanolique de feuilles de Cinnamomum verum a enregistré une valeur de 87% a une
concentration de 100ug/ml. L’extrait méthanolique de Trigonella foerum montre un effet
scavenging du radical ABTS+. inferieur a celui de Fraxinus angustifolia avec un
pourcentage d’inhibition de 49% (Kaviarosan et al., 2007).

Une étude menée par Arumugan et ses collaborateurs (2006) sur les feuilles Mentha
spicata en utilisant une extraction sélective, a montré que |’ effet scavenging du radical
ABTS" par I'extrait acétate d’ éthyle (95%) et I'extrait aqueux (68%) ont exhibé une
activité supérieure a celle obtenue avec I’ extrait d’ hexane (18%) et I’ extrait du chloroforme
(22%). D’ aprés ces résultats et ceux de notre étude, on constate, qu’'un trés bon effet
scavenging du radical ABTS +.est montré par les extraits agqueux et organique polaires
(éthanol et acétate d'éthyle). Ceci peut étre expliqué par le fait qu'ils contiennent des
composeés polaires riches en groupements hydroxyles tels que les flavonoides et les phénols
simples (figure 15 et 16). En effet, une éude a établie que les composés phénoliques ne
présentent pas tous la méme activité scavenging du radica ABTS™ qui est en relation
étroite avec le nombre de groupement OH ainsi que leurs position (Montoro et al., 2005 ;
Mathew et al., 2006).

[11.3.2.1. Activité anti radicalaire contre le radical ABTS' & différentes

concentrations

Dans le but d' exprimér les résultats en terme d'1Cs, les extraits ayant exprimés un
effet scavenging important ainsi que les molécules standards sont testés sur une gamme de
concentrations de: 6,25, 12,5, 25, 50,75 et 100 pug/ml selon leurs efficacité anti
radicalaire.

L’ 1Cs est la concentration qui correspond &a50% d’inhibition du radical ABTS™, la
valeur la plus faible correspond a |’ efficacité de I’ extrait la plus élevée et par conségquent
une activité anti radicalaire plus importante (Nakiboglu et al., 2007 ; Villano et al., 2007).
Les résultats des différents extraits ainsi que les molécules de références a différentes

concentrations et leur Cso sont illustrés dans les figures 22 et 23 et |e tableau V1.
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Figure 22: Effet scavenger contre le radical ABTS™ des extraits de I'écorce de F.

angustifolia et certains standards a différentes concentrations.

Les résultats de la figure 22, nous montre que I’ effet anti radicalaire de I’ extrait
aqueux de chloroforme d'écorce de fraxinus a différentes concentrations, diminuent
progressivement jusgu’ a atteindre un taux d’inhibition de 69,45% a une concentration de
6,25ug/ml, exprimant ainsi la plus faible 1Cs (3,01ug/ml), qui est comparable a celle des
molécules de référence BHA et quercitine (p<0,05) reflétant ainsi un potentiel anti
radicalaire trés important. Les extraits éhanol et chloroforme atteignent des taux 46,40 et
42,05% puis des extraits aqueux et organique d acétate d’ éhyle avec 31,15 et 28,46% a
6,25pug/ml expriment aors des valeurs d' 1Csp de 11,35 et 15,13ug/ml qui restent inferieurs
acelles enregistrées par I’ acide gallique (19,11 pg/ml).
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Figure 23: Effet scavenger contre le radical ABTS™ des extraits de feuilles deF.
angustifolia et certains standards a différentes concentrations.

D’apres la figure ci-dessus, on constate une fois de plus que |’extrait agueux de
chloroforme présente un effet anti radicalaire important méme a de tres fable
concentration (6,25ug/ml), en présentant un pourcentage d'inhibition supérieure a 50%,
exprimant ainsi laplus faible valeur IC50 qui est de 3,73ug/ml et qui reste trés proche de
celle montré par la molécule de référence BHA (3,90ug/ml). Les extraits Aqueux acétate
d éthyle, éthanol et acétate d éhyle enregistrent des valeurs 1Csy trés proches, mais
inferieures a celles montrées par I’ acide gallique, tandis que |’ extrait chloroforme exprime

un effet anti radicalaire modéré avec une valeur d' | Csy de 43,99ug/ml.

De ces résultats nous pouvons conclure que les extraits d’ écorce et de feuilles de
fraxinus manifestent un effet anti radicalaire puissant contre le radical ABTS"™ exprimant
ains des valeurs d'ICso<17pug/ml a I’exception de I'extrait chloroforme des feuilles
(tableau V1). De plus cet effet se retrouve essentiellement dans les extraits polaires et peu
polaires qui peut étre expliqué par le fait que ces extraits sont riches en phénols totaux et
en flavonoides. Ces constations plaident pour une activité anti radicalaire attribuée aux
substances phénoliques riches en groupements hydroxyles (OH), rapporté pour leurs

réductions des radicaux libres, en les stabilisant par leur atome d’ hydrogéne.
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Tableau VI : les IC 5y des extraits d’'écorces et de feuilles de F. angustifolia et des

standards.

|Cso (Lg/ml)
Extraits Ecorce Feuilles standards
Ethanol 6,22 15,59 BHA : 3,90
Acétate d' éthyle 15,13 16,92 Quercitine: 2,26
Aqueux acétate 11,35 7,35 Ac-gdlique:19,11
d éthyle
Chloroforme 6,77 43,99
Aqueux chloroforme 3,01 3,73

Phillips et ces collaborateurs (2010) ont rapporté des ICsy de 12,1 et 8,6 pg/ml
données par les extraits éthanolique et chloroforme d’une plante médicinale Indigofera
aspalathoides; comparées aux valeurs enregistrées par nos extraits, ces dernieres sont
assez proches. Une autre éude porté sur I’ effet anti radicalaire des extraits acétate d’ éhyle
et agueux d écorce de Ficus microcarpa a rapporté des valeurs d’'IC50 de 1,6 et 4ug/mi
respectivement, ces derniéres sont inferieurs aux valeurs enregistrées par les extraits
d écorce de fraxinus (Ao et al., 2008). L’ extrait méthanolique des feuilles de Solanum
pseudocapsucum, une plante médicinale de la famille des solanacées a propriétés anti
inflammatoires, montre une valeure d'1Csy supérieure aux notre qui est de
49,66+0,33ug/ml (Pillay et al ., 2005).

Afin de situer les valeurs ICx retrouvées, ces dernieres sont comparées a d autres
rapportées par des travaux qui se sont intéressés a I’ étude de |’ effet anti radicalaire contre

le radical ABTS"par des plantes médicinales montré dans |e tableau suivant :
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Tableau VII : Exemples de travaux réalises concernant I’ activité anti ABTS"™ des extraits

de plantes.

Plantes extraits [Cso Références

Pseudartia viscida Ethanolique 81 pg/mi Vijayabaskaran et al., 2010

Maytenus aquifolium M éthanolique 3,6 ug/mi Vellosaet al., 2007

Maytenus alicifolium 2 ug/mi Vellosaet al., 2006

Pleurotus ostreatus Ethanolique 8 mg/ml Jayakumar et al., 2009

Hibiscus furcatus Acétate d’ éthyle |1,33ug/ml Fijesh et al., 2010
Ethanolique 96,33ug/ml

Hermania althaeifolia | Acetonique 11,86 pg/ml Essop et al., 2008

Hermania flamula 19,56 pg/ml

Hermania trifuca 41,74 pg/mi

[11.3. 3. Activité scavenging du radical superoxyde (02)

Le radical superoxyde est connu pour étre un compose tres nocif a la cellule puisque

c'est un précurseur d autres espéces radicalaires (Jayakumar et al., 2009). Le pouvoir

piégeur du radical anion superoxyde (O2¢ ) par les différents extraits de feuilles et

d écorce de Fraxinus angustifolia a été évalué spectrophotométriquement en suivant la

diminution de la réduction du NBT (Nitroblue tetrazolium) en formazan (Amax= 560nm)

par le superoxyde produit chimiquement dans le systeme PMS-NADH (Wang et al., 2009).

La capacité des extraits et de la molécule standard (acide caféique) a piégée le radical

super oxyde est exprimée en termes de pourcentages d'inhibition a une concentration de

400ug/ml illustreé par lafigure 24.
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Figure 24: Activité scavenging de |’ anion super oxyde de Fraxinus angustifolia.

1. Extrait éthanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3 : extrait aqueux acétate d’ éthyle, 4 : extrait de
chloroforme, 5 : extrait aqueux de chloroforme, 6 : acide caféique.

*Les valeurs portantes les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05).

*|es barres verticales représentent les écarts types.

L’analyse de nos résultats révelent une fois de plus la performance de I’ extrait
aqueux de chloroforme d'écorce qui inhibe le radical super oxyde a 79,82+2% et qui ne
présente aucune différence significative(p<0,05) avec la molécule de référence testée
(acide caféique) qui inhibe de 81,41% le radical super oxyde, suivi de I’aqueux d’ acétate
d éthyle pour lequel on note un pourcentage d'inhibition de 49,59+0,1. L’extrait
éthanolique enregistre une valeur inferieure, et n’inhibe que de 30,77+2,1% le radical

super oxyde.

De méme pour les feuilles, la meilleure activité anti radicalaire est enregistrée par
I’extrait agueux de chloroforme avec un pourcentage d'inhibition de 72,54%, suivi de
I’extrait acétate d’ éhyle par une activité inhibitrice de I’ ordre de 62,42+ 3,4%, tandis que
I’extrait éthanolique inhibe le radical super oxyde de 34,36+4,9%. A |’exception de
I’extrait chloroforme des deux parties étudiées, tous les extraits présentent un effet
scavenging du radical super oxyde avec une meilleure inhibition enregistrée par les extraits
polaires qui est fort probablement due a leur richesse en composés phénoliques et en
flavonoides particulierement (Rakesh et al., 2010 ; Sannigrahi et al., 2010).
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Liu et ses collaborateurs (1997) ont testé I’ extrait éthanolique de Cyperus rotundus (de
la famille des Cyperacées) contre I’ anion superoxyde, le pourcentage éant de 89.63% a
une concentration de 100ug/ml, ce dernier est tres élevé par rapport a l’ extrait éthanolique

de Fraxinus angustifolia qui est de 34,36%.

Dans une étude de I'activité anti radicalaire contre le super oxyde d’'une plante
médicinale & propriétés anti inflammatoires Mucuna puriens, I’extrait méthanolique a
révélé un pourcentage d’'inhibition de 55% a 350ug/ml (Radjeshwar et al ., 2005). Une
autre éude mené par Kowti et ses collaborateurs (2010), a montré que I’ extrait
éthanoligue des feuilles de Spatodea campulata a des propriétés anti inflammatoires et
présente un effet scavenging du super oxyde en inhibant ce dernier avec un pourcentage de
70% a 500ug/ml. On comparant ces résultats avec les nbtres, ces derniers restent

supérieurs a ceux montré par |’ extrait éthanolique des feuilles de Fraxinus angustifolia.

Selon Rakesh et ses collaborateurs (2010), I'extrait aqueux de Nymphaea stellata
inhibe le super oxyde généré chimiquement dans le systeme PMS-NADH de 26,22% a une
concentration de 500pug/ml, un résultat inferieur a celui enregistré par les extraits aqueux
de Fraxinus angustifolia. D’ aprés ces auteurs, cet effet scavenging du radica O,” est
attribué aux composés phénoliques et aux flavonoides présents dans cette plante

notamment |’ acide gallique.
111.3.3.1. Effet anti radicalaire contreleradical O, “a différ entes concentrations

Les extraits ayant exhibés des pourcentages d’inhibition supérieures a 50% ainsi
que |’ extrait éthanolique et I’ acide caféique ont été testé pour leur effets scavenging du
radical super oxyde sur une gamme de concentration de : 50, 100, 200, 300 et 400ug/ml,
leurs valeurs d'1C50 sont calculés et les résultats sont illustrés par les figures 25 et 26 ci

dessous.
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Figure 25: Effet scavenger contre |’ anion super oxyde des extraits d’ écorce de Fraxinus
angustifolia et de |’ acide caféique a différentes concentrations.
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Figure 26: Effet scavenger contre I’ anion super oxyde des extraits de feuilles de

Fraxinus angustifolia et de I’ acide café que a différentes concentrations.

58



Partie expérimentale Résultats et discussions

D’ aprés lafigure(25), L’ extrait aqueux de chloroforme présente un profile trés proche
de I’ acide caféique, montrant ainsi des pourcentages d’inhibition élevés 79,82% et 81,41%
respectivement. Cela peut étre attribué a sa teneur élevée en composés phénoliques et en
flavonoides, d’ailleurs il a montré la valeur d'1Csq la plus faible (tableaux XI1) comparé
aux autres extraits, mais qui est supérieur a celle donnée par la molécule standard, on
remargue également une absence d'activité scavenging de I’anion super oxyde a une
concentration inferieure a 50pg/ml de cet extrait se qui n’est pas le cas pour la molécule
standard, cela peut s expliquer par le fait que I’ acide café que est une molécule pure aors
gue I'extrait aqueux de chloroforme est un mélange de composés. Les autres extraits
éthanolique et aqueux dacétate d éhyle augmentent légérement en fonction de la
concentration avec un maximum d’ activité inferieur a 50%.

Les résultats obtenus (figure 26) montrent que les extraits testés; agueux de
chloroforme acétate d’ éthyle et | acide caféique piége le radical superoxyde d’ une maniere
dose dépendante. Excepté I’ extrait acétate d’ éthyle qui  présente un profil d activité bi
phasique : dans la premiére phase, il manifeste un effet scavenger dose dépendant jusqu’ a
atteindre un maximum d’ activité de 78,64% pour une concentration de 300ug/ml. Au dela
de cette concentration son effet s'inverse et s exprime par une diminution de son effet
scavenger jusgu’ a 62,42% pour une concentration de 400ug/ml. Ce phénoméne peut étre
expliqué par un changement du comportement de I’ extrait de I’ effet antioxydant a |’ effet
pro oxydant (encombrement stérique entre les composés phénoliques de cet extrait), ou
par le fait que la concentration des molécules pro oxydantes dépasse largement celle des
molécules anti oxydantes (Hung et al., 2005). Ceci n’est pas vraiment surprenant dans la
mesure ou les composés phénoliques agissent généralement comme antioxydants a faible
concentration, mais peuvent devenir pro oxydants a forte concentration; par leur auto
oxydation conduisant a la formation de semi quinone et du radical superoxyde (Mochizuki
et al., 2002 ; Jayaprakasha et Patil, 2007).

L’extrait aqueux de chloroforme a montré la plus faible IC50 (p<0,05) reflétant ainsi
un potentiel anti radicalaire important, tandis que |’ extrait éhanolique enregistre un faible

effet scavenger d une valeur de 34,36%.

59



Partie expérimentale Résultats et discussions

Tableau VIII: lesvaleurs d' IC50 des extraits d’ écorce et de feuilles de F. angustifolia et
del’acide caféque.

| Cso (Mg/ml)
Extraits Ecorce Feuilles standards
Ethanol / / Ac- caféique: 116,68
Acétate d' éthyle / 146,66
Aqueux acétate 400 /
d éthyle
Aqueux chloroforme 147,68 99,4

D’ §pres les résultats obtenus, notons que I’ activité anti radicalaire des extraits de
feuilles de Fraxinus angustifolia manifestent des effets plus prononcés que ceux de
I”écorce, qui eux méme restent relativement importants. Cela peut s expliquer par la
différence de parties végétales utilisées (écorce et feuilles) d une part et que les feuilles
sont probablement plus riches en composés phénoliques (figure 15) vu que ces derniéres

sont |e siege de la photosynthése.

Pour mieux situer nos valeurs d’' IC50 retrouvées, nous les avons comparés a celles
rapportées par des travaux qui se sont intéresses al’ éude de I'inhibition du radical super
oxyde généré dans un systeme purement chimique PMS-NADH par des extraits de plantes
médicinales (tableau XIV). Il ressort que la plupart des études, ont rapportées des valeurs
d' 1C50 > 100pg/ml reflétant des effets anti radicalaires plus au moins importants. L’ effet
exprimeé par les extraits de feuilles et d' écorce de Fraxinus angustifolia est donc inferieur.
Pour conclure, ces résultats ne nous renseignent pas sur le mode d’ action de ces extraits qui

agissent comme des piégeurs de |’ anion super oxyde.
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Tableau | X : Exemples d’ éudes concernant |’ effet scavenging de I’ anion super oxyde par

les extraits de plantes.

plante Extrait IC50 Références
Sesamum indicum agueux 135,4 pg/ml Visavadiyaet al., 2009
Enhydra fluctuans Ethanolique >100 pg/mi Sannigrahi et al., 2010
Chloroforme >100 pg/ml
Acétate d' éthyle 56,7 pg/ml
Ficus microcarpa Ethanolique (écorce) 97,5 pg/ml Ao etal., 2008
Acétate d' éthyle (écorce) 63,2 pg/ml
Aqueux écorce 83,9ug/ml
M éthanolique (feuilles) 223(pg/ml)
Veronica orientalis 189,91 (pg/ml) Harput et al., 2011
Veronica peduncularis | Méthanolique 186,31 (ug/ml)
Veronica chamaedrys 113,39(ug/ml)
Spathodea campanulata | Ethanolique 198(pg/ml) Kowti et al., 2010
Tamarindusindica Acétate d' éthyle 79,58(ug/ml) Ay etal., 2007
M éthanolique 77,10(pg/ml)
Mushroom pleurotus Ethanolique 8 mg/ml Jayakumar et al, 2009

[11.3. 4. Activité scavenging du radical nitrique oxyde (NO’)

Le monoxyde d’'azote (NO) est un puissant vasodilatateur qui est produit par de

nombreux types cellulaires incluant les cellules endothéliales vasculaires (Maeda et al.,

2003) . Des concentrations élevées de NO sont cytotoxiques et sont associées a un systeme

de défense non spécifique contre les microorganismes (Green, 1995).

Les résultats du pouvoir scavenging du radical nitrique oxyde des extraits d’ écorce et de

feuilles de Fraxinus angustifolia sont exprimés en termes de pourcentage d’inhibition et

illustrés dans lafigure suivante :
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M Ecorces O Feuilles B Standards
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Figure 27: Activité scavenging du mono oxyde d’ azote de Fraxinus angustifolia.

1. Extrait éthanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3 : extrait aqueux acétate d’ éthyle, 4 : extrait de
chloroforme, 5 : extrait aqueux de chloroforme ,6 : BHA, 7 : acide gallique, 8 : quercitine.

*Les valeurs portantes les mémes lettres ne présentent aucune différence significative (p<0,05).

*|es barres vertical es représentent les écarts types.

Des différences significatives (p<0,05) sont révélées entre les extraits ; néanmoins,
aucune différence significative n'est notée entre les extraits acétate d’éthyle, aqueux
acétate d'éthyle et chloroforme d écorce, ni entre I’ extrait éhanolique, chloroforme et
aqueux de chloroforme des feuilles. On note aussi une meilleure activité montrée par les
extraits de feuilles comparée a ceux d’ écorce excepté le chloroforme. De cette figure, tous
les extraits étudiés enregistrent des pourcentages d'inhibition supérieurs a 70% et aux

mol écules de références utilisees BHA (61%) et quercitine (68%).

Pour |’écorce, I’extrait chloroforme a montré la meilleure activité inhibitrice du
monoxyde d’'azote avec une valeure de 92% comparable a celle enregistré par |’ acide
galique (91%), suivi de I'acétate d'éthyle , agueux acétate d'éthyle et agueux de
chloroforme avec des pourcentages de 82,91+0,24, 81,06x0,28 et  80,95+0,46
respectivement, tandis que I’extrait éhanolique enregistre le plus faible pourcentage
d'inhibition 72,55+0,8% .
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Concernant les feuilles, le plus fort effet scavenger est donné par I extrait acétate
d éthyle (95,29%), suivi de I’aqueux de chloroforme (92,27%) et |’ éthanol (92,10%), la
plus faible activité est de (87,50%) enregistré par I'extrait aqueux acétate d'éthyle.
L’ensemble de ces résultats nous indique que les extraits de Fraxinus angustifolia

exhibent un puissant effet scavenging du radical nitrique oxyde.

L’ éude de Sannigrahi et ces collaborateurs (2010), a montré que I’ activité anti
nitrique oxyde a une concentration de 100ug/ml donne des pourcentages d'inhibition de
80%, 50% et 20% enregistrés par les extraits acétate d'éthyle, méthanolique et
chloroformique des feuilles de Enhydra fluctuans respectivement. Dans une autre étude,
I’activité inhibitrice du radical NO par I'extrait méthanolique des feuilles de Leea
indica,chasalia chartacea et lasianthus oblongus, plantes médicinales de la région de
Malaisie ont exhibées des pourcentages d'inhibitions de 80,42, 81,84 et 79,16%
respectivement a une concentration de 125ug/ml (Saha et a., 2004). L’ étude faite par
Razali et ses collaborateurs (2008) a montré que |’extrait méthanolique a exhibé une
meilleure activité (55%), suivie de I’ extrait éthyle acétate et de I’ hexane avec 5% a une
concentration 500ug/ml. Ce qui n’est pas en accord avec nos résultats car les extraits de

Fraxinus angustifolia ont montré des pourcentages d’inhibition supérieurs.

A partir de ces observations, nous constatons que | activité scavenging de NO™
peut étre justifiée par la concentration des composés phénoliques dans les extraits, car la
présence des tannins, des flavonoides et des acides phénoliques jouent un réle important
dans cette activité (Kowti et a., 2010).

111.3.4.1. Effet anti radicalaire contreleradical NO' a différentes concentrations

Les extraits d' écorce et de feuilles, ayant exprimés des effets importants ainsi que
les mol écules standards ont été testés sur une gamme de concentration de : 6,25, 12,5, 25,
50,75 et 100 pg /ml (figures 28 et 29) dansle but d’ exprimer les résultats en terme
d' 1C50.
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Les résultats de la figure (28) nous montrent que, les extraits organique et agqueux
de chloroforme gardent leurs activités supérieures a 50% méme a de trés faibles
concentrations (6,25ug/ml) exprimant ainsi des valeurs d' IC50 tres proches de 6,94 et
7,07ug/ml respectivement qui sont inferieurs a celles enregistrées par les molécules de
références utilisées, les autres extraits montrent des valeurs IC50 qui oscillent de 10,13 a
15,30ug/ml (Tableau X). De méme pour les feuilles, a I'exception de I’ extrait aqueux
acétate d éthyle.

Tous les extraits montrent des pourcentages d’inhibition du radical nitrique oxyde
supérieurs a 50% a une concentration de 6,25ug/ml et enregistrent des valeurs IC50 tres
faibles qui varient entre 4,07 et 7,26 pg/ml, reflétant ainsi un potentiel anti radicalaire
trés important.

—¢— Ethanol —O— Acétate déthyle —&— Adqueux dacétate déthyle
—O— Cchloroforme —&— Aqueux de chloroforme == Acide galique
—54— Quercétine —X=—BHA

100 -+

[0]
o
|

(o2}
o
|

% Scavenging de
monoxyde d' azot
D
o

20 -

0 'x T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentr ations(ug/ml)

Figure 28: Effet scavenger contre le radical NO' des extraits d' écorce de F. angudtifolia et
certains standards a différentes concentrations.
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—e— Ethanol —a— Acétate déthyle — — Aqueux dacétate déthyle
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Figure 29: Effet scavenger contre le radical NO' des extraits de feuilles de F. angustifolia et
certains standards a différentes concentrations.

Tableau X : lesvaleurs d' IC50 des extraits d’ écorce et de feuilles de F. angustifolia et de
mol écules de références

| Cso (Hg/mI)
Extraits Ecorce Feuilles standards
Ethanol 12,59 5,85 Ac-gdlique: 11,78
Acétate d' éthyle 10,13 4,47 Quercitine: 12,50
Ag- acétate d' éhyle 15,30 7,26 BHA : 25
Chloroforme 7,07 4,07
Aqueux chloroforme 6,94 5,59

Nos valeurs d'IC50 retrouvées, sont comparées a d' autres rapportées par des
études qui s'intéressent al’inhibition du radical nitrique oxyde par des extraits de plantes
medicinales. D’ apres le tableau ci-dessous, il ressort que toutes les études ont rapportées
des valeurs IC50 ¢élevées > 30 pg/ml reflétant des activités anti radicalaires assez fortes,
I’ effet exprimé par les extraits de Fraxinus angustifolia est donc plus fort car la plus fortes
valeur 1C50 enregistré est de 15,30 pg/ml.
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Tableau XI : Exemples d études concernant |’ effet scavenging du radical nitrique oxyde
par les extraits de plantes.

plante Extrait IC50 (ug/ml) Références
Spathodea campanulata Ethanol 160 Kowti et al., 2010
Veronica orientalis Méthanol 824,24 Harput et al., 2011
Veronica officinalis 570,33
Enhydra fluctuans M éthanol >100 Sannigrahi et al., 2010
Acétate d' éthyle 56,7
Chloroforme >100
Sesamum indicum Ethanol 98,8 Visavadiyaet al., 2009
Aqueux 238
Mucuna pruriens M éthanol 50 Rajeshwar et al., 2005
Indigofera aspalathoides Ethanol 35,2 Philips et al., 2001
Chloroforme 29,9
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[11.4. Corrélations entre |'activité antioxydant et les teneurs en composés

phénoliques.

Dans le but de déterminer la relation existante entre I’ activité antioxydant et la
teneur en composés phénoliques des extraits d'écorce et de feuilles de Fraxinus
angustifolia, les facteurs de corrélation sont déterminés et résumé dans les tableaux

suivant :

Tableau XII : Corréations entre le pouvoir réducteur et I’ effet anti ABTS™ et composés
phénoliques

FRAP (acide ascorbique et caféque) ABTS
Ecorce | Feuilles| Ecorce | Feuilles Ecor ce Feuilles
Polyphénols 0,94 0,53 0,91 0,68 0,24 0,59
Flavonoides 0,29 -0,08 0,23 -0,17 -0,15 0,62
Tannins -0,66 -0,32 -0,64 -0,49 -0,45 -0,79

Tableau XIII : Corrélations entre |’ effet anti O, et NO' et composés phénoliques

Superoxyde Nitrique oxyde
Ecorce Feuilles Ecorce Feuilles
Pol yphénol s 0,82 0,76 0,12 0,032
Flavonoides 0,29 0,26 0,21 -0,55
Tannins -0,88 -0,57 0,60 0,27
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[11.4.1. Activitéréductrice (FRAP) et teneur en composés phénoliques

L’ activité réductrice des extraits d’ écorce de Fraxinus angustifolia étudiés serait
étroitement liée a leurs teneurs en phénols totaux d’ apres le tableau X1 qui montre des
coefficients de corrélations respectifs de 0,94 et 0, 91 pour I’acide ascorbique et |’ acide
caféique, qui est en accord avec I’ étude meneé par Li et ces collaborateurs (2008) qui ont
révélés un coefficient de corrélation de 0,86, ce résultat s explique par le fait que les
composés phénoliques sont les composés majoritaires des extraits de plantes médicinales
(Ca et a., 2005, Wong et a., 2006), tandis que les extraits de feuilles présentent une
corrélation moyenne (0,68). Des corrélations faibles entre le pouvoir réducteur et la teneur
en flavonoides des extraits d’ écorces (0,29 et 0,23) sont obtenues, alors que les extraits de
feuilles ne présentent aucune corrélation (-0,08).

Les corréations entre I'effet réducteur des extraits de feuilles et d’écorce de
Fraxinus angustifolia et leurs teneurs en tannins sont négatives (-0,66 et -0,49) suggérant
ainsi que le pouvoir réducteur est inversement proportionnel aux teneurs en tannins. Ce
résultat peut s expliquerait par le fait que les tannins, a des concentrations € eveées peuvent
interagir entre eux et réduit par consequent la disponibilité des fonctions hydroxyles
impliqués dans cette activité.

I11.4.2.Activité scavenger du radical ABTS et teneur en composés phénoliques

Les composés phénoliques d’ écorce affichent des corrélations faibles respectives
de (O, 24, -0,15) pour les phénols totaux et les flavonoides se qui indique que I’ effet anti
radicalaire contre’ ABTS '™ n’est pas proportionnel ala concentration en ces composés, un
tel résultat peut étre interprété d’'une part, par le fait que la solution d extrait est un
mélange complexe de composés et d’autre part, par la présence d autres composés de
nature antioxydants qui pourrait interférer (Dawidowicz et a., 2006). Cependant la
correlation entre I’ effet anti ABTS™ des extraits de feuilles et leurs teneurs en phénols
totaux et flavonoides est de 0,59 et 0,62 respectivement, suggérant un réle modeste de ces
composés. L' étude réalisée par Djeridane et ces collaborateurs (2006) sur une sertie de
plantes médicinales algériennes, suggerent que 79% de leurs capacité antioxydant est

attribué aux phénols totaux et aux flavonoides présent dans leurs tissus.
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La corrélation entre |’ effet anti-ABTS™ des extrait de F.angustifolia et leurs teneur
en tannins est de -0,45 pour I’ écorce et -0,79 pour les feuilles, s'suggérant probablement

un effet anti-radicalaire inversement proportionnel alaconcentration en tannins.
[11.4.3.Activité scavenger du super oxydeet teneur en composés phénoliques

Le tableau X1II révéle I’ existence d’ une corréation linéaire et significative entre le
pouvoir anti radicalaire des extraits de Fraxinus angustifolia et leur teneur en phénols
totaux (r = 0,82 et 0,76) pour I’ écorce et les feuilles respectivement, également une faible
corrélation est obtenue entre les teneurs en flavonoides (r= 0,08 et r= 0,06) et I’ activité
scavenging du radical super oxyde, un résultat expliqué par le fait que I'activité
antioxydant n'est pas toujours liée a la présence de grandes quantités de composes
phénoliques, et par le fait que cette derniére dépend de la nature et non de la quantité des
polyphénols ( Yokozawa et a., 1997 ; Amarowicz et al., 2004). Cependant, ce n’est pas le
cas pour les tannins d'écorce qui affichent une bonne corrélation négative (-0,88),
impliquant ainsi les tannins dans I’ effet anti-radicalaire contre I’ anion super oxyde qui est
inversement proportionnel aux teneurs en ces composés. En effet, les composes
phénoliques sont reconnus comme des substances potentiellement antioxydant ayant la
capacité de piéger les especes radicaaires et les formes réactives de I’ oxygene (Ba et al.,
2010).

[11.4.4.Activité scavenger du monoxyde d’azote et teneur en composés phénoliques

Les coefficients de corrélation entre I'activité anti radicalaire contre le nitrique
oxyde et la composition en phénols totaux et flavonoides des extraits de F. angustifolia
sont de (0,12 et 0,032) et (0,21 et -0,55) respectivement, ces résultats n’exclues pas
I"implication de ces derniers dans cette activité. 1l a été montré qu’il existe une relation
directe entre |'activité antioxydante et les composés phénoliques de plusieurs fagons:. la
fraction phénolique totale n'integre pas tous les antioxydants, des interactions synergiques
entre les antioxydants et que I'activité antioxydante ne dépend pas seulement de la
guantité, mais également de la qualité et de la structure des antioxydants (Nakiboglu et al.,
2007). En effet une corrélation moyenne (0,60) est obtenue avec les tannins des extraits
d écorce de Fraxinus angustifolia et |’ activité scavenging du monoxyde d’ azote, suggérant

un effet modeste de ces derniers.
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[11.5. Evaluation de I’ activité antioxydant des fractions chromatographique des
extraits actifs de Fraxinus angustifolia

Afin de déterminer la nature des composés responsables de I’ activité antioxydant
dans les extraits actifs, ces derniers en fait |’ objet d’ un fractionnement sur colonne de géle
de selice et cing fractions ont été récupérées progressivement, avec une éution de polarité
croissante : chloroforme/acétate d’ éthyle (90 :10/v : v), acétate d’ éthyle /méthanol (50 :50/
Vv : V), acétate d’ éthyle/méthanol (20 :80/ v : v), méthanol/eau (10:90/ v : v) et eau/acide
acétique (99,75: 0,25/ v : v).

[11.5.1. Activitéréductrice desfractions des extraits actifs de Fraxinus angustifolia

Le pouvoir réducteur des fractions des deux extraits actifs ains que I’ extrait
éthanoligue d’ écorce et des feuilles de Fraxinus angustifolia a 100pg/ml sont montrés par
les figures 30 et 31.

BEqacide ascorbique @ Eqacide cafeique

2
N
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=1
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Pouvoir reducteur par Ia methode FRAP

Eth Fl F2 F3 F4 F5 Aqe FIEXtraitss F4 F5 bhqch FI F2 F3 F4  Fs

Figure 30 : Pouvoir réducteur des fractions des extraits actifs d’ écorce de F.angustifolia al00ug/ml. Eth :
éthanol ; Aqg ae: aqueux acétate d’ éthyle et Aqch : agueux de chloroforme.
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Figure 31 : Pouvoir réducteur des fractions des extraits actifs de feuilles de F.angustifolia a100ug/ml. Eth ;

éthanol ; AE: acétate d' éthyle et Aqch : aqueux de chloroforme.

De la figure30, on constate clairement gque le pouvoir réducteur (FRAP) des trois
extraits réside essentiellement dans la fraction F2, éluée par le mélange acétate d’ éhyle
/méthanol (50 :50/ v : v), celles-ci a enregistrées des valeurs de 137,47, 92,05 et 68,61 mg
équivalent acide ascorbique /g d’extrait pour les extraits agueux de chloroforme, aqueux
acétate d éthyle et éthanol d écorce respectivement, suivi de la F3 de |I’aqueux d’ acétate
d éthyle (24,73) , le reste des fractions présentent des valeurs tres inferieures.

De méme pours les feuilles ce sont les fractions F2 de |’ agueux de chloroforme et
d éthanol qui enregistres le meilleur pouvoir réducteur avec 148,86 et 64,44 mg
équivalent acide ascorbique/g d’ extrait, les fractions trois dd I’ aqueux de chloroforme et
d acétate d'éthyle montres des valeurs inferieurs suivi des Flde I'éthanol et acétate
d éthyle.

Ces résultats nous permettent de déduire que les majeures parties des composés
réducteurs de Fraxinus angustifolia sont de nature polaire pour I’ écorce et moins polaire
pour lesfeuilles.

I11.5.2. Activité scavenging des fractions sur leradical ABTS”

L es résultats du teste ABTS™, mené par les fractions chromatographique des
extraits actifs exprimés en terme d’ équivalence Trolox sont représentés dans les figures ci-
dessous :
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Figure 32 : Capacité antioxydant équivalent Trolox des fractions des extraits actifs d' écorce.

De la figure 32, les meilleures capacités antioxydant équivaent trolox et obtenue
par lafraction F2 destrois extraits qui montrent des valeurs supérieures a16 mmol trolox/g
d extrait ains que la Flde I’extrait de chloroforme, la F3 de I’ éhanol enregistre une
valeur inferieur (14,59 m mol trolox), tandis que les fractions 4 et 5 donnent des valeurs
tres proches qui oscillent de 9,44 a 9,99 m mol trolox /g d’ extrait . Concernant les feuilles
de Fraxinus angustifolia (figure 33), toutes les fractions enregistrent des valeurs
importantes qui sont supérieurs al6 m mol trolox/g d’ extrait, excepté les fractions 3,4 et 5
de I’ extrait aqueux de chloroforme qui montrent des valeurs de 12,84, 10,03et 9,44 m mol

trolox/g d’ extrait.

De tels résultats nous permettent de conclure que Les composés responsables de la
capacité antioxydant des extraits d’ écorce et des feuilles de Fraxinus angustifolia sont de
polarités variables ains que les extraits natifs présentent des capacités antioxydant tres
supérieur comparé a leurs fractions, qui peuvent étre expliqués par un effet synergique

desfractions.
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Figure 33 : Capacité antioxydant équivalent Trolox des fractions des extraits actifs des feuilles.

Les figures suivantes (34 et 35) illustrent les résultats de I’ activité anti radicalaire

contre’ABTS™

tages d’inhibitions.
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Figure 34 : Effet scavenger contre I’ ABTS™ des fractions des extraits actifs d' écorce et des

standards & 100ug/ml ; ; quer :quercitine, gal :acide gallique et BHA .
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Figure 35 : Effet scavenger contre I’ ABTS™ des fractions des extraits actifs des feuilles et des
standards & 100ug/ml ; quer :quercitine, gal :acide galliqueet BHA .

Selon la figure 34 ci-dessus, on remarque que |’ activité anti radicalaire des extraits
d écorce S est concentrée au niveau des fractions 2 et3 ou de puissants effets scavengers
contre leradical ABTS.+ sont enregistrés, lafraction F2 de I’ extrait aqueux de chloroforme
montre une valeur de 87,07% suivi des fractions 2 et 3 de chloroforme avec des
pourcentages d’inhibitions de 77,16 et 71,99 % puis par la F2 et F3 de I’ éthanol par 66,38
et 51,08 % respectivement, les fractions 4 et 5 ont montrées de tres faibles pourcentages
d inhibitions(<8%). De ces résultats nous pouvant dire que les composeés responsables de
I”activité scavenging du radical ABTS.+ dans les extraits d’ écorce sont de nature polaire
puisque ces fractions ont éé duées par un systeme polaire(méthanol/acétate d’ éthyle),
probablement des flavonoides connus pour leurs activité anti radicalaire (Montoro et al.,
2005 ; Mathew et al., 2006) .

En ce qui concerne les feuilles, al’exception de lafraction 5 de I’ extrait aqueux de
chloroforme toutes les fractions inhibent le radical ABTS". le meilleur pourcentage
d'inhibition est obtenu par les fractions 2 et 3 de I’ extrait acétate d' éhyle qui enregistre
des valeurs supérieur a 91% comparables a celles des mol écules de réf érences utilisés.
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Les fractions 1, 2, 3de I'’é&hanol et 3de |'ac&ate d éthyle montrent des
pourcentages d'inhibitions supérieurs a 80%, suivis de la fraction é&hanolique 4, 4 et 5 de
I’acétate d'éthyle avec un pourcentage 70%, les fractions issues de I'aqueux de

chloroforme montrent des valeurs inferieurs qui varies de 62,19 a 63,10%.

Cela peut étre expliqué par le fait que les molécules responsables de |’ effet
scavenger des feuilles de fraxinus sont de polarités variables.

[11.5. 3. Activité scavenging desfractions sur leradical super oxyde

Les résultats de I'effet scavenger du radical super oxyde des différentes fractions
chromatographiques obtenues a partir des extraits actifs d’'écorce et des feuilles de
Fraxinus angustifolia ainsi que I'acide caféique a une concentration de 400ug/ml sont
illustrés par les figures 36 et 37.
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Figure 36 : Effet scavenger contre |’ anion super oxyde des fractions des extraits actifs d’ écorce et
de |’ acide caféique a400ug/ml.
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Figure 37 : Effet scavenger contre I’ anion super oxyde des fractions des extraits actifs des feuilles

et del’acide caféique a400ug/ml.

De lafigure 35, I'inhibition du radical super oxyde est exercée par les composés

contenus dans les fractions 2 issues des extraits éthanol, aqueux acétate d éthyle et de

chloroforme en enregistrant des taux modestes et inferieur a 50%, suivi des fractions 4

issues de I’é&hanol et de |I’agueux de chloroforme ainsi que la F5 de I’agueux de acétate

d éthyle, alors que les F5essues de I’ éhanol et de I’ agueux de chloroforme et 1a F4 issues

de I'aqueux d acétate d'éthyle enregistrent de trés faibles pourcentages d'inhibitions

(<7%). On ce qui concerne la fraction 3, elle s avere proxydante quant elle est issue de

I’ extrait éthanolique et agueux d’ acétate d’ éhyle indiqué par des valeurs négatives.

De méme pour les feuilles (figure36), les fractions 2 et 3 issues des extraits

éthanolique, acétate d’ éthyle et agueux de chloroforme sont pro oxydantes et enregistrent

des valeurs négatives, excepté la F2 de I’agueux de chloroforme qui enregistre le taux

d inhibition le plus puissant avec 67,68%. Les F4 et F5 issues de ces extraits montrent des

pourcentages d’inhibitions modestes qui oscillent de 38,76 a 50,51%, ces derniers sont

supérieurs a ceux données par les fractions issues des extraits d' écorce et inférieurs a celui

donné par la molécule de référence (81,41%).
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Ces résultats indiquent une fois de plus que les composés actifs responsables de
I’ effet scavenger de I’anion super oxyde sont de nature polaire pour les feuilles et peut
polaire pour |’écorce. L’effet pro oxydant des fractions 2 et 3 indiqué par des valeurs
négatives des différant extraits peut s expliquer par la concentration élevées des
composés anti oxydant, devenus pro oxydant sous effet de la concentration ou bien par la
décomposition des composés contenus dans ces fractions sous effet du fractionnement

conduisant ainsi a des composeés oxydants.
[11.5. 4. Activité scavenging desfractions sur leradical monoxyde d’ azote

Les résultats de I effet scavenger du monoxyde d’ azote des différentes fractions
chromatographiques obtenues a partir des extraits actifs d’'écorce et des feuilles de
Fraxinus angustifolia ainsi que les molécules de références a 100ug/ml sont illustrés par
les figures 38 et 39.
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Figure 38 : Effet scavenger contre le monoxyde d’ azote des fractions des extraits actifs d’ écorce
et des standards a 100pg/ml ; E : éthanol, Ch : chloroforme, A-Ch : aqueux chloroforme, A-Gall :
acide gallique et Quer : quercitine.
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Figure 39 : Effet scavenger contre le monoxyde d’ azote des fractions des extraits actifs des
feuilles et des standards a100ug/ml ; E : éthanol, AE : acétate d’ éthyle, Ch: chloroforme, A-
Gall : acide gallique et Quer : quercitine.

D’apres la figure (39) ci-dessus, toutes les fractions issues des extraits éthanol,
chloroforme et agueux de chloroforme d écorce présentent un effet anti nitrique oxyde
important qui dépasse 50%. Les meilleures activités inhibitrices sont obtenues avec la
fraction 2 des extraits aqueux de chloroforme et chloroforme et fraction 1 de I’ é&thanol avec
des valeurs de 89,09, 84,75 et 84,51% respectivement comparable a celles obtenues par les
molécules de références, suivi de F2 de I'éthanol et F4 du chloroforme, puis F4 de
I"agueux de chloroforme et F5 de chloroforme, le plus faible taux d'inhibition est

enregistré par la F3 de I’ é&hanol avec 53,75%.

Quant aux feuilles, a I'exception de la fraction 5 issue de I'agueux de
chloroforme qui a enregistré un taux d’inhibition trés faible (5,86%) et la F5 de I’ éthanol
avec une valeur de 44,24%, les autres fractions présentent un effet inhibiteur important en
enregistrant des pourcentages d’inhibition supérieurs qui oscillent de 62,19 a 86,76%,
tandis que les fractions 1 et 2 de I’ acétate d’ éthyle montrent des valeurs comparables a
celles de molécules de références utilisées acide gallique et quercitine qui sont de 91,85 et
91,66% .A partir de ces résultats on conclu que la nature des composés actifs responsable
de I'effet scavenger du monoxyde d'azote est polaire pour les extraits d'écorce et de
feuilles de Fraxinus angustifolia probablement des tannins, des flavonoides et des acides
phénoliques (Kowti et a., 2010).
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[11.6. Caractérisation del’activité antioxydant par CCM

Les résultats précédents indiquent que les composés phénoliques sont les
antioxydants magjoritaires des extraits bruts et de leurs fractions, des deux parties de la
plante étudiée, mais sans parvenir a attribuer cet effet a un composé phénolique bien

déterminé ou a plusieurs composeés.

Dans cette partie, I'utilisation de la chromatographie sur couche mince permettra,
non seulement, le fractionnement des différents composés contenus dans les extraits et
dans leurs fractions mais aussi de mettre en évidence |'activité antioxydante en visualisant

les fractions responsabl es de cet effet sous forme de taches colorées.

En effet deux systémes de séparations sont utilisés ; le systeme (Acétate d’ éthyle-
acide formique-acide acétique-eau: AE-AF-AAc-H;O) pour les extraits aqueux et le
systéme (Acétate d éhyle-Hexane- acide formique: AE-Hex-AF) pour les extraits

organiques.

[11-6-1- Caractérisation de I'activité antioxydante des extraits d'écorce de F.

angustifolia

ETH F2 F3 F4 F5 R G CF L C Q ETH F2 F3 F4 F5 R G CF L

A B
Figure 40: Chromatogrammes de I" extrait ethanolique et sestractions; A: alalumiere du jour, B :
révélés par la vanilline sulfurique; ETH : éhanol, R: rutine, G: acide gallique, CF: acide
caféique, L : lutéoléine, C: catéchine et Q : quercitine.

79



T3

T1

TO

Partie expérimentale Résultats et discussions

L’utilisation d'un systeme de séparation apolaire AE-HEX-AF, nous a permis
d’ obtenir les chromatogrammes montrés dans la figure 40. L’ observation alal’lumiére du
jour nous a permis de détecter une tache(TQ) de couleur marron observée sur le point de
dépdt de I'extrait et la fraction deux, qui peut correspondre a des tannins condensés de
haut poids moléculaire et une deuxieme tache T1 de couleur plus claire toujours pour
I’ extrait. On remarque également que la rutine (flavonoide glycosylé) na pas migrée dans
ce systeme apolaire. La pulvérisation a la vanilline sulfuriqgue a permis la révélation
d’ autres taches de couleur marron trés claire non visibles alal’ lumiére du jour qui peuvent
correspondre a des monomere de tannins condensés issue de I’ hydrolyse de ces derniers
par la vanilline sulfurique présent dans notre cas a de trés faibles concentrations ou par le
fait que le systéme de séparation utilisé est non adéquat.

CHL F1 F2 F4 F5 R G CF L C Q CHL F1 F2 F F5 R G CF L

Figure 41 : Chromatogrammes de I’ extrait chloroforme et ses fractions; A : alalumiére du jour,
B : révélés par lavanilline sulfurique ; CHL: chloroforme, R : rutine, G : acide gallique, CF : acide
caféique, L : lutéoléine, C: catéchine et Q : quercitine.

D’ apreés cette figure, I’ observation alalumiére du jour nous a permis de visualiser
deux taches de couleurs marron claires qui correspondent a des tannins, la premiére TO
sur la ligne de dépdt correspondant probablement & des composés de haut poids
moléculaire, T1 del’ extrait et de sa F2 et T3 au niveau de |’ extrait et safraction 1.
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Tableau X1V : Caractéristiques des chrommatogrammes du chloroforme de I'écorce de F. angustifolia

Observation alalumiére du

Révéation par la

Taches RF jour vanilline sulfurique
Tl 0,20 Marron claire Rose

T2 0,40 Invisible Jaune

T3 0,47 Marron claire Mauve

T4 0,54 Invisible Grisbleu

T5 0,71 Invisible Violet

T6 0,79 Invisible Rose

T7 0,83 Invisible Rose

T8 0,87 Invisible Mauve

La vanilline sulfurique nous a permis la révélation d’ autre taches de couleurs et de

RF variables (tableau) commune pour I’ extrait et sec fractions 1 et 2, tel que les terpenes

(violet), les cardénolides aglycones (bleu) et flavonoides (jaunes vert) (Jork et a ., 2004),

suggérant ainsi larichesse de cet extrait en ces composés.

B

-

AQCH F2 AQAEFR2 R G CF L

C Q TAN

A

AQCH F2 AQAE F2

R G CF

L

C

Q TAN

Figure 42 : Chromatogrammes des extraits aqueux et leursfractions 2 ; A : alalumiéere du jour,

B : révélés par lavanilline sulfurique ; AQCH : aqueux chloroforme, AQAE : aqueux acétate

d éthyle R : rutine, G : acide gallique, CF : acide caféique, L : lutéoléne, C: catéchine, Q:

quercitine et TAN : acide tannique.
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Tableau XV : Caractéristiques des chrommatogrammes des extraits aqueux et leurs fractions F2

Observation alalumieredu Révélation par lavanilline

Taches RF jour sulfurique
T1 0,30 aucune couleur Jaune

T2 0,57 Jaune vert Jaune

T3 0,62 Jaune vert rose

T4 0,69 Vert claire Rose claire
T5 0,82 Vert claire Jaune

D’ apres lafigure (42) et apres pulvérisation par la vanilline sulfurique, des taches de

différentes couleurs et RF sont révél ées (tableau XV),

une tache (T1) de méme couleur et RF que la rutine est remarquée pour |’ extrait
aqueux acétate d éthyle et sa fraction F2 ainsi que pour la fraction 2 de I’agueux de
chloroforme confirmant ainsi la présence de la rutine dans cet extrait et ces fractions, une
autre tache T5 de couleur identique a la lutéoléne mais de RF inferieur est détectée pour
I’ extrait aqueux de chloroforme et sa fraction F2 qui s explique par le fait qu’un compose
présent dans un mélange complexe, acquiére des propriétés différentes de celles du méme

COMPOSE pur.
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[11.6.2. Caractérisation de |'activité antioxydant des extraits de feuilles de F.

angustifolia

$ .
b

-0 o

. T3
. ' T2

ETH FL F2 F3 F4 F5

L C ETH F1

F2 F3 F4 F5 R G CF

Figure 43 : Chromatogrammes de I’ extrait é&hanolique et ces fractions; A : alalumiéere du jour,
B : révélés par la vanilline sulfurique ; ETH : éhanal ; R: ruting, G : acide gallique, CF: acide
caféique, L : lutéoléine, C: catéchine.

Tableau XVI : Caractéristiques des chrommatogrammes de I’ ethanol et ces fractions.

Observation alalumiére du

Révélation par la

Taches RF jour vanilline sulfurique
Tl 0,15 Invisible Rose

T2 0,37 Jaune Jaune

T3 0,44 Jaune verdétre Grise

T4 0,48 vert Jaune

T5 0,56 Jaune verdétre Marron

T6 063 vert Violet

T7 0,75 Jaune Rose

T8 0,87 vert Vert
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D’ apres la figure ci dessus, |’observation a la I'lumiére du jour montre des taches de
couleurs jaune et vert qui peuvent correspondrai probablement au sucres et flavonoides,
tandis que, la vanilline sulfurique révéle d' autre couleurs qui tel que le rose, le violet et le
gris suggérant dans ce cas la présence d autres composes, en effet la tache T2 est de
couleur plus claire mais de méme RF que la lutéoléine, de ces observations on peut
suggérer larichesse de cet extrait et de ses fraction 1 et 2 en composés polaires notamment

les flavonoides.

T5
T4

T3

T2
T1

TO

CHL

F1 2 FH F Q R G CF L C CHL F1 FR2 FH F5 Q R G CF

A B

Figure 44 : Chromatogrammes de |’ extrait chloroforme et ses fraction; A : alalumiére du jour,
B : : révélés par la vanilline sulfurique; CHL : chloroforme, Q : quercitine R: rutine, G : acide
galique, CF : acide caféique, L : lutéoléine et C : catéchine.

Concernant le chloroforme, apres observation a la I’lumiére du jour et révélation
par la vanilline sulfurique, on remarque la présence de plusieurs taches de couleur
différente; vert, gris et jaune, la comparaison des couleurs et des rapports frontaux
correspondant a ces taches indique qu’aucune correspondance n’existe entre les taches

révélées et les molécules de références utilisées.
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Tableau XVI1 ; Caractéristiques des chrommatogrammes du chloroforme et ces fractions.

Observation alalumieredu  Révéation par lavanilline

Fractions RF jour sulfurique
T1 0,45 Gris Gris

T2 0,52 Jaune verdétre Jaune

T3 0,62 Vert Gris

T4 0,82 Jaune verdétre jaune

T5 0,87 Vert Vert

AQCH F2 AQAE F2 R G CF

L C Q TAN

T5

T4

T3

T2

T1

TO

AQCH F2AQAEF2 R G CF L C Q TAN

B

Figure 45 : Chromatogrammes des I’ extraits aqueux et leurs fractions ; A: alalumiére du jour, B :
révélés par la vanilline sulfurique; AQCH: agueux chloroforme, AQAE : aqueux acétate d' éthyle,
R: rutine, G: acide gallique, CF: acide caféique, L : lutéoléine, C: catéchine, Q: quercitine et
TAN : acide tannique.
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Tableau XVI11 : Caractéristiques des chrommatogrammes des extraits aqueux et leurs fractions.

Observation alalumieredu  Révéation par lavanilline

Fractions RF jour sulfurique

T1 0,3 Vert gris Jaune

T2 0,53 Jaune claire Jaune claire
T3 0,71 Invisible Jaune

T4 0,87 Invisible jaune verdétre
T5 0,94 Vert jaune Rose orange

Le chromatogramme des extraits agueux de chloroforme et acétate d’ éthyle ains
que leurs fractions de feuilles de fraxinus angustifolia, révele a la lumiére du jour des
taches de couleur jaune et vert trés claire, alors que la révéation par la vanilline sulfurique
montre d autre taches invisible a la lumiére du jour de couleurs et de rapports frontaux
variables, la tache T1 au niveau de |'extrait aqueux de chloroforme et agueux acétates
d éthyle ains que leurs fractions (F2) correspondantes, montre une couleur similaire a
celle de larutine et partage un rapport frontal (RF) identique avec cette derniere. Dans leur
récente éude, Kostova et lossifova (2007) ont isolé la rutine au niveau des feuilles de

Fraxinus angustifolia, ce qui correspond a notre résultat.
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L’ étude réalisée a pour but I'évaluation quantitative et qualitative des substances
antioxydant contenue dans les extraits d’ écorce et de feuilles d’une plante médicinale locale
Fraxinus angustifolia et d’estimer leurs activités biologiques dont I’ activité antioxydant in
vitro par différentes méthodes a savoir , le pouvoir réducteur (FRAP), I’ effet scavenging du
radical cationique ABTS™ ,de I’ anion super oxyde et du monoxyde d’ azote , I’ éude des effets
anti radicalaires des fractions récupérées par chromatographie sur colonne de gel de silice des

extraits actifs et enfin de les caractériser par chromatographie sur couche mince.

Le procédé d extraction utilisé nous a permis de retenir 5 extraits, le dosage des
différents composés phénoliques montre que ces derniers sont riches en phénols totaux,
flavonoides et tannins. Les extraits aqueux du chloroforme d’ écorce et acétate d’ éhyle des
feuilles sont intéressants en raison de leurs teneurs éevées en phénols totaux ; les extraits
agueux d’ écorce, agueux de chloroforme et acétate d’ éhyle des feuilles pour leur teneur en
flavonoides et les extraits organiques (chloroforme et acétate d’ éthyle) pour leur richesse en

tannins.

L’ activité antioxydant des extraits de Fraxinus angustifolia varie considérablement
d'un extrait a un autre et d'une partie de plante a une autre, elle est fonction de la
concentration et de la nature des composés phénoliques. Les extraits agqueux de chloroforme
et dacétate d éhyle d' écorce et acétate d'éthyle et agueux chloroforme des feuilles se
montrent plus performants avec les meilleures activités réductrices, |’ effet scavenging du
radical ABTS .+ s avéere tres puissant avec des pourcentages d’inhibitions supérieurs a 80%
enregistrant ains de trés faibles valeurs 1Cs qui oscillent de 3,01 a 16,92 ug/ml excepté

I’ extrait chloroforme des feuilles.

La capacité antioxydant équivalent Trolox est tres importante pour I’ extrait aqueux de
chloroforme d’ écorce avec une valeur de 228,30 m mol trolox/g d’ extrait, alors que les autres
extraits montrent des valeurs inferieures qui varient de 109,47 & 176,64 m mol trolox. Quant

aux extraits organiques, ils enregistrent des valeurs <100 m mol Trolox.
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Concernant I’anion super oxyde, I’extrait agueux de chloroforme des deux parties
étudiées présente le meilleur effet scavenging de ce radical avec un pourcentage d’'inhibition
supérieur a 70%. Par conséquent, la valeur IC50 qui exprime le potentiel anti radicalaire le
plus puissant est celle de I’ extrait aqueux chloroforme de feuilles avec 99,4 ug/ml inferieure

acelle donnée par |’ acide caféique (116,02ug/ml).

L’ évaluation de I’activité anti nitrique oxyde, a une concentration de 100ug/ml, a
prouvé gue les extraits d’ écorce manifestent des effets relativement trés importants, supérieurs
a 87% et enregistrent de trés faibles valeurs 1C50 allant de 4,07a 7,26pg/ml, tandis que les
extraits de feuilles enregistrent des valeurs |égérement inferieurs mais comparables a celles

montrées par |es molécules de référence et enregistrent ainsi des valeurs IC50 tres proches.

Les résultats de I’ é&ude de I’ activité antioxydant des fractions récupérées a partir des
différents extraits a montré que I’ effet réducteur et scavenging de I’anion super oxyde se
concentre essentiellement au niveau de la fraction 2, la plupart des fractions montrent des
pourcentages d’inhibitions >50% contre le radical ABTS™ et NO', suggérant ains une

polarité variable de composés responsables de ces activités scavenging.

L’analyse par chromatographie sur couche mince des extraits et de leur fractions a
montré la présence probable de la rutine dans les extraits aqueux acétate d’ éthyle et agqueux de
chloroforme d'écorce et de feuilles et leur fraction 2, également de la lutéoléne dans les
extraits éthanol et chloroforme de feuilles et d écorce de Fraxinus angustifolia ce qui

témoigne la richesse de cette plante en divers composes notamment |es flavonoides.

Il serait nécessaire d’ approfondir ce travail par I’ évaluation de I’ activité antioxydant in
vitro contre d’autres radicaux libres tel que le Peroxynitrite ONOO™ I’ acide hypochlorique
OHCL, I’anion super oxyde et le monoxyde d’ azote géenérés par des systémes enzymatiques.
L’isolement et I’identification des composés phénoliques par des méthodes plus performantes
(HPLC) et la redisation des tests in vivo, a savoir, |'activité anti diabétique et anti-
inflammatoire permettraient une meilleure évaluation de I’ activité biologique générale de
Fraxinus angustifolia et une justification scientifique de son utilisation en médecine
traditionnelle.
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Figure 1: Coube d'etalonnage des phénolstotaux realisée avec la catéchine.
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Figure 2: Courge d'étalonnage des flavonoides realisée avec larutine.
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Figure 3: Courbe d'étal onnage des tanins realisée avec 1'acide tannique.
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Figure 1: Courbe d' étalonnage FRAP réalisée avec |’ acide ascorbique.
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Figure 2 : Courbe d' étalonnage FRAP réalisée avec |’ acide caféique.
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Figure 3: Courbe d' éalonnage ABTS réalisée avec le Trolox.
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Figure 1: Corrélations entre FRAP et phénols totaux d’ écorce.
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Figure 3 : Corrélations entre FRAP et tannins d' écorce.
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Figure 3: Corrélations entre FRAP et tannins des feuilles.
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Figurel: Corrélations entre |’ effet scavenging du radical ABTS et phénols totaux.
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Figure 2 : Corrélations entre |’ effet scavenging du radical ABTS et flavonoides.
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Figure 3: Corrélations entre I’ effet scavenging du radical ABTS et tannins.
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Figure 1: Corrélations entre I’ effet scavenging du radical O,” et phénols totaux.
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Figure 2 : Corrélations entre I’ effet scavenging du radical NO et flavonoides.
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Figure 3: Corrélations entre I’ effet scavenging du radical NO et tannins.
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Résumé

Résumé: La présente étude porte sur la composition quantitative en phénols totaux, flavonoides et
tannins, I’ évaluation de I’ activité biologique in vitro des extraits et des fractions chromatographiques
d’ écorce et de feuilles de Fraxinus angustifolia contre les radicaux ABTS', O,” et NO et le pouvoir
réducteur (FRAP) ains que la caractérisation des fractions actives par CCM. L’ extrait acétate d' éthyle
des feuilles se montre trés performant avec les meilleures activités réductrices (337,31 mg équivalent
acide ascorbique/g d’ extrait) et anti radicalaires contre le O,” (78 ,64% a 300 pg/ml) et exprime une
| Csode 99,4ug/ml.

La meilleure capacité antioxydant équivalent trolox est obtenue par I’ extrait aqueux de chloroforme
avec des vaeurs de 228,30 et 129,25 m mol trolox/ d extrait pour I'écorce et les feuilles
respectivement, |’ effet scavenger des radicaux ABTS™ Concernant le radical NO', tous les extraits
montrent des pourcentages d'inhibitions supérieurs a 80% enregistrant ains de tres faible 1Csqs qui
oscillent de 3,01 & 16,92 et de 4,07 &412,59 pg/ml respectivement. Lesrésultats de |’ étude de I’ activité
anti oxydant des fractions récupérées a montré que I’ effet réducteur et scavenging de |’ anion super
oxyde se concentre essentiellement au niveau de la fraction 2, la plupart des fractions montrent des
pourcentages d'inhibitions >50% contre le radicall ABTS™ et NO. L’analyse par CCM a montré la
présence probable de la rutine dans les extraits agueux acétate d’éthyle et agueux de chloroforme
d écorce et de feuilles et leur fraction 2, également de la lutéoléine dans les extraits éhanol et
chloroforme de feuilles et d’ écorce.

Motsclés: Fraxinus angustifolia, polyphénols, activité biologique, FRAP, ABTS+, O,", NO, CCM.

Abstract: The present study examines the quantitative composition (total phenols, flavonoids and
tannins) and the evaluation of biological activity in vitro of extracts and chromatographic fractions of
the bark and leaves of Fraxinus angustifolia against the ABTS™, O, and NO radicas. The reducing
power (FRAP) will aso be assessed and the characterization by TLC of the active fractions will be
carried out. The ethyl acetate extract of the leaves has shown a powerful reducing capacity with
337,31mg ascorbic acid equivalent /g of extract) and the best anti-radical activity against O,with an
IC50 of 99,4 pg/ml.

The best trolox equivalent antioxidant capacity is obtained by the agueous of chloroform extract of the
bark and the leaves with respective values of 228,30 and 125,25m moles Trolox /g of extract
expressing therefore a powerful scavenging effect against the ABTS™ radical. Concerning the radical
NO all the extracts have shown percentage inhibitions higher than 80% with low IC 50s varying from
4,07 to 12,59ug/ml .On the other hand, the results of the anti-oxidant activities of fractions has shown
the best reducing power and scavenging activity against superoxide anion for the second fractions
while most of fractions have shown percentage inhibitions higher than 50% against the ABTS and NO
radicals. The TLC analysis has shown the probable presence of rutine in both the agueous extracts
obtained from chloroform and ethyl acetate extractions as well as fraction 2 of the bark and the leaves.
Luteolineis aso thought to be present in ethanol and chloroform extracts of both the bark and leaves.

K ey words: Fraxinus angustifolia, polyphénols, biological activity, FRAP, ABTS", O,”,NO, CCM.



Résumé

Résumé: La présente étude porte sur la composition quantitative en phénols totaux, flavonaoides et tannins,
I’évaluation de I'activité biologique in vitro des extraits et des fractions chromatographiques d'écorce et de
feuilles de Fraxinus angustifolia contre les radicaux ABTS', O,” et NO' et le pouvoir réducteur (FRAP) ainsi
que la caractérisation des fractions actives par CCM. L’extrait acétate d'éthyle des feuilles se montre trés
performant avec les meilleures activités réductrices (337,31 mg équivalent acide ascorbique/g d’ extrait) et anti
radicalaires contre le O,” (78 ,64% a 300 pg/ml) et exprime une | Csode 99,4ug/mil.

La meilleure capacité antioxydant équivalent trolox est obtenue par I'extrait aqueux de chloroforme avec des
valeurs de 228,30 et 129,25 m mol trolox/ d’ extrait pour |’ écorce et les feuilles respectivement, |’ effet scavenger
des radicaux ABTS™ Concernant le radical NO', tous les extraits montrent des pourcentages d’inhibitions
supérieurs a 80% enregistrant ainsi de tres faible 1Csys qui oscillent de 3,01 a 16,92 et de 4,07 a 12,59 pg/ml
respectivement. Les résultats de I’ étude de I’ activité anti oxydant des fractions récupérées a montré que I’ effet
réducteur et scavenging de I’ anion super oxyde se concentre essentiellement au niveau de lafraction 2, la plupart
des fractions montrent des pourcentages d’inhibitions >50% contre le radical ABTS™ et NO. L’analyse par
CCM a montré la présence probable de la rutine dans les extraits aqueux acétate d' éthyle et aqueux de
chloroforme d'écorce et de feuilles et leur fraction 2, également de la lutéoléine dans les extraits éthanol et
chloroforme de feuilles et d’ écorce.

M otsclés: Fraxinus angustifolia, polyphénols, activité biologique, FRAP, ABTS+, O,", NO,, CCM.

Abstract: The present study examines the quantitative composition (total phenols, flavonoids and tannins) and
the evaluation of biological activity in vitro of extracts and chromatographic fractions of the bark and leaves of
Fraxinus angustifolia against the ABTS™, O, and NO radicals. The reducing power (FRAP) will also be
assessed and the characterization by TLC of the active fractions will be carried out. The ethyl acetate extract of
the leaves has shown a powerful reducing capacity with 337,31mg ascorbic acid equivalent /g of extract) and the
best anti-radical activity against O,with an IC50 of 99,4 pg/ml.

The best trolox equivalent antioxidant capacity is obtained by the aqueous of chloroform extract of the bark and
the leaves with respective values of 228,30 and 125,25m moles Trolox /g of extract expressing therefore a
powerful scavenging effect against the ABTS™ radical. Concerning the radical NO" al the extracts have shown
percentage inhibitions higher than 80% with low |C 50s varying from 4,07 to 12,59ug/ml .On the other hand, the
results of the anti-oxidant activities of fractions has shown the best reducing power and scavenging activity
against superoxide anion for the second fractions while most of fractions have shown percentage inhibitions
higher than 50% against the ABTS and NO radicals. The TLC analysis has shown the probable presence of
rutine in both the agueous extracts obtained from chloroform and ethyl acetate extractions as well as fraction 2 of
the bark and the leaves. Luteoline is also thought to be present in ethanol and chloroform extracts of both the
bark and leaves.

K ey words: Fraxinus angustifolia, polyphénals, biological activity, FRAP, ABTS*, O,”,NO, CCM.
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